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Eljarasok bér rendellenességeinek kezelésére vagy prevenciéjara CD2-

kotoagensek alkalmazasaval

5 KIVONAT

A talalmany targyat képezi CD2-kotdagens, példaul CD2/LFA-3-kélcsonhatas inhibito-

ranak (példaul LFA-3/IgG fuzios polipeptid) alkalmazasa kiegészité agenssel, példaul UVB-

10  besugarzassal kombinacioban gyulladasos vagy autoimmun rendellenesség, példaul pszoriazis
(pikkelysomor), atopias dermatitisz vagy mas olyan epidermalis vagy dermalis rendellenességek

kezelésére, amelyeket abnormalis T-sejt-aktivitas vagy proliferacio jellemez.
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PELDANY

Eljarasok bor rendellenességeinek kezelésére vagy prevencidjara CD2-

kitéagensek alkalmazasaval

A talalmany targyat képezi CD2-kotéagens, példaul CD2/LFA-3-kolcsonhatas (példaul
LFA-3/IgG fuzios polipeptid) inhibitoranak alkalmazésa egy kiegészitd agenssel, példaul UVB-
besugarzassal kombinacioban egy rendellenesség, példaul pszoriazis (pikkelysomor) vagy mas
olyan epidermalis vagy dermalis rendellenességek kezelésére, amelyeket abnormalis T-sejt-
aktivitas vagy proliferacio jellemez.

Ismeretes, hogy a bor rendellenességei, példaul pszoriazis, ekcéma, mycosis fungoides,
aktinikus keratozis és lichen planus az Egyesiilt Allamok lakossaganak 1-2 %-4t sujtja, évente
150.000-200.000 vj eset fordul el [J. Invest. Dermatol. 73, 402-13 (1979)]. Ezek koziil sza-
mos bor-rendellenességet jellemez fokozott T-sejt-aktivalodas és abnormalis antigénbemutatas
a dermiszben és az epidermiszben [Cooper, “Immunoregulation in the Skin”, “Cutaneous
Lymphoma, Curr. Probl. Dermatol.”, szerk. van Vloten és mtsai., 19, 69-80., 73., 74. és 76.
old. (1990)]. Példaul kontakt allergias dermatitisz esetén megfigyelték intrakutan T-sejtek akti-
valodasat. Ismeretes, hogy atopias dermatitiszben szenvedd paciensek bdére megnovekedett
szam Langerhans-sejtet tartalmaz [Cooper, “Immunoregulation in the Skin”, “Cutaneous
Lymphoma, Curr. Probl. Dermatol.”, szerk. van Vloten és mtsai, 19, 74. old. (1990)].
Pszoriazisos bérben megnovekedett szamu antigénbemutato sejt van, amelyek kozott egyarant
vannak Langerhans-sejtes és nem-Langerhans-sejtes, II. osztalyd MHC-antigént bemutaté sej-
tek [Cooper, “Immunoregulation in the Skin”, “Cutaneous Lymphoma, Curr. Probl.
Dermatol.”, szerk. van Vloten és mtsai., 19, 75. old. (1990)].

Kutan T-sejtes limfomat malignus, klonalis T-sejt-populaciok expanzidja jellemzi a
dermiszben és az epidermiszben. Korosan elvaltozott epidermalis sejtek megnovekedett szamui
CD1'DR "-antigénbemutat6 sejteket tartalmaznak [Cooper, “Immunoregulation in the Skin”,
“Cutaneous Lymphoma, Curr. Probl. Dermatol.”, szerk. van Vloten és mtsai., 19, 76-77. old.
(1990)].

A fentebb emlitett borbetegségek esetén alkalmazott, jelenleg ismert terapiak limitaltak.
Szteroidok vagy ciklosporin-A altalanosan alkalmazott pszoriazis, lichen planus, urticaria
(csalankiiités), atopias dermatitisz, UV-karosodas, pyoderma gangrenosis (iiszkos bérgennye-
dés), vitiligd (foltos festékhiany), okularis cicatricalis pemfigoid, alopecia areata (foltos haj-

hullas) valamint allergias és irritalé kontakt dermatitisz és kutan T-sejtes limfoma kezelésében.
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Tovéabbé, az emlitett néhany bér-rendellenesség esetén kiilonbozd terapiakat alkalmaznak, pél-
daul retinoidokat, PUVA-t, nitrogén-mustart, interferont, kemoterapiat, metotrexatot, fényte-
rapiat (példaul UV-fényt és PUVA-t), antibiotikumokat €s antihisztaminokat [altalanossagban
lasd: Fitzpatrick, “Dermatology in General Medicine”, 3. kiadas, McGraw Hill (1987)]. UV-
fényt alkalmazo terapiakban, UVA- és UVB-terdpidban egyarant, a bort 320-400 nm-es
(UVA-sugarzas) vagy 290-320 nm-es (UVB-sugarzas) UV-sugarzas hatasanak teszik ki. A
PUVA-terapia egy fotokemoterapia-forma, amelyben pszoralént vagy pszoralén-alapu vegyu-
letet tobbszor alkalmaznak topikalisan a bdr érintett régiojan, amelyet azutdn UV A-sugarzas
hatasanak tesznek ki. Egy masik, proliferativ borbetegségek, kiilonosen pszoriazis és mycosis
fungoides kezelésére szolgalé modszerben fotodinamikus terapiat (PDT) alkalmaznak.

Az ilyen terapiaknak ismert mellékhatasai vannak. Ciklosporin-A legismertebb hatranya
immunszupressziora visszavezethetd toxicitas, valamint vese és idegi toxicitas. Szteroidok jol
ismert mellékhatésa példaul Cushing-szindroma indukalasa. A fentebb emlitett tobbi terapia
mellékhatasa lehet példaul borrak, csontveld és szervi toxicitasok, inszalag elmeszesedés (kal-
cifikacid), majfibrozis és mas rendellenességek. Fényterapia esetén, bdrbetegségek hosszabb
kezelése ilyen tipust terapiakkal jelentds akut és kronikus mellékhatasokat eredményezhet,
példaul eritémat, pruritus (bdrviszketés), borrakot és fény-indukalt, kronikus bérkarosodast
[Stern és mtsai., N.E. of Med. 300, 809-812 (1979)].

Ennek megfeleléen, igény van javitott terapias gyogymodokra olyan b6rbetegségek
prevencitjara és kezelésére, amelyekben fokozott T-sejt-aktivalodas és abnormalis antigénbe-
mutatas tapasztalhato.

A talalmany szerinti megoldas részben arra a felismerésre alapul, hogy CD2-kotdagens,
példaul LFA-3/IgG fuzids polipeptid, és egy kiegészitd agens, példaul UVB-besugarzas,
nagymértékben hatékony pszoriazisos koros elvaltozasok kezelésére. A kiegészitd agens egy
olyan agens, amely az alabbi tulajdonsagok koziil eggyel vagy tobbel rendelkezik: (i) csokkenti
interferon-y (IFN-y) termelését és/vagy mennyiségeit; (ii) csokkenti a T-sejtek, kilonosen a
CD69'-T-sejtek szamat az érintett szovetben; (iii) csokkenti CD40-ligandum (CD40L, azaz
CD154) expresszidjanak mértékét; vagy (iv) noveli a T-sejt-pusztulas, példaul apoptozis mér-
tékét. Bar nem kivanunk ragaszkodni semmilyen elmélethez, feltételezziik, hogy a kezelés Thl-
tipust sejtek szamanak és aktivitasanak csokkentésén keresztiil hat pszoriazisos kéros elvalto-
zésokban. Ennek megfelelden, a talalmany targyat képezik eljarasok és készitmények abnorma-

lis T-sejt-aktivitassal vagy proliferacioval jellemzett, epidermalis vagy dermalis rendellenesse-

gek kezelésére vagy prevencidjara.
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A talalmany targyat képezi altalanossagban eljaras bor-rendellenesség, példaul abnor-
malis (példaul megnovekedett mértékii) T-sejt-, példaul Thi-tipusu T-sejt-aktivitassal vagy
proliferacidval jellemzett, epidermalis vagy dermalis rendellenesség kezelésére vagy prevenci-
Ojara egy alanyban. Az eljarasban:

Beadunk az alanynak CD2-kotéagenst, példaul LFA-3-kotoagenst, vagy CD2/LFA-3-
kolcsonhatas inhibitorat, példaul CD2-kotdagenst egy kiegészité agenssel kombinacioban, pél-
daul olyan agenssel, amely az alabbi tulajdonsagok koziil eggyel vagy tobbel rendelkezik: (i)
csokkenti interferon-y (IFN-v) termelését és/vagy mennyiségeit; (ii) csokkenti a T-sejtek, pél-
daul memoria effektor T-limfocitak szamat (példaul CD8/CD45 RO+ sejtek vagy CD4/CD45
RO+ sejtek), killonosen a CD69'-T-sejtek szamat az érintett szovetben; (jii) csokkenti CD40-
ligandum (CD40L) expresszidjanak mértékét; vagy (iv) noveli a T-sejt-pusztulds, példaul
apoptdzis mértékét, ezzel kezeljilk vagy megel6zziik a bér-rendellenességet.

A taladlmany egy elényos megvalositasi modja szerint, a borbetegséget az alabbiak koziil
egy vagy tobb jellemzi: (i) megnovekedett mennyiségii IFN-y, példaul fokozott T-sejtes IFN-y-
termelés; (i) T-sejt-populaciok, példaul CD3-, CD4-, CD8-, CD45- és/vagy CD69-pozitiv T-
sejtek megnovekedett mennyiségei; (iii) fokozott CD40-ligandum-expresszio, vagy (iii)
keratinocita hiperproliferacio.

A talalmany egy elényos megvalositasi modja szerint, a bor-rendellenesség kronikus
gyulladasos rendellenesség, példaul pszoriazis.

A talalmany egy elényds megvalositasi modja szerint, a a boér-rendellenesség autoim-
mun rendellenesség, példaul kronikus autoimmun rendellenesség, példaul pszoriazis.

A talalmany egy elényds megvaldsitasi modja szerint, a bor-rendellenesség az alabbiak
kozill egy vagy tobb: pszoridzis, atopias dermatitisz, kutan T-sejtes limfoma, példaul mycosis
fungoides, allergias és irritalé kontakt dermatitisz, vitiligo (foltos festékhiany), okularis
cicatricalis pemfigoid vagy urticaria (csalankiiités). A bor-rendellenesség elénydsen pszoriazis,
atopias dermatitisz, allergias dermatitisz vagy alopecia areata. A legel6nyosebben a rendelle-
nesség pszoriazis.

A taldlmany egy elény6s megvalositasi modja szerint, a CD2-kotoagens a CD2/LFA-3-
kolcsonhatas inhibitora, példaul anti-CD2-ellenanyag-homoldg; LFA-3 szolubilis CD2-kétd
fragmense; LFA-3 CD2-kot6 fragmense egy masik molekula-részlethez, példaul egy plazmafe-
hérje egészéhez vagy részletéhez, példaul egy immunoglobulin [példaul IgG (példaul IgGl,
IgG2, 1gG3, IgG4), IgM, IgA (példaul IgAl, IgA2), IgD és IgE, de elénydsen IgG] vagy

fragmensének (példaul immunoglobulin konstans régio) egészéhez vagy részletéhez, szérum
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albuminhoz (példaul huméan szérum albuminhoz) vagy szintetikus hidrofil polimerhez (példaul
pegilalassal PEG-hez) kapcsolva, példaul fuzionalva; CD2-k6td kisméretli molekula vagy
peptidmimetikum; példaul fag-,display” vagy peptideket tartalmazé kombinatorikus konyvtar
alkalmazasaval azonositott, CD2-ko6t6 polipeptid-fragmens.

A talalmany egy elényos megvaldsitasi modja szerint, a CD2-kétdagens LFA-3 CD2-
tans régiojanak, vagy ezek részletének egészéhez vagy részletéhez (példaul LFA-3/IgG fuzios
polipeptid, példaul olyan nukleotid- és aminosav-szekvenciaval rendelkezd, LFA-3/IgG fizios
polipeptid, ami 7. és 8. azonositdszami szekvenciaként van bemutatva a 6,162,432, szam(
USA-beli szabadalmi leirasban, melyet a kitanitas részének tekintiink). Még egy masik elényos
LFA-3/IgG faziés fehérje az 1. abran bemutatott aminosav-szekvenciaval rendelkezik, és
ugyanezen az abran bemutatott nukleotidszekvencia kodolja.

A talalmany egy elényos megvalositasi modja szerint, a CD2-kotdagens szolubilis
LFA3-polipeptid, példaul a 6,162,432, szamu USA-beli szabadalmi leirasban (melyet a kitani-
tas részének tekintiink) bemutatott, 3. azonositészamii szekvencidval rendelkez6 LFA-3-
szekvencia 1-92., 1-80., 50-65., 20-80. aminosavai kozil valasztott polipeptid.

A talalmany egy elényos megvalositasi modja szerint, a CD-kotdagens egy anti-CD-
ellenanyag-homoldg, monoklonalis anti-CD2-ellenanyag (példaul rekombinans, példaul kiméra
vagy humanizalt anti-CD2-ellenanyag) vagy antigénkotd fragmense (példaul Fab-fragmens,
Fab’-fragmens, F(ab’)2-fragmens, F(v)-fragmens, vagy anti-CD2-ellenanyag-homoldg intakt
immunoglobulin nehéz lanca).

A talalmany egy elonyos megvalositasi modja szerint, a CD2-kétdagens tartalmaz egy
elsé molekularészletet, amely CD2-t képes kotni, és egy masodik molekularészletet, amely
effektor sejteket képes toborozni. Az elsé molekularészlet lehet LFA-3 CD2-k6t6 fragmense,
példaul a leiras szerinti fragmense, vagy egy ellenanyag-homoldg, amely CD2-t képes kotni,
példaul a leiras szerinti ellenanyag-homolég. A masodik molekularészlet lehet egy polipeptid,
amely effektor sejteket képes toborozni, példaul természetes killer-sejteket (6losejteket) (NK).

srer

egy leiras szerinti immunoglobulin-fragmens; vagy egy Fc-receptort (példaul FcyRI vagy
FcyRII) kotni képes ellenanyag-homolog.

A talalmany egy el6ny6s megvalositasi modja szerint, a CD2-kotoagens kiméra, példaul
fuzios polipeptid, amely LFA-3 CD2-ké6té fragmensét és effektor sejteket toborozni képes

polipeptidet tartalmaz. A talalmany egy elényos megvaldsitasi modja szerint, a kiméra vagy fu-
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zi6s polipeptid LFA-3 CD2-kot6 fragmensét, példaul a leiras szerinti fragmensét, vagy CD2-t
kotni képes ellenanyag-homologot, példaul a leirds szerinti ellenanyag-homoldgot, €s
immunoglobulin konstans régidjanak fragmensét, példaul egy leiras szerinti immunoglobulin-
fragmenst; vagy egy Fc-receptort kotni képes ellenanyag-homologot tartalmaz.

A talalmany egy elonyos megvalositasi modja szerint, a CD2/LFA-3-kélcsonhatas inhi-
bitora LFA-3-kot6 agens, példaul anti-LFA-3-ellenanyag-homolég; CD2 szolubilis LFA-3-at
kot fragmense; CD2 LFA-3-kot6 fragmense egy masik molekula-részlethez, példaul egy
plazmafehérjéhez, példaul egy immunoglobulinhoz [példaul IgG (példaul IgG1, IgG2, IgG3,
IgG4), IgM, IgA (példaul IgAl, IgA2), IgD és IgE, de elényosen IgG) vagy fragmenséhez
(példaul immunoglobulin konstans régi6hoz), szérum albuminhoz (példaul human szérum al-
buminhoz) fuzionalva vagy pegilalva; LFA-3-kot6é kisméretii molekula vagy peptidmimetikum,;
példaul fag- display” vagy peptideket tartalmazé kombinatorikus konyvtar alkalmazéasaval
azonositott, LFA-3-két6 polipeptid-fragmens.

A talalmany egy elényds megvalositasi modja szerint, az LFA-3-kotdagens egy anti-
LFA-3-ellenanyag-homoldg, monoklonalis anti-LFA-3-ellenanyag (példaul rekombinans, pél-
daul kiméra vagy humanizalt anti-LFA-3-ellenanyag) vagy antigénkotd fragmense (példaul
Fab-fragmens, Fab’-fragmens, F(ab’)2-fragmens, F(v)-fragmens, vagy anti-LFA-3-ellenanyag-
homolég intakt immunoglobulin nehéz lanca).

A talalméany egy eldnyds megvalositasi modja szerint, a kiegészitd agens olyan éagens,
amely kozvetleniil vagy kozvetve az alabbiak koziil egyet vagy tobbet okoz: (i) csokkenti in-
terferon-y (IFN-y) termelését és/vagy mennyiségeit; (ii) csokkenti a T-sejtek, példaul memoria
effektor T-limfocitak szamat (példaul CD8/CD45 RO+ sejtek vagy CD4/CD45 RO+ sejtek),
kiilonosen a CD69"-T-sejtek szamat az érintett szovetben; (iif) csokkenti CD40-ligandum
(CD40L) expresszidjanak mértékét; vagy (iv) noveli a T-sejt-pusztulas, példaul apoptozis
mértékét. Ilyen hatasokat eredményezhet az alabbiak koziil egy vagy tobb: T-sejtek, példaul
memoria effektor T-limfocitak (példaul CD8/CD45 RO+ sejtek vagy CD4/CD45 RO+ sejtek)
szaménak vagy aktivitisanak csokkenése; IFN-y-termel6 immunsejtek (példaul T-sejtek) sza-
manak vagy aktivitisanak csokkenése; IFN-y lekotése vagy mas modon torténd inaktivalasa,
sejtmedialt (példaul effektor sejt-medialt) T-sejt-pusztulas (példaul IFN-y-termeld immunsejtek
pusztulasanak) indukaldsa. Kiegészité agens lehet példaul: fényterapia (példaul UVA, UVB
vagy PUVA), metotrexat; retinoidok; ciklosporin; etretinat; citokin-inhibitor, példaul

makrolaktam (példaul pimecrolimus), IFN-y-kotd agens, példaul anti-IFNy-ellenanyag vagy
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antigénk6td fragmense, I[FNy antagonistaja, vagy IFNy-receptor, példaul ellenanyag vagy
antigénkotd fragmense, amely gatolja az IFNy-receptor kolcsonhatéasat, kisméretdi molekula
vagy peptidmimetikum-inhibitor.

A talalmany egy el6nyos megvalositasi modja szerint, a kiegészito agenst az alabbiak
koziil valasztjuk: UV-besugarzas, példaul UVA vagy UVB besugarzas, PUVA-besugarzas,
metotrexat, retinoidok, ciklosporin, etretinat, makrolaktam (példaul tacrolimus, azaz FK506)
vagy ascomycin-makrolaktam (példaul pimecrolimus), vagy ezek barmilyen kombinacioja. Az
elényosen alkalmazott agens UVB-besugarzas.

A talalmany egy eldnyds megvalositasi modja szerint, az eljaras olyan Iépést tartalmaz,
amelyben az alanyban szimptémakat vagy citokin-mennyiségek, példaul IFNy-mennyiségek,
vagy immunsejt-populacié [példaul T-sejtek, példaul memoria effektor T-limfocitak (példaul
CD8/CD45 RO+ sejtek vagy CD4/CD45 RO+ sejtek);, IFNy-termeld sejtek] véltozasait ko-
vetjilk. Az alanyban ezt kezelés elott, kezelés alatt és azutan kovethetjiik, hogy egy vagy tobb
kezelési elemet alkalmaztunk. A kovetés eredményét felhasznalhatjuk annak eldontésére, hogy
sziikséges-¢ tovabbi kezelés ugyanilyen agensekkel, vagy tovabbi kezelés sziikséges tovabbi
agensekkel. Altalaban a citokin-mennyiségek vagy kivalasztott immunsejtek [példaul T-sejtek,
példaul memoria effektor T-limfocitak (példaul CD8/CD45 RO+ sejtek vagy CD4/CD45 RO+
sejtek); vagy IFNy-termeld sejtek] szamanak csokkenése jelzi a rendellenesség javulasat az
alanyban.

A kezelést kombinalhatjuk még mas agensekkel is. Tehat, a taldlmany egy elényos
megvalositasi modja szerint, az eljarasban: beadunk az alanynak egy olyan agenst, amely T-
sejt-receptorral tarsult kostimulator szignalt képes gatolni, példaul B7-CD28-, ICAM-LFA-1-
vagy CD40-CD40L-kdlcsonhatas inhibitorat, vagy ezek barmilyen kombinacidjat. Az agens le-
het barmilyen molekula (példaul ellenanyag vagy fragmense, szolubilis polipeptid, kisméreti
molekula vagy peptidmimetikum, amely képes zavarni a ligandum (példaul B7, ICAM, CD40)
és a megfeleld ,ellen”-ligandum (példaul CD28, LFA-1, CD40L) altal kialakitott kolcsonha-
tast. Az agens eldnyosen LFA-1-re vagy CD40L-re specifikus ellenanyag-homolog, példaul
humanizalt anti-LFA-1-ellenanyag.

A taldlmany egy eldnyos megvalositasi médja szerint, az eljarasban tovabba: beadunk
az alanynak topikalisan alkalmazhaté agenst, példaul egy vagy tobb szteroidot, vitamint (pél-
daul D-vitamint), katranyt, antralint, makrolidot vagy makrolaktamot, példaul tacrolimust

(FK506) vagy ascomycin-makrolaktamot (példaul pimecrolimus-t).
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A talalmany egy elonyos megvalositasi modja szerint, az alany emldsszervezet, példaul
féemlds, eldnyosen magasabb rendii foemlds, példaul ember. A talalmany egy elényos megva-
l6sitasi modja szerint, az alany epidermalis vagy dermalis rendellenességben szenvedd paciens
(példaul pszoriazis enyhe, mérsékelt vagy sulyos formajaban szenved).

A talalmany egy elényés megvaldsitasi modja szerint, a bér-rendellenesség epidermalis,
dermalis vagy hipodermalis szovetet sujt. A bor-rendellenesség elonyosen epidermalis szovetet
sujt.

A talalmany egy elonyos megvalositasi modja szerint, a CD2-kétéagenst és a kiegészitd
agenst egyidejlileg adjuk be. A taldlmany mas elényos megvalositasi modjai szerint, a CD2-
kotdagenst és a kiegészitd agenst egymas utan adjuk be, példaul el6szor beadjuk a CD2-
kotéagenst, azutan a kiegészitd agenst, vagy forditva. A CD2-kotoagenst és a kiegészitd
agenst be lehet adni topikalis terapiaval kombinalva [amelyben példaul szteroidot, vitamint
(példaul D-vitamint), katranyt, antralint, makrolidot vagy makrolaktamot, példaul tacrolimust
(FK506) vagy ascomycin-makrolaktamot (példaul pimecrolimus-t) adunk be].

A talalmany mas eldnyds megvalositasi modja szerint, a CD2-kotdagenst és a kiegé-
szitd agenst megfelelé sorrendben adjuk be. Példaul CD2-kotoagens beadasit koévethetik
megfeleld sorrendben alkalmazott topikalis terapiak, példaul szteroid-terapia, azutan vitamin-
kezelés (példaul D3-vitamin-kezelés), azutan antralin. Topikalis 4genseket barmilyen kombina-
cidban és barmilyen sorrendben lehet alkalmazni.

A talalméany egy elényos megvalositasi modja szerint, a CD2-kotéagenst és a kiegészitd
adgenst egymashoz elegendden kozel, példaul térben és idében kozel adjuk be, igy a kivant ha-
tas, példaul az IFNy-mennyiségek csokkentése, vagy szimptomak csokkentése nagyobb mérté-
ki1, mint amit akkor figyelnénk meg, ha a kiegészitd agenst CD2-kotoagens nélkiil adnank be,
vagy a CD2-kotbagenst a kiegészitd agens nélkiil adnank be.

A talalmany egy elényos megvalositasi modja szerint, a CD2-kotdagenst akkora id6-
tartam alatt adjuk be, amely alatt az IFNy mennyiségei lecsokkennek az IFNy-csokkentd agens
hatasara. Példaul a CD2-kotdagenst be lehet adni egy alanynak, pszoriazis enyhe forméjaban
szenvedd paciensnek topikalis terapiaval egyidejiileg, el6tte vagy utana, amelyben egy vagy
tobb szteroidot, vitamint (példaul D-vitamint), katranyt, antralint, makrolidot vagy makrolakta-
mot, példaul tacrolimust (FK506) vagy ascomycin-makrolaktamot (példaul pimecrolimus-t),
vagy ezek barmilyen kombinaciojat adjuk be. Olyan alanyoknak, akik példaul pszoriazis mérse-
kelt és erds formajaban szenvedd pacienseknek, a CD2-kotdagenst sugarterapiaval (példaul

UVB-kezelés és/vagy PUVA) egyidejlileg, elStte vagy utana adhatjuk be. A talalmany mas el6-
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nyos megvalositasi modjai szerint, a CD2-kotéagenst fényterdpiaval (példaul UVB-kezelés
és/vagy PUVA) egyidejlileg, el6tte vagy utdna adhatjuk be, kombinaciéban egy vagy tobb
retinoiddal, metotrexattal vagy ciklosporinnal. A talalmany egy elény6s megvalésitasi modja
szerint, pszoriazis mérsékelt és eros formajaban szenvedd pacienseket CD2-kotSagenssel bar-
mely idépontban lehet kezelni az alibbiakat tartalmazo kezelési rendben: fényterapia és
retinoidok, azt kovetden metotrexat, azt kovetden ciklosporin.

A talalmany néhany elényos megvalositasi modjai szerint, a CD2-kotbagenst szisztéma-
san adjuk be (példaul intravénasan, intramuszkularisan, infizios berendezéssel vagy szubku-
tan). A talalmany mas elény6s megvalositasi modja szerint, a CD2-kétoagenst lokalisan adjuk
be (példaul topikalisan) az érintett teriiletre, példaul pszoridzisos elvaltozashoz.

A talalmany egy elényos megvaldsitasi modja szerint, a CD2-kot8agens LFA-3/1gG fia-
zi6s polipeptid, és szisztémasan adjuk be. A talalméany egy el6nyos megvalOsitasi modja szerint,
az LFA-3/IgG fiizids polipeptidet egy alanynak egyszer egy héten adjuk be tizenkét hetes tera-
pias kezelési id6tartam alatt.

A talalmany egy elényos megvalositasi modja szerint, a kiegészité agenst lokalisan ad-
juk be, példaul fényhatast, példaul UVA-, UVB- vagy PUVA-sugarzast alkalmazunk. A talal-
many mas elényds megvalositasi modjai szerint, a kiegészitd agenst (példaul metotrexatot,
oralisan retinoidokat, ciklosporint, makrolaktamot, példaul tacrolimus-t vagy pimecrolimus-t)
szisztémasan adjuk ki.

A talalmany egy elényos megvalositasi modja szerint, a kiegészité agens UVB, példaul
ultraibolya fény 290-320 nm tartoméanyban, elényosebben kozeli hullamhossz-tartomanyba eso
UVB 311 nm-en.

A talalmany targyat képezi a CD2-kotbagens és a kiegészitd dgens beadasara szolgalo
modszerek barmilyen kombinacidja.

A CD2-kotdagenst és a kiegészitd agenst beadhatjuk a betegség aktiv szakasza alatt,
vagy enyhiilése alatt, vagy a kevésbé aktiv szakasza alatt. A CD2-kotdagenst és a kiegészitd
agenst beadhatjuk kezelés elott, kezeléssel egyszerre, kezelés utan, vagy a betegség enyhilése
alatt.

A taldlmany targyat képezi egy masik vonatkozasaban eljaras pszoriazis kezelésére egy
alanyban. Az eljarasban:

Az alanynak beadunk egy olyan fiiziés polipeptidet, amely LFA-3 CD2-ko6td
fragmensét tartalmazza IgG konstans régidjanak fragmenséhez fuzionalva, kombinacioban ak-

kora mennyiségi UVB-vel, amely interferon-y-mennyiségeket képes csokkenteni az alany epi-
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dermiszében, ezaltal kezeljiikk vagy megel6zziik a pszoriazist. Az itt bemutatott kombinacios
kezelési eljaras elényosen a betegség szignifikansan fokozott mértékli enyhiilését eredményez-
heti (akar teljes gyogyulast is) és/vagy szignifikinsan meghosszabbodott id6tartam alatt enyhiil
vagy sziinik meg a betegség ahhoz viszonyitva, amit barmelyik agenst egymagaban alkalmazva
elérménk.

A talalmany egy eldnyos megvalositasi modja szerint, az LFA-3 fragmense fuzionalva
van immunoglobulin kapocsrégidjanak és nehéz lanc konstans régidjanak egészéhez vagy
részletéhez, példaul egy LFA-3/IgG fuzios polipeptid, amely a 6,162,432. szami USA-beli
szabadalmi leirasban (melyet a kitanitas részének tekintiink) bemutatott, 7. azonositoszamu
nukleotidszekvenciaval rendelkez6 nukleinsav kodol, és 8. azonositoszamu szekvenciaval ren-
delkezik. Még egy masik elényos LFA-3/IgG fuzios fehérje az 1. abran bemutatott aminosav-
szekvenciaval rendelkezik, és ugyanezen az dbran bemutatott nukleotidszekvencia kédolja.

A talalméany egy elényos megvalositasi modja szerint, a CD2-kotd LFA3-polipeptid a
6,162,432, szami USA-beli szabadalmi leirasban (melyet a kitanitas részének tekintink) be-
mutatott, 3. azonositdszamu szekvenciaval rendelkez6 LFA-3-szekvencia 1-92., 1-80., 50-65.,
20-80. aminosavait tartalmazza.

A talalmany egy eldnyos megvaldsitasi modja szerint, az eljaras olyan lépést tartalmaz,
amelyben az alanyban szimptomakat vagy citokin-mennyiségek, példaul IFNy-mennyiségek,
vagy immunsejt-populacié [példaul T-sejtek, példaul memoria effektor T-limfocitak (példaul
CD8/CD45 RO+ sejtek vagy CD4/CD45 RO+ sejtek); vagy IFNy-termel sejtek] valtozasait
kovetjiik. Az alanyban ezt kezelés el6tt, kezelés alatt és azutan kovethetjuk, hogy egy vagy
15bb kezelési elemet alkalmaztunk. A kovetés eredményét felhasznalhatjuk annak eldontésére,
hogy sziikséges-e tovabbi kezelés ugyanilyen agensekkel, vagy tovabbi kezeles sziikséges to-
vabbi agensekkel. Altalaban a citokin-mennyiségek vagy kivalasztott immunsejtek [példaul T-
sejtek, példaul memoria effektor T-limfocitak (példaul CD8/CD45 RO+ sejtek vagy
CD4/CD45 RO+ sejtek); vagy IFNy-termeld sejtek] szamanak csokkenése jelzi a rendellenes-
ség javulasat az alanyban.

A kezelés tartalmazhat még mas agensekkel valo kombinaciot. Tehat, a talalmany egy
elényos megvaldsitasi modja szerint, az eljarasban: beadunk az alanynak egy olyan agenst,
amely T-sejt-receptorral tarsult kostimulator szignalt képes gatolni, példaul B7-CD28-, ICAM-
LFA-1- vagy CD40-CD40L-kolcsonhatés inhibitora, vagy ezek barmilyen kombinacioja. Az

agens lehet barmilyen molekula (példaul ellenanyag vagy fragmense, szolubilis polipeptid, kis-
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méreti molekula vagy peptidmimetikum, amely képes zavarni a ligandum (példaul B7, ICAM,
CD40) és a megfeleld , ellen”-ligandum (példaul CD28, LFA-1, CD40L) kéz6tti kolcsonhatast.
Az agens elényosen LFA-1-re vagy CD40L-re specifikus ellenanyag-homolog, példaul huma-
nizalt anti-LFA-1-ellenanyag.

A talalmany egy elényds megvaldsitasi modja szerint, az eljarasban tovabba: beadunk
az alanynak topikélisan alkalmazhat6 agenst, példaul egy vagy tobb szteroidot, vitamint (pél-
daul D-vitamint), katranyt vagy antralint.

A taldlmany egy elény6s megvalositasi modja szerint, az alany emldsszervezet, példaul
foemls, elényosen magasabb rend(i féemlds, példaul ember, példaul epidermalis vagy dermalis
rendellenességben szenvedd paciens (példaul pszoriazis enyhe, mérsékelt vagy sulyos formaja-
ban szenved).

A talalmany egy elényos megvalositasi modja szerint, a fzids polipeptidet és az UVB-t
egyidejileg alkalmazzuk. A talalmany mas elényos megvalésitasi modjai szerint, a CD2-
kotbagenst és a kiegészitd agenst egymas utan adjuk be, példaul elészor beadjuk a fuzids fe-
hérjét, azutan az UVB-kezelést alkalmazunk, vagy forditva. Ha az UVB-t alkalmazzuk el6észor,
a fziés fehérjét addig kell beadni, amig az UVB terapias hatasai, példaul IFN-y-mennyiségé-
nek csokkenése, még folyamatban van. Ha a fuzios fehérjét adjuk be el6szor, az UVB-t addig
kell alkalmazni, amig a fiizios fehérje terapias hatasa, példaul IFN-y-mennyiségének csokkené-
se, még folyamatban van.

A fuzios polipeptidet és az UVB-kezelést topikalis terapiaval [amelyben példaul szte-
roidot, vitamint (példaul D-vitamint), katranyt, antralint, makrolidot vagy makrolaktamot, pél-
daul tacrolimust (FK506) vagy ascomycin-makrolaktdmot (példaul pimecrolimus-t) adunk be]
lehet kombinalni. A talalmany egy elényds megvaldsitasi modja szerint, a fuzios polipeptidet €s
az UVB-t megfelelé sorrendben alkalmazzuk. A talalmany egy elonyos megvalositasi modja
szerint, CD2-kot4agens beadasat kovethetik megfelelé sorrendben alkalmazott topikalis terapi-
ak, példaul szteroid-terapia, azutan vitamin-kezelés (példaul D3-vitamin-kezelés), azutan
antralin.

Topikalis és/vagy szisztémas agenseket barmilyen kombinacioban és barmilyen sor-
rendben lehet alkalmazni.

A taldlmany egy eldnyos megvaldsitasi modja szerint, a fziés polipeptidet és az UVB-t
agenst egymashoz elegend6en kozel, példaul térben és idoben kozel alkalmazzuk, igy a kivant

hatas, példaul az IFNy-mennyiségek csokkentése, vagy szimptoméak csokkentése nagyobb



10

15

20

25

30

-11-
mértéki, mint amit akkor figyelnénk meg, ha az UVB-t fuziés polipeptid nélkiil alkalmaznank,
vagy ha a f1zi6s polipeptidet az UVB nélkiil adnank be.

A talalmany néhany elény6s megvalodsitasi modjai szerint, a fiziés polipeptidet sziszté-
masan adjuk be (példaul intravénasan, intramuszkularisan, infiiziéval, példaul infizios berende-
zéssel vagy szubkutan). A talalmany egy elényds megvalésitasi modja szerint, a flzids
polipeptidet egy alanynak egyszer egy héten adjuk be tizenkét hetes terapias kezelési idétartam
alatt.

A talalmany egy eldnyos megvaldsitasi modja szerint, a kiegészité agens UVB, példaul
ultraibolya fény 290-320 nm tartomanyban, elényosebben kozeli hullamhossz-tartomanyba es6
UVB 311 nm-en.

A talalmany egy elonyos megvaldsitasi modja szerint, az UVB-t lokalisan alkalmazzuk,
példaul fényhatast alkalmazunk, példaul UVB-sﬁgarzést.

A fuzids polipeptidet és/vagy UVB-t alkalmazhatjuk a betegség aktiv szakasza alatt,
vagy enyhiilése alatt, vagy a kevésbé aktiv szakasza alatt.

A talalmany targyat képezi egy masik vonatkozasaban eljaras egy rendellenesség, pél-
daul gyulladasos rendellenesség kezelésére egy alanyban. A gyulladasos rendellenesség lehet
kréonikus gyulladasos rendellenesség, példaul a normalistol eltéré (példaul megnovekedett
mértékil) T-sejt-, példaul Thl-tipusi T-sejt-aktivitassal vagy proliferacidval jellemzett, kroni-
kus gyulladasos rendellenesség. Az eljarasban:

Beadunk az alanynak CD2/LFA-3-kélcsonhatas inhibitorat, példaul a leiras szerinti in-
hibitort, kombinacioban egy kiegészit® agenssel, példaul egy leiras szerinti dgenssel, ezzel ke-
zeljiikk vagy megel6zziik a kronikus gyulladasos rendellenességet.

A taladlmany egy elényos megvaldsitasi modja szerint, az eljaras tovabba olyan lépést
tartalmaz, amelyben citokin-mennyiségek, példaul IFNy-mennyiségek, vagy immunsejt-
populaci6 [példaul T-sejtek, példaul memoria effektor T-limfocitak (példaul CD8/CD45 RO+
sejtek vagy CD4/CD45 RO+ sejtek); vagy IFNy-termel6 sejtek] valtozasait kovetjik, amelyben
a citokin-mennyiségek, példaul IFNy-mennyiségek, vagy immunsejt-populacié csokkenése jelzi
a rendellenesség javulasat az alanyban.

A talalmany egy elényds megvaldsitasi modja szerint, a kronikus gyulladasos rendelle-
nesség pszoriazis.

A taladlmany targyat képezi egy masik vonatkozasaban eljaras egy rendellenesség, pél-

daul autoimmun rendellenesség kezelésére egy alanyban. Az autoimmun rendellenesség lehet
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kronikus autoimmun rendellenesség, amelyet a normalistol eltéré (példaul megnévekedett
mértéki) T-sejt-, példaul Thl-tipust T-sejt-aktivitas vagy proliferacio jellemez. Az eljarasban:

Beadunk az alanynak CD2/LFA-3-kolcsOnhatas inhibitorat, példaul a leiras szerinti in-
hibitort, kombinacidban egy kiegészité agenssel, példaul egy leiras szerinti agenssel, ezzel ke-
zeljiik vagy megel6zziik az autoimmun rendellenességet.

A taladlmany egy elényos megvaldsitasi modja szerint, az eljaras tovabba olyan l€pést
tartalmaz, amelyben citokin-mennyiségek, példaul IFNy-mennyiségek, vagy immunsejt-popula-
ci6 [példaul T-sejtek, példaul memoria effektor T-limfocitak (példaul CD8/CD45 RO+ sejtek
vagy CD4/CD45 RO+ sejtek); vagy IFNy-termeld sejtek] valtozasait kovetjik, amelyben a
citokin-mennyiségek, példaul IFNy-mennyiségek, vagy immunsejt-populacié csokkenése jelzi a
rendellenesség javulasat az alanyban.

A taldlmany egy elényos megvaldsitasi modja szerint, az autoimmun rendellenesség
pszoriazis, cukorbetegség, artritisz (reumatoid artritisz, fiatalkori reumatoid artritisz, oszteo-
artritisz, pszoriazisos artritisz), szkler6zis multiplex, enkefalomielitisz, miaszténia gréavisz,
szisztémas lupusz eritematozus, autoimmun pajzsmirigy-gyulladas, dermatitisz, (beleértve
atopids dermatitiszt és ekcémds dermatitiszt).

A talalmany egy el6ny®s megvalositasi modja szerint, az autoimmun rendellenesség a
testfelszinen vagy a testfelszin kozelében 1évd sejtet, szovetet vagy szervet érint, példaul
epidermalis, dermalis, okularis, bukkalis és/vagy nasopharyngealis nyalkahartyat. A talalmany
més elényds megvaldsitasi modja szerint, az autoimmun rendellenesség olyan sejtet, szovetet
vagy szervet érint, amelyet meg lehet kozeliteni célba juttatd eszkozzel, példaul endoszképpal
vagy injekcids tiivel.

A talalmany egy elényds megvaldsitasi modja szerint, az autoimmun rendellenesség
pszoriazis vagy dermatitisz (beleértve atopias dermatitiszt €s ekcémas dermatitiszt).

A talalméany targyat képezi egy masik vonatkozasaban eljaras pszoriazis kezelésére
vagy megeldzésére egy alanyban. Az eljarasban beadunk az alanynak CD2/LFA-3-kélcsonhatas
inhibitorat, példaul CD2-kotoagenst kombinacioban egy agenssel az alabbiak kozil: besugarzas
(példaul UVB- vagy PUVA-sugarzas), metotrexat, retinoid (példaul oralis retinoid) és
ciklosporin, ezaltal pszoriazist kezeliink vagy megel6ziink.

A talalmany egy eldnyds megvalositasi modja szerint, az agens besugarzas, példaul

UVB-sugarzas.
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A talalmany targyat képezi egy masik vonatkozasaban eljaras T-sejt-aktivitas vagy
proliferacié [példaul memoria effektor T-limfocitak (példaul CD8/CD45 RO+ sejtek vagy
CD4/CD45 RO+ sejtek); vagy IFNy-termeld sejtek aktivitasinak vagy proliferaciojanak] mo-
dulalasara. Az eljarasban:

A T-sejtet érintkeztetjik CD2/LFA-3-kolcsonhatas  inhibitoraval, példaul CD2-
kotéagenssel kombinacioban egy kiegészité agenssel, példaul egy leiras szerinti 4genssel akko-
ra mennyiségben, amely elegendd a modulalashoz, példaul a T-sejt-aktivitas vagy proliferacié
mértékének csokkentésére.

Az eljarasban lehet alkalmazni sejtmentes korilményeket (példaul helyreallitott rend-
szert) tenyészetben 1évé sejteken, példaul in vitro vagy ex vivo (példaul T-sejteket tartalmazo
tenyészetet). Példaul sejteket lehet tenyészteni in vitro tenyésztési tapkozegben, és a leiras sze-
rinti inhibitort és/vagy egy agenst hozza lehet adni a tenyésztési tapkozeghez. A taldlmany egy
masik elényos megvalositasi modja szerint, T-sejteket kiveszink az alanybdl az érintkeztetési
1épés elstt. A kezelt sejteket azutan visszavissziik az alanyba. Mas modszer szerint, az eljarast
egy alanyban 1év6 sejteken végezziik, példaul in vivo terapias (terapias vagy profilaktikus) elja-
ras részeként.

A talalmany targyat képezi egy masik vonatkozasaban készitmény (példaul gyogyaszati
készitmény), amely CD2/LFA-3-kolcsonhatas inhibitorat, példaul a leiras szerinti CD2/LFA-3-
kolcsénhatas inhibitorat tartalmazza kombinacidban egy kiegészitd agenssel, példaul leiras sze-
rinti agenssel, és gyogyaszatilag elfogadhaté hordozot tartalmaz.

A talalmany targyat képezi egy masik vonatkozasaban reagenskészlet, amely
CD2/LFA-3-kolcsonhatas inhibitorat, példaul a leiras szerinti CD2/LFA-3-kolcsonhatés inhi-
bitorat tartalmazza kombinacidban egy kiegészitd agenssel, példaul leiras szerinti agenssel, €s
utasitasokat tartalmaz arra vonatkozoan, hogyan alkalmazzuk az ilyen agensek kombinacioit.

A talalmany egy elényos megvalositasi modja szerint, a CD2/LFA-3-kolcsonhatas inhi-
bitora LFA-3/Ig fazids polipeptid. Az LFA-3/Ig fuziés polipeptid elonydsen liofilizalva van.

A talalmany szerinti megoldas mas tulajdonsagai és elonyei nyilvanvalobbak lesznek az
alabbi részletes leiras és szabadalmi igénypontok alapjan.

Abrak rovid leirasa:

Az 1. 4bran bemutatunk egy LFA-3/IgG fuzios fehérje aminosav-szekvencigjat és

nukleotidszekvenciajat. A szignalpeptid megfelel az 1. abran, az 1-28. aminosavaknak; az érett
LFA-3-régi6 megfelel az 1. abran, a 29-120. aminosavaknak; és az IgG1-régié megfelel az 1.

4bran, a 121-351. aminosavaknak.
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A ,,CD2” kifejezés a leirasban olyan CD2-polipeptidet jelent, amely természetesen el6-
fordulé LFA-3-polipeptiddel képes kolcsonhatast 1étesiteni (példaul kotddni képes hozza), és
amely a 6,162,432, szami USA-beli szabadalmi leirasban (melyet a kitanitas részének tekin-
tiink) ismertetett, 5. azonositoszamu aminosav-szekvenciaval rendelkezik vagy azzal homolog
(példaul legalabb 85%-ban homolog); vagy amelyet (a) természetesen eléforduld, emlésszerve-
zetbdl szarmazd CD2-nukleinsavszekvencia (példaul a 6,162,432, szama USA-beli szabadalmi
leirasban ismertetett, 5. azonositoszamu szekvencia, a szabadalmi leirast a kitanitas részének
tekintjiik); (b) természetesen el6forduld, emldsszervezetbdl szarmazé CD2-nukleinsavszekven-
cianak megfeleld, degeneralt nukleinsavszekvencia; (c) természetesen el6forduld, emldsszerve-
zetbdl szarmazd CD2-nukleinsavszekvenciaval (példaul a 6,162,432. szami USA-beli szaba-
dalmi leirasban ismertetett, 5. azonositoszamu szekvencia, a szabadalmi leirast a kitanitas ré-
szének tekintjiik) legalabb 85%-ban homoloég nukleinsavszekvencia; vagy (d) olyan nukleinsav-
szekvencia kodol, amely a fenti nukleinsavszekvencidk valamelyikével hibridizalodni képes az
alabbi koriilményekkel ekvivalens korilmények kozott: korilbelil 20°C és 27°C kozotti ho-
mérsékleten Tm alatt és 1 M natrium-kloridban, példaul olyan nukleinsavszekvencia, amely a
fenti nukleinsavszekvencidkhoz sztringens koriilmények kozott képes hibridizalodni, példaul
nagymértékben sztringens korilmények kozott.

A leirasban , LFA-3” olyan LFA-3-polipeptidet jelent, amely természetesen eléfordulod
CD2-polipeptidhez képes kotddni, és amelyet a 6,162,432, szami USA-beli szabadalmi leiras-
ban (melyet a kitanitas részének tekintiink) ismertetett, 1. vagy 3. azonositészami aminosav-
szekvenciaval rendelkezik vagy azzal homolog (példaul legalabb 85%-ban homolédg); vagy
amelyet (a) természetesen eléforduld, emldsszervezetbdl szarmazé LFA-3-nukleinsavszekven-
cia (példaul a 6,162,432, szamu USA-beli szabadalmi leirasban ismertetett, 1. vagy 3. azono-
sitdszami szekvencia, a szabadalmi leirast a kitanitas részének tekintjiik); (b) természetesen
el6forduld, emldsszervezetbdl szarmazé LFA-3-nukleinsavszekvencianak megfelel, degene-
ralt nukleinsavszekvencia; (c) természetesen eléfordulo, emldsszervezetbdl szarmazo LFA-3-
nukleinsavszekvenciaval (példaul a 6,162,432, szami USA-beli szabadalmi leirasban ismerte-
tett, 1. vagy 3. azonositdszamu szekvencia, a szabadalmi leirast a kitanitas részének tekintjiik)
legalabb 85%-ban homolog nukleinsavszekvencia; vagy (d) olyan nukleinsavszekvencia kodol,
amely a fenti nukleinsavszekvenciak valamelyikével hibridizalodni képes az alabbi koriilmé-
nyekkel ekvivalens koriilmények kozott: korulbeliil 20°C és 27°C kozotti hdmérsékleten Tm
alatt és 1 M natrium-kloridban, példaul olyan nukleinsavszekvencia, amely a fenti nukleinsav-

szekvenciakhoz sztringens koriilmények kozott képes hibridizalodni, példaul nagymértékben
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sztringens korilmények kozott.

A leirasban a ,,CD2-kotbagens” kifejezésen olyan agenst értiink, amely CD2-vel kol-
csonhatast képes létesiteni (elonyosen kotddik hozza), és elonydsen CD2/LFA3-kolcsonhatast
képes modulalni (elényosen csokkenteni) és/vagy CD2-jeltovabbitast képes modulalni. CD2-
kotéagensek lehetnek példaul: természetesen eléfordulé CD2-ligandum szolubilis LFA-3-k6t6
fragmensei; LFA-3 vagy CD2-kot6 fragmensének szolubilis fizioi egy masik fehérjével vagy
polipeptiddel, példaul immunoglobulinnal vagy fragmensével, LFA-3/CD2 fuzi6s polipeptid;
CD2-t kotni képes elleanyagok, példaul rekombinans, monoklonalis, kiméra, CDR-atiiltetett,
humanizalt, human vagy ragcsalébdl szarmazé ellenanyagok; €s kisméretii molekulak vagy
peptidmimetikumok.

A leirasban a ,,LFA-3-kotéagens” kifejezésen olyan agenst értiink, amely LFA-3-al kol-
csonhatast képes létesiteni (elényosen kotodik hozza) és elonyosen CD2/LFA3-kolcsonhatast
képes modulalni (elényosen csokkenteni) és/vagy CD2-jeltovabbitast képes modulalni. LFA-3-
kotdagensek lehetnek példaul: természetesen eléfordulé LFA-3-ligandum szolubilis CD2-k6t6
fragmensei; CD2 vagy LFA-3-ko6té fragmensének szolubilis fizidi egy masik fehérjével vagy
polipeptiddel, példaul immunoglobulinnal vagy fragmensével, LFA-3/CD2 fuzios polipeptid;
LFA-3-at kotni képes ellenanyagok, példaul rekombinans, monoklonalis, kiméra, CDR-
atiiltetett, humanizalt, human vagy ragcsalobol szarmazo ellenanyagok; és kisméretli molekulak
vagy peptidmimetikumok.

,LFA-3/IgG” fuzids polipeptid egy olyan fuzids polipeptid, amely olyan LFA-3-szek-
venciat tartalmaz, amely CD2-t képes kotni, és immunoglobulin-szekvencia egészét vagy rész-
letét tartalmazza, példaul olyan immunoglobulin-szekvenciarészletet, amely Fc-receptorral ké-
pes kolcsonhatast létesiteni. Az LFA-3-szekvencia lehet teljes hosszisagu LFA-3 vagy CD2-
kotd fragmense. A taldlmany egy eldnyds megvalositasi modja szerint, az LFA-3-szekvencia
human LFA-3, és elényosen olyan szekvencia, amely az alany egyik vagy mindkét alléljaval
azonos. A talalmany mas elényos megvaldsitasi modjai szerint, a fuzids polipeptid modositott
LFA-3-szekvenciat tartalmaz, példaul olyat, amely human LFA-3-szekvenciatol legalabb 1, de
kevesebb, mint 3, 4, 5 vagy 6 aminosavat. (Human LFA-3 teljes aminosav-szekvencidja meg-
talalhat6 a 6,162,432, szami USA-beli szabadalmi leirasban, 1. vagy 3. azonositészamu szek-
venciaként, a szabadalmi leirast a kitanitas részének tekintjik). Egy kiilonosen elonyés LFA-
3/1gG fiizids fehérjét a 6,162,432, szamu USA-beli szabadalmi leirasban k6zolt, 7. azonosito-
szamu nukleotidszekvenciaval rendelkezd nukleinsav kodol, és 8. azonositoszami szekvencia-

ként bemutatott aminosav-szekvenciaval rendelkezik, a szabadalmi leirast a kitanitas részének
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tekintjiikk. Még egy elonyos LFA-3/1gG fuzids fehérje (melyet a leirasban “nagy splicing ter-
mék”-nek is jeloliink) az 1. abran bemutatott aminosav-szekvenciaval rendelkezik, és ugyane-
zen az abran bemutatott nukleotidszekvencia kodolja. A szignalpeptid megfelel az 1. abran az
1-28. aminosavaknak; az érett LFA-3-régi6 megfelel az 1. abran a 29-120. aminosavaknak; és
az IgG1-régio megfelel az 1. abran a 121-351. aminosavaknak.

A leirasban | szolubilis LFA-3-polipeptid” vagy ,,szolubilis CD2-polipeptid” olyan LFA-
3- vagy CD2-polipeptidet jelent, amely nem képes magat bioldgiai membranba horgonyozni.
Ilyen szolubilis peptidek lehetnek példaul olyan CD2- és LFA-3-polipeptidek, amelyekbdl hi-
dnyzik membrant ativel6 domén elégséges része, amely szikséges a polipeptid horgonyzasa-
hoz, vagy gy vannak modositva, hogy a membrant ativel6 domén nem funkcionalis. A leiras-
ban szolubilis LFA-3-polipeptidek k6zé tartozik teljes hosszisagh vagy roviditett (példaul bel-
sd deléciokkal), PI-kapcsolt LFA-3.

A leirasban az | ellenanyag-homolég” kifejezésen olyan fehérjét értunk, amely egy vagy
tobb polipeptidet tartalmaz az alabbiak koziil: immunoglobulin kénnyii lancok, immunogiobulin
nehéz lancok és ezek antigénkotd fragmensei, amelyek egy vagy tobb antigént képesek meg-
kotni. Egynél tbb polipeptidet tartalmazo, ellenanyag-homologot felépité polipeptid-kompo-
nensek adott esetben diszulfid-kétéssel vagy masféle kovalens keresztkotéssel lehetnek Ossze-
kapcsolva. Ennek megfelelGen, ellenanyag-homologok lehetnek intakt IgA, IgG, IgE, IgD,
IgM immunoglobulinok (valamint ezek altipusai), amelyekben az immunoglobulin kénnyt lan-
cai lehetnek kappa vagy lambda tipusuak. Ellenanyag-homolégok kézé tartoznak olyan intakt
immmunoglobulin-részek is, amelyek megdrizték antigénkotd specifitasukat, példaul Fab-frag-
mensek, Fab’-fragmensek, F(ab’),-fragmensek, F(v)-fragmensek, nehéz lanc monomerjei vagy
dimerjei, konnyti lanc monomerjei vagy dimerjei, egy nehéz lancbol és egy konnyli lancbal allo
dimerek, és hasonlok.

A leirasban ,humanizalt rekombinans ellenanyag-homoldg” kifejezésen olyan ellen-
anyag-homoldgot értiink, amely rekombinans DNS-technoldgia alkalmazasaval lett elballitva,
amelyben human immunoglobulin konnyii lancabol vagy nehéz lancaban lévé néhany vagy
Osszes aminosav, amely nem sziikséges az antigénkotéshez, szubsztitudlva van nem-human
emldsszervezetbdl szarmazd immunoglobulin kénnyli vagy nehéz lancaban 1évo, megfeleld
aminosavakkal.

A leirasban ,kiméra rekombinans ellenanyag-homoldg” kifejezésen olyan ellenanyag-
homoldgot értiink, amely rekombinans DNS-technologia alkalmazasaval lett el6allitva, amely-

ben immunoglobulin kénny{i lancanak, nehéz lancanak vagy mindkettdnek kapocsrégioja és
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konstans régioja, egészben vagy részben szubsztitualva van mas immunoglobulin kénnyii lan-
cabol vagy nehéz lancabol szarmazo, megfeleld régiokkal.

A leiras szerinti szekvenciakhoz hasonldé vagy homolég (példaul legalabb kortilbeliil
85%-ban homolog) szintén a talalmany targyat képezik. A taldlmany néhany bizonyos elényos
megval6sitasi modja szerint, a szekvencia-azonossag lehet koriilbeliil 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% vagy nagyobb mértékii. Ezzel alternativ modon, lényegi
azonossag all fent, ha a nukleinsav-szegmensek szelektiv hibridizacios korilmények kozott
(példaul nagymértékben sztringens korilmények kozott) hibridizalddni képesek a komplemen-
ter szalhoz. A nukleinsavak jelen lehetnek egész sejtekben, sejtlizatumokban, vagy részlegesen
tisztitott vagy lényegi modon tisztitott forméban.

A két szekvencia kozo6tti , homologia” vagy ,,szekvencia-azonossag” (a kifejezéseket a
leirasban felcserélhetd modon hasznaljuk) kiszamitasat az alabbiak szerint végezzik. A szek-
venciakat egymas ala rendezziik optimalis 6sszehasonlitas céljabol (példaul réseket lehet bevin-
ni az elsd és masodik aminosav-szekvencia vagy nukleinsavszekvencia kozil egyikbe vagy
mindkettdbe optimalis alarendezés céljabol, és nem-homoldg szekvenciakat figyelmen kiviil le-
het hagyni 6sszehasonlitasban). A taldlmany egy elonyos megvaldsitasi modja szerint, a refe-
rencia-szekvencia hossza alarendezési célokbdl a teljes referencia-szekvencia legalabb 30%-a,
elényosen legalabb 40%-a, elénydsebben legalabb 50%-a, sét, még elénydsebben legalabb
60%, és még elényssebben legalabb 70%-a, 80%-a, 90%-a, 100%-a. Azutan 6sszehasonlitjuk
az aminosavakat vagy nukleotidokat a megfelelé aminosav-helyzetekben vagy nukleotid-
helyzetekben. Ha az els6 aminosav-szekvencidban egy poziciot ugyanolyan aminosav vagy
nukleotid foglal el, mint a masodik szekvencia megfelelé helyzetében, akkor a molekulak azo-
nosak ebben a helyzetben (a leirasban az aminosav vagy nukleinsav ,,azonossag” kifejezést ek-
vivalensen hasznaljuk az aminosav vagy nukleinsav ,homologia” kifejezéssel). Két szekvencia
kozotti szazalékos azonossag a szekvencidkban azonos helyzetek szamanak fiiggvénye, figye-
lembe véve a rések szamat, és az egyes rések hosszat, amelyek bevitelére sziikség volt a két
szekvencia optimalis egymas ala rendezéséhez.

Szekvencidk osszehasonlitasara és két szekvencia kozotti szazalékos azonossag meg-
hatarozasara matematikai algoritmust is lehet alkalmazni. A talalmany egy elényos megvalosi-
tasi modja szerint, két aminosav-szekvencia kozotti szazalékos azonossagot Needleman és
Wunsch altal leirt [J. Mol. Biol. 48, 444-453 (1970)] algoritmussal hatarozzuk meg, amely a
GAP-programba  van  beépitve, a  GCG-szoftver-csomagban  (rendelkezésre  all

http://www.gcg.com), Blossom62-matrix vagy PAM250-matrix alkalmazasaval, és a ,.gap
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weight” (rés-stilyozé tényezd) 16, 14, 12, 10, 8, 6, 5 vagy 4, és a ,length weight” (hossz-
sulyozo tényezd) 1, 2, 3, 4, 5 vagy 6. A talailmany még egy mésik elényds megvalositasi mobdja
szerint, két nukleotidszekvencia kozotti szazalékos azonossagot a GCG-szoftver-csomagban
(rendelkezésre  all  http://www.gcg.com) 1évé  GAP-programmal hatarozzuk  meg, |
NWSgapdna. CMP-matrix alkalmazasaval, és a ,,gap weight” (rés-sulyoz6 tényezd) 40, 50, 60,
70 vagy 80, és a ,length weight” (hossz-silyozé tényezd) 1, 2, 3, 4, 5 vagy 6. Egy kiilonosen
elényos paraméter-készlet (és egy olyan készlet, amelyet akkor kell alkalmazni, ha a kisérletet
végzd személy bizonytalan abban, hogy milyen paramétereket kell alkalmazni annak meghata-
rozasa céljabol, hogy egy molekula megfelel-e a talilméany szerinti azonossagi vagy homoldgia-
feltételeknek) Blossumé62 , scoring” matrix, amelyben a ,,gap penalty” (,biintetépont”) 12, ,,gap
extend penalty” (biintetépont) 4 és , frameshift gap penalty” 5.

A leirasban a ,,homolog” kifejezés szinonim a ,hasonl6” kifejezéssel, és azt jelenti, hogy
a kérdéses szekvencia egy vagy tobb aminosav-szubsztitucioval killonbozik egy referencia
szekvenciatol (bar kevés aminosav-inszercio vagy delécio is jelen lehet). Jelenleg, egy referen-
cia szekvencishoz viszonyitott homologia vagy hasonldsag mértékének szamitasara elényosen
BLAST- illetve Pfam-algoritmusokat alkalmaznak, amelyeket a Washingtoni Egyetemrdl lehet

beszerezni http://blast.wustl.edu és http://pfam.wustl.edu cimeken az egyes esetekben, az algo-

ritmus alapértelmezésként megadott vagy ajanlott paramétereit alkalmazva a szamitott szek-
vencia-rokonsag szignifikanciajanak meghatarozasara. Két aminosav- vagy nukleotidszekven-
cia kozotti szazalékos azonossagot E. Meyers és W. Miller altal leirt [CABIOS 4, 11-17
(1989)] algoritmus alkalmazasaval hatirozzuk meg, amely az ALIGN-programba (2.0 verzid)
van beépitve, ,,PAM120 weight residue” tiblazat alkalmazasaval, ahol ,,gap length penalty”
(biintetdpont): 12 és ,,gap penalty” (biintetépont): 4.

A leirasban ,sztringens korilmények kozott hibridizalodni képes” kifejezésen hibridiza-
cids és mosasi koriilményeket értiink. A sztringes koriilmények szakember szamara ismertek,
és leirasuk megtalalhato a ,,Current Protocols in Molecular Biology” cimi konyvben, John
Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1.-6.3.6. fejezetekben. Ebben leirnak vizes és nem-vizes ko-
zegben végezhetd modszereket, és barmelyiket lehet alkalmazni. Sztringens hibridizacios ko-
rilmények példaul eldnydsen olyanok, amelyben hibridizacio 6X natrium-klorid/natrium-citrat-
ban (SSC), koriilbeliil 45°C-on torténik, azutin egy vagy tobb mosas torténik 0,1% SDS-t
tartalmazé 0,2X SSC-ben, 50°C-on. Egy masik példa szerint, sztringens hibridizacios korilmé-
nyek olyanok, amelyben hibridizacio 6X SSC-ben, kérilbelil 45°C-on torténik, azutan egy
vagy tobb mosas torténik 0,1% SDS-t tartalmazé 0,2X SSC-ben, 55°C-on. Egy tovabbi példa
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szerint, sztringens hibridizaciés koriilmények olyanok, amelyben hibridizacié 6X SSC-ben, ko-
rillbeliil 45°C-on torténik, azutan egy vagy tobb mosas torténik 0,1% SDS-t tartalmazé 0,2X
SSC-ben, 60°C-on. Sztringens hibridizacios kérilmények elényosen olyanok, amelyben a hib-
ridizacié 6X SSC-ben, koriilbeliil 45°C-on torténik, azutan egy vagy tobb mosas torténik 0,1%
SDS-t tartalmazé 0,2X SSC-ben, 65°C-on. Kiilénésen elényos, nagymértékben sztringens hib-
ridizacios koriilmények kozott (és olyan koériilmények kozott, amelyet akkor kell alkalmazni,
ha a kisérletet végz6 személy bizonytalan abban, hogy milyen koriilményeket kell alkalmazni
annak meghatarozasa céljabol, hogy egy molekula megfelel-e a talalmany szerinti hibridizaciés
feltételeknek) a hibridizacié 7% SDS-t tartalmazé 0,5 M natrium-foszfatban, 65°C-on torténik,
azutan egy vagy tobb mosas térténik 1% SDS-t tartalmazé 0,2X SSC-ben, 65°C-on.

Nyilvanvalé, hogy a talalmany szerinti polipeptidek tartalmazhatnak tovabbi konzerva-
tiv vagy nem-esszencialis aminosav-szubsztiticiokat, amelyek nincsenek lényegi hatassal a
polipeptid funkcibira. Azt, hogy egy adott szubsztitucié toleralhaté-e, azaz nem befolyasol-e
hatranyosan kivant biologiai tulajdonsagokat, példaul kotési aktivitast, Bowie, J. U. és mun-
katarsai altal leirtak szerint [Science 247, 1306-1310 (1990)] lehet meghatéarozni.

Egy ,.konzervativ aminosav-szubsztitici6” olyan, amelyben az aminosav hasonl6 oldal-

lanccal rendelkezé aminosavval van helyettesitve. Hasonlé oldallancokkal rendelkezé amino-
sav-csaladokat a szakirodalomban definialnak. Ezek a csaladok: bazikus oldallanccal rendelke-
z6 aminosavak (példaul lizin, arginin, hisztidin), savas oldallanccal rendelkezd aminosavak
(példaul aszparaginsav, glutaminsav), nem-toltétt, polaros oldallanccal rendelkezd aminosavak
(példaul glicin, aszparagin, glutamin, szerin, treonin, tirozin, cisztein), apolaros oldallanccal
rendelkezé aminosavak (példaul alanin, valin, leucin, izoleucin, prolin, fenilalanin, metionin,
triptofan), béta-elagazassal rendelkezd oldallanccal rendelkezd aminosavak (példaul treonin,
valin, izoleucin) és aromas oldallanccal rendelkezé aminosavak (példaul tirozin, fenilalanin,
triptofan, hisztidin).

_Nem-esszencialis” aminosavak olyan aminosavak, amelyeket egy hibrid-ellenanyag vad
tipust szekvenciajaban meg lehet valtoztatni anélkiil, hogy egy biologiai aktivitas eltiinne, vagy
elényosebben lényegi moédon megvaltozna, mig egy ,,esszencialis” aminosav ilyen valtozast
eredményez.

Bor rendellenességei

A talalmany szerinti eljarasok emlGsszervezetben, példaul féemlésben vagy emberben
eléforduld, fokozott mértékii T-sejt-aktivalodassal és abnormalis antigénbemutatassal jellem-

zett bor-rendellenességek  prevencidjara vagy kezelésére alkalmasak, CD2/LFA-3-
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kolcsonhatast gatld inhibitorok beadasaval. Ilyen rendellenességek lehetnek pszoriazis, UV-
karosodas, atopias dermatitisz, kutdn T-sejtes limfoma, példaul mycosis fungoides, allergis és
irritald kontakt dermatitisz, lichen planus, alopecia, példaul alopecia areata (foltos hajhullas),
pyoderma gangrenosis (liszkds bérgennyedés), vitiligo (foltos festékhiany), okularis cicatricalis
pemfigoid és urticaria (csalankiiités). Nyilvanvalé, hogy bor-rendellenességek, példaul
pyoderma gangrenosis €s urticaria kezelésére és profilaxisira szolgalé eljarasok a talalmany
altal igényelt oltalmi korbe tartoznak. Ez utobbi bor-rendellenességek ciklosprin-A-érzékeny
bérbetegségek, és ezért kialakulasukban T-sejt-aktivalodas szerepet jatszik. A talalmany sze-
rinti eljarasokat elénydsen pszoridzis, atopias dermatitisz, allergias dermatitisz vagy alopecia
areata, és elényosebben pszoriazis profilaxisara és kezelésére alkalmazzuk.

A talalmany szerinti eljarasokat barmilyen alanyban, példaul emlésszervezeten, elonyo-
sen emberen végezhetjiikk. A leirasban az ,alany” kifejezésen értunk human szervezeteket és
nem-human allatokat. Human szervezetek lehetnek elénydsen human paciensek, akiket foko-
zott T-sejt-aktivalodassal és abnormalis antigénbemutatassal jellemzett bér-rendellenesség sujt
a dermiszben és az epidermiszben. A taldlmany szerinti ,,nem-human allatok” kifejezésen ér-
tiink minden gerincest, példaul eml6sszervezetet, példaul nem-human féemldsoket (kulonosen
magasabb rendii féemlésoket), juhot, kutyat, ragesalot (példaul egerek vagy patkanyt), tenge-
rimalacot, kecskét, sertést, macskat, nyulakat, marhat, valamint nem-eml8sszervezeteket, pél-
daul csirkéket, kétéltiieket, hiilloket stb.

CD2/LFA-3-kélcsinhatds inhibitorai

A CD2/LFA-3-kolcsénhatas barmilyen inhibitora alkalmazhato a talalmany szerinti elja-
rasokban. Ilyen inhibitorok lehetnek anti-LFA-3 ellenanyag-homologok, anti-CD2 ellenanyag-
homolégok, szolubilis LFA-3-polipeptidek, szolubilis CD2-polipeptidek, kisméretii molekulak
(példaul 2500 Da kisebb molekulatomeggel rendelkezé kémiai agensek, eldnydsen 1500 Da-nal
kisebb molekulatomeggel rendelkezé vegyiiletek, példaul egy kisméretii szerves molekula, pél-
daul kombinatorikus konyvtar terméke), LFA-3-at és CD2-t mimetizal6 agensek €s szarmazé-
kaik. Elényosen alkalmazott inhibitorok szolubilis LFA-3-polipeptidek és anti-LFA-3 ellen-
anyag-homologok.

Ugy lehet konnyen meghatérozni konkrét szolubilis CD2-polipeptidek, szolubilis LFA-
3-polipeptidek, anti-LFA-3-ellenanyag-homologok, anti-CD2-ellenanyag-homologok vagy
CD2-t és LFA-3-at mimetizal6é agensek alkalmazhatOsagat a talalmany szerinti eljarasokban,
hogy vizsgaljuk, milyen mértékben képesek gatolni az LFA-3/CD2-kolcsonhatast. Ezt a képes-

séget példaul egyszerii sejtkotd vizsgalati eljaras alkalmazasaval vizsgalhatjuk, amely lehet6veé
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teszi annak vizualis elemzését (nagyitva), hogy a feltételezett inhibitor milyen mértékben képes
gatolni LFA-3-at és CD2-t hordozé sejtek kozotti kolcsonhatast. Jurkat-sejtek elénydsen al-
kalmazhatok CD2" szubsztratként, és juhbol szarmazo vorosvértestek vagy human JY-sejtek
elényosen alkalmazhatok LFA-3" szubsztratként. A taladlmany szerinti megoldasban alkalmaz-
haté szolubilis polipeptidek, ellenanyag-homoldgok és mimetizalé agensek kotési jellemzoit
ismert modon lehet vizsgalni Ggy, hogy példaul az ellenanyag-homolégot, polipeptidet vagy
agenst radioaktivan jeloljiik (példaul **S-el vagy '*I-al), és azutan a jellt polipeptidet,
mimetizalo agenst vagy ellenanyag-homologot CD2" vagy LFA-3" sejtekkel megfelelé modon
érintkeztetjilkk. A kotési tulajdonsagokat enzimmel megfelelGen jelolt, szekunder ellenanyag al-
kalmazasaval is lehet vizsgalni. Rozettaképzddéssel jaro, kompetitiv vizsgalati eljarasokat is le-
het alkalmazni Seed és munkatarsai altal leirtak szerint [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 3365-
69 (1987)].

Anti-LFA-3 és anti-CD2 ellenanyag-homolégok
Sokféle tipusu, anti-LFA-3 vagy anti-CD2 ellenanyag-homologot lehet alkalmazni a

talalmany szerinti eljarasokban. Ilyenek lehetnek monoklonalis ellenanyagok, rekombinans el-
lenanyagok, kiméra rekombinans ellenanyagok, humanizalt rekombinans ellenanyagok, vala-
mint a fentiek antigénkoto részei.

Az anti-LFA-3-ellenanyag-homologok koziil, elényosen monoklonalis anti-LFA-3-
ellenanyagokat alkalmazunk. El6nyosebben hibridomaval termeltetett, monoklonalis anti-LFA-
3-ellenanyagokat alkalmazunk, az alabbi nyilvantartasi szammal rendelkezd hibridomak koziil:
ATCC HB 10693 (1E6), ATCC HB 10694 (HC-1B11), ATCC HB 10695 (7A6) és ATCC HB
10696 (8B8), vagy TS2/9-ként ismert monoklondlis ellenanyag [Sanchez-Madrid és mtsai.,
Proc. Natl. Acad. Sci USA 79, 7489-93 (1982)] alkalmazasaval. Legelényosebben olyan
monoklonalis anti-LFA-3-ellenanyagokat alkalmazunk, amelyet az alabbi nyilvantartasi szam-
mal rendelkezd hibriddmakkal termeltettink: ATCC HB 10695 (7A6) és ATCC HB 10693
(1E6).

Anti-CD2-ellenanyag-homologok kozul elényosen monoklonalis anti-CD2-ellenanya-
gokat, példaul olyan anti-CD2 monoklonalis ellenanyagokat alkalmazunk, amelyek T11;-
epitopra specifikus ellenanyagok, példaul TS2/18 [Sanchez-Madrid és mtsai., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 79, 7489-93 (1982)].

Monoklonalis ellenanyagok eldallitasara szolgald technoldgia jol ismert. Roéviden
osszefoglalva, egy immortalis sejtvonalat (tipikusan mieoldma-sejteket) fuzionalunk egy adott

antigént tartalmazé preparatummal immunizalt emlésszervezetbdl szarmazo limfocitakkal (tipi-
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kusan splenocitakkal), és az eredménytil kapott hibridoma-sejtek tenyészetének feliiliszojat
szkrineljiikk az antigénre specifikus ellenanyagokra. Altalanos ismertetést lasd Kohler és mun-
katérsai, Nature 256, 495-97 (1975). A taldlmany szerinti megoldas céljaira hasznosan alkal-
mazhat6 immunogének lehetnek CD2-t vagy LFA-3-at hordoz6 sejtek, valamint LFA-3-at,
CD2-t tartalmazo, sejtmentes preparatumok, vagy megfelelé receptoraikat kotd fragmenseik
(példaul olyan CD2-fragmensek, amelyek LFA-3-hoz képesek kotodni, vagy LFA-3-fragmen-
sek, amelyek CD2-hoz képesek kotddni).

Az immunizalast standard eljarasok szerint végezziik. A dozisegységek és az immuni-
zalasi rend az immunizalandé emlés fajtol, immunologiai allapotatdl, az emldsszervezet téme-
gétodl stb. fugg. Egy tipikus eljarasban, az immunizalt emlésallatoktol vért vesziink, és az egyes
vérmintakbol szarmazo szérumot vizsgaljuk az adott ellenanyagok jelenlétére, megfeleld
szkrinelési vizsgalati eljarasok alkalmazasaval. Példaul alkalmas anti-LFA-3 vagy anti-CD2-
ellenanyagokat igy lehet azonositani, hogy az immunszérumot arra teszteljiikk, hogy képes-e
blokkolni Jurkat-sejtek rozettaképzését juhbol szarmazéd vorosvértestekkel, amelynek oka a
megfeleld sejtek felszinén 1évé LFA-3 és CD2 jelenléte. Hibridoma-sejtek elballitasara alkal-
mazott limfocitakat olyan immunizalt emldsokbél izolalunk, amelyek szérumait pozitivként
teszteltiikk a kivant ellenanyagok jelenlétére, ilyen szkrinelési vizsgalati eljarasok alkalmazasa-
val.

Az immortalis sejtvonal (példaul mieléma-sejtvonal) tipikusan ugyanabbdl az emlds faj-
bdl szarmazik, mint a limfocitak. Elényos immortalis sejtvonalak lehetnek egérbdl szarmazo
mieloma-sejtvonalak, amelyek érzékenyek hipoxantint, aminopterint és timidint tartalmazé tap-
kozegben (,HAT-tapkozeg”) valod tenyésztésre.

Tipikusan, HAT-érzékeny, egérbdl szarmazd mieldoma-sejteket fuzionalunk egérbol
szarmazo splenocitakkal, polietilén-glikol (,,PEG”) 3350 alkalmazasaval. A fuzi6 eredménye-
ként létrejové hibridoma-sejteket azutan HAT-tapkozegben szelektaljuk, amely elpusztitja a
nem-fuzionalt és a nem termeld, fuzionalt mieloma-sejteket (nem fuzionalt splenocitak néhany
nap mulva elpusztulnak, mivel nem transzformalddtak). Kivant ellenanyagot termeld hibrido-
makat a hibridoma-tenyészet feliiliszoinak szkrinelésével detektalunk, példaul arra vonatkozo-

o7 ey

monoklonalis jelleg igazolasa céljabol, a hibridoma-tenyészeteket tipikusan szubklénozzuk li-
mitalo higitas alkalmazasaval.
Anti-LFA-3 vagy anti-CD2 monoklonalis ellenanyagok termelése céljabol, ilyen szkri-

nelési vizsgalati eljarasokban pozitivnak tesztelt hibridoma-sejteket tapkozegben tenyésztiink
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olyan koriilmények kozott, és elegendd ideig ahhoz, ami lehetdvé teszi, hogy a hibridoma sej-
tek a monoklonalis ellenanyagokat a tenyésztési tapkozegbe szekretaljak. Hibridoma-sejtekre
alkalmazhat6 ézévettenyésztési technikak és tenyésztési tapkozegek jol ismertek. A kondicio-
nalt hibridéma-tenyészet feliiluszojat elkiilonithetjiik, és a kivant ellenanyagokat adott esetben
tovabb tisztithatjuk jol ismert modszerek alkalmazasaval.

Mas moédszer szerint, a kivant ellenanyagot gy termeltetjiik, hogy a hibridoma-sejteket
pristannal szenzibilizalt egér hasiiregébe injektaljuk. A hibridoma-sejtek proliferalnak a has-
iiregben, ellenanyagokat szekretalnak, amelyek felhalmozodnak az aszcitesz-folyadékban. Az
ellenanyagokhoz Gigy juthatunk, hogy fecskendével kivessziik az aszcitesz-folyadékot a has-
iregbdl.

A talalmany szerint alkalmazhat, anti-CD2- és anti-LFA-3-ellenanyag-homologok le-
hetnek rekombinans ellenanyagok is, amelyeket a kivant ellenanyagbdl szarmaz6 immunoglo-
bulin konnyii és nehéz lancait kodolo DNS-el transzformalt gazdasejtek termelnek. Rekom-
binans ellenanyagokat jol ismert géntechnologiai technikék alkalmazéasaval allithatunk el6. Lasd
példaul a 4,816,397. szamu USA-beli szabadalmi leirast, amelyet a kitanitas részének tekin-
tiink.

Rekombinans ellenanyagokat eldallithatunk példaul a kivant ellenanyagnak megfeleld,
immunoglobulin konnyii és nehéz lancait kodolé cDNS vagy genomi DNS klonozasaval olyan
hibridoma-sejtbdl, amely talalmany szerint alkalmazhato ellenanyag-homolégot termel. A
polipeptideket kodolo cDNS-t vagy genomi DNS-t azutan expresszios vektorokba inszertaljuk
tigy, hogy mindkét gén milkodéképesen van kapcsolva sajat transzkripcios és transzlacios ex-
presszids szabalyzo6 szekvencidjahoz. Az expresszios vektort és az expressziOs szabalyzo6 szek-
venciakat ugy valasztjuk ki, hogy kompatibilisek az expressziora alkalmazott gazdasejttel. Ti-
pikusan mindkét gént ugyanabba az expresszios vektorba inszertaljuk.

Prokari6ta vagy eukariota gazdasejteket lehet alkalmazni. Az expresszio eukariota gaz-
dasejtekben elényos, mert ilyen sejtekben nagyobb valosziniiséggel szervezodik és szekretalo-
dik megfeleld konformaciot felvett, immunologiailag aktiv ellenanyag, mint prokaridta sejtek-
ben. Azonban, ha a nem megfelelé konformacio (,,folding”) miatt barmilyen ellenanyag inaktiv,
jol ismert modszerek alkalmazasaval renaturalhatoé [Kim és Baldwin, Ann. Rev. Biochem. 51,
459-89 (1982)]. Az is lehetséges, hogy a gazdasejtek intakt ellenanyagok részeit termelik, pél-

daul konnyii lanc dimerjeit vagy nehéz lanc dimerjeit, amelyek szintén alkalmasak talalmany

szerinti ellenanyag-homologkeént.
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Nyilvanvalé, hogy a fentebb leirt eljaras variacioi is alkalmasak a talalmany szerinti
megoldasban. Példaul kivanatos lehet gazdasejt transzformalasa ellenanyag-homolog konnyl
lancat vagy nehéz lancat (de mindkett6t nem) kodolo DNS-el. Szintén rekombinans DNS-
technologiat alkalmazhatunk az egyik vagy mindkét konnyl és nehéz lancot kodolo, néhany
vagy az 6sszes olyan DNS eltavolitasara, amely nem sziikséges a megfeleld, CD2- vagy LFA-
3-receptor kotéséhez. Ilyen roviditett DNS-molekulakbol expresszalt molekulak hasznosan al-
kalmazhatok a talalmany szerinti eljarasokban. Tovabba, el6 lehet allitani olyan bifunkcios el-
lenanyagokat, amelyekben az egyik nehéz lanc és az egyik koénnyii lanc anti-CD2- vagy anti-
LFA-3-ellenanyag-homoldg, és a masik nehéz lanc és a masik konnyii lanc CD2-t81 vagy LFA-
3-tl kiilénbozd antigénre, vagy CD2 vagy LFA-3 mas epitopjara specifikus.

Kiméra rekombinéns anti-LFA-3 vagy anti-CD2 ellenanyag-homolégokat tigy lehet el6-
allitani, hogy gazdasejtet transzformalunk olyan alkalmas expresszids vektorral, amely a kivant
immunoglobulin kénny(i és nehéz lancait kédolé6 DNS-t tartalmazza, amelyben immunoglobulin
részben szubsztitualva van mas fajbol szarmazé immunoglobulin kénnyii vagy nehéz lancat ko-
dolo DNS megfelel6 régidjaval. Ha az eredeti rekombinans ellenanyag nem humén eredetd, és
az inhibitort embernek szandékozzuk beadni, a megfelelé human szekvenciak szubsztitualasa
elényos. Kiméra rekombinans ellenanyag példaul egérbdl szarmazoé variabilis régiokkal és hu-
man kapocsrégioval és konstans régioval rendelkezik [lasd példaul a 4,816,397. szami USA-
beli szabadalmi leirast; Morrison és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851-55 (1984),
Robinson és mtsai., PCT/US86/02269. szaml nemzetkozi kozzétételi iratot; Akira és mtsai.,
EP 184,187. szamu eurdpai kozzétételi iratot; Taniguchi, M., EP 171,496. szamu eurdpai koz-
zétételi iratot, Neuberger és mtsai.,, WO 86/01533. szamii nemzetkozi kozzétételi iratot; Better
és mtsai., Science 240, 1041-1043 (1988); Liu és mtsai., PNAS 84, 3439-3443 (1987); Liu és
mtsai., J. Immunology 139, 3521-3526 (1987); Sun és mtsai., PNAS 84, 214-218 (1987),
Nishimura és mtsai., Canc. Res. 47, 999-1005 (1987); Wood és mtsai.; Nature 314, 446-449
(1985); és Shaw és mtsai., J. Natl. Cancer Inst. 80, 1553-1559 (1988)].

Humanizalt rekombinans anti-LFA-3- vagy anti-CD2-ellenanyagokat ugy lehet eldalli-
tani, hogy az antigénkotésben kozvetleniil szerepet nem jatszo, variabilis Fv-régié szekvenciait
helyettesitjiik human, variabilis Fv-régiokbol szarmazo, ekvivalens szekvencidkkal. Humanizalt
ellenanyagok elballitasara szolgald modszereket leirtak [Morrison, S. L.., Science 229, 1202-
1207 (1985); Oi és mtsai., BioTechniques 4, 214 (1986); és Queen és mtsai., 5,585,089,
5,696,761, és 5,693,762. szamu USA-beli szabadalmi leirasban, melyeket a kitanitas részének
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tekintiink]. Ezekben a médszerekben olyan nukleinsavszekvencidkat izolalunk, manipulalunk és
expresszalunk, amelyek egészben vagy részben, immunoglobulin legalabb egyik nehéz vagy
kénnyl lancanak variabilis Fv-régioit kodoljak. Ilyen nukleinsavak forrasai szakember szamara
jol ismertek, példaul eléallithatunk ilyeneket anti-LFA-3- vagy anti-CD2-ellenanyagot termeld
hibriddomakbol. A humanizalt ellenanyagot kodol6 nukleinsavakat vagy fragmenseit azutan al-
kalmas expresszios vektorba lehet kionozni.

Humanizalt vagy CDR-atiiltetett ellenanyag-molekulakat vagy immunoglobulinokat
CDR-atiiltetéssel vagy CDR-szubsztitucioval lehet eldallitani, amelyben egy immunoglobulin
egy, két vagy az 6sszes CDR-~jét helyettesiteni lehet [lasd példaul 5,225,539. szami USA-beli
szabadalmi leiras; Jones és mtsai., Nature 321, 552-525 (1986); Verhoeyan és mtsai., Science
239, 1534 (1988); Beidler és mtsai., J. Immunol. 141, 4053-4060 (1988); Winter, 5,225,539.
szamu USA-beli szabadalmi leiras, amelyek mindegyikének tartalmat kifejezetten a kitanitas ré-
szének tekintjiik]. Winter leirt egy CDR-atiiltetést alkalmazé moédszert, amelyet a talalmany
szerinti, humanizalt ellenanyagok el6allitasara lehet alkalmazni [GB 2188638A. szamt UK-beli
szabadalmi bejelentés, benyijtva 1987. marcius 26.; Winter, 5,225,539. szamu USA-beli sza-
badalmi leiras, amelyek mindegyikének tartalmat kifejezetten a kitanitas részének tekintjik].
Egy konkrét human ellenanyag valamennyi CDR-jét helyettesiteni lehet nem-human CDR le-
galabb egy részletével, vagy csak néhany CDR-t helyettesiteni lehet nem-huméan CDR-ekkel.
Csak annyi CDR-t kell helyettesiteni, amennyi egy elére meghatarozott antigén, példaul LFA-3
vagy CD2 kotéséhez sziikséges.

A talalmany altal igényelt oltalmi kérbe tartoznak humanizalt ellenanyagok is, beleértve
immunoglobulinok, amelyekben konkrét aminosavak szubsztitualva, deletdlva vagy hozzaadva
vannak. Kiilonosen elényds humanizalt ellenanyagok a vazrégioban rendelkeznek aminosav-

szubsztitaciokkal, példaul az antigénkotés javitasa céljabol. Példaul humanizalt ellenanyag-lanc

aminosavakkal. A szubsztitucid elényos helyei lehetnek a CDR-el szomszédos aminosavak,
vagy azok, amelyek képesek CDR-el kolcsonhatast 1étesiteni (lasd példaul 5,585,089. szamu
USA-beli szabadalmi leirast). Donor-aminosavak kivalasztasara kritériumokat leirtak az
5,585,089. szami USA-beli szabadalmi leirasban, példaul az 5,585,089. szami USA-beli sza-
badalmi leiras 12-16. oszlopaban, amelyek tartalmat a kitanitas részének tekintjilk. Immunoglo-
bulin-lancok, beleértve ellenanyagok humanizalasara Padlan és munkatarsai leirtak mas techni-

kakat is (EP 519596 Al. szamu europai kozzétételi irat, kozzétéve 1992. december 23.).
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Human LFA-3 vagy CD2 ellen termeltetett, human monoklonalis ellenanyagokat (mAb-

ket) az egérben miitkoddé rendszer helyett inkabb a teljes human immunrendszert hordozo,
transzgenikus egerek alkalmazasaval lehet termeltetni. A kérdéses antigénnel immunizalt, ilyen
transzgenikus egerekbél szarmazé splenocitakat alkalmazzuk olyan hibridomak el6allitasara,
amelyek human fehérjébdl szarmazo epitopokra specifikus affinitdst mutatd, human mAb-ket
szekretalnak [lasd példaul Wood és mtsai., WO 91/00906. szami nemzetkozi kozzétételi irat;
Kucherlapati és mtsai., PCT/WO 91/10741. szamu nemzetkozi kozzétételi irat; Lonberg és
mtsai., WO 92/03918. szamu nemzetkozi kozzétételi irat; Kay és mtsai.,, WO 92/03917. szamu
nemzetkozi kozzétételi irat; Lonberg, N. és mtsai., Nature 368, 856-859 (1994); Green, L. L.
és mtsai., Nature Genet. 7, 13-21 (1994); Morrison, S. L. és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81, 6851-6855 (1994); Bruggeman és mtsai., Year Immunol. 7, 33-40 (1993); Tuaillon
és mtsai., PNAS 90, 3720-3724 (1993); Bruggeman és mtsai., Eur. J. Imnmunol. 21, 1323-1326

(1991)].
Monoklonalis ellenanyagokat el lehet allitani rekombinans DNS-technoldgia tertiletén

jartas szakember szamara ismert, mas modszerekkel is. Adott antigén-specifitassal rendelkez6
ellenanyag-fragmensek azonositasara és izolalasara kifejlesztettek egy alternativ modszert,
melyet “kombinatorikus ellenanyag-display” modszernek neveznek, és amelyet monoklonalis
ellenanyagok el6allitasara lehet alkalmazni [kombinatorikus ellenanyag-“display” leirasa celja-
bol lasd példaul: Sastry és mtsai., PNAS 86, 5728 (1989); Huse és mtsai., Science 246, 1275
(1989); és Orlandi és mtsai., PNAS 86, 3833 (1989)]. Egy allatot immunizalunk a fentebb le-
irtak szerint, azutan az eredményiil kapott B-sejtkészlet ellenanyag-repertoarjat klonozzuk.
Altalanosan ismertek olyan eljarasok, amelyek immunoglobulin-molekulak kiilonféle populaci-
6inak variabilis régioit kodolo DNS-szekvenciak eldallitasara szolgalnak, lancindité oligomer-
keverék és PCR alkalmazasaval. Példaul az 5°-végi vezetGszekvencianak (szignalpeptidnek)
és/vagy 1. vazrégio (FR1) szekvencidjanak megfeleld, kevert lancindité oligonukleotidokat,
valamint konzervativ, 3’-végi konstans régionak megfeleld, lancindit6 oligonukleotidokat lehet
alkalmazni szamos, ragcsalobol szarmazo, nehéz és konnyti lancban 1évo, variabilis régio PCR-
amplifikalasara [Larrick és mtsai., Biotechniques 11, 152-156 (1991)]. Hasonlo stratégiat lehet
alkalmazni human ellenanyagokbol szarmazo, human nehéz és kénnyii lancban 1évé, variabilis
régiok amplifikalasara [Larrick és mtsai., Methods: Companion to Methods in Enzymology 2,
106-110 (1991)].

A talalmany egy szemléltetés céljat szolgald, eldnyds megvalositasi modja szerint,

RNS-t izolalunk B-limfocitakbol, példaul periférids vérsejtekbdl, csontvel6bdl vagy 1ép-
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preparatumokbol standard eljarasok szerint [4,683,202. szamu USA-beli szabadalmi leiras;
Orlandi és mtsai., PNAS 86, 3833-3837 (1989) Sastry és mtsai., PNAS 86, 5728 (1989); és
Huse és mtsai., Science 246, 1275 (1989)]. Az elsé szal cDNS-t a nehéz lanc(ok) konstans ré-
giojara és az egyes k- és A-lancokra specifikus lancindit6 oligonukleotidok, valamint a szignal-
szekvenciara specifikus lancindité oligonukleotidok alkalmazasaval szintetizaljuk. Variabilis
régiora specifikus PCR lancindit6 oligonukleotidok alkalmazasaval, mind a nehéz lanc, mind a
konnyll lanc variabilis régioit amplifikaljuk, kilon-kilon vagy kombinacidban, és megfeleld
vektorokba ligaljuk tovabbi manipulacio céljara, ,.display”’-csomagok elSallitasa céljabol.
Amplifikacids eljarasban alkalmazhaté lancindité oligonukleotidok lehetnek egyediek vagy de-
generaltak, vagy tartalmazhatnak inozint degeneralt poziciokban. Restrikcids endonukleaz
hasitohely-szekvenciakat is beépithetiink a lancindité oligonukleotidokba, amely lehetévé teszi
az amplifikalt fragmens klonozasat egy vektorba, expresszi6 céljabol elére meghatarozott leol-
vasasi fazisban.

Az immunizalasbol szarmazd ellenanyag-repertoarbdl klénozott V-génkonyvtarat
expresszalni lehet “display”-csomag-populacidval, amelyek elényosen filamentumos fagbdl
szarmaznak, ellenanyag “display”’-konyvtar kialakitasa céljabol. Idealis esetben, a “display”-
csomag olyan rendszert tartalmaz, amely lehetévé tesz mintavételt nagyon nagy, varialt ellen-
anyag “display”-konyvtarakbol, gyors osztalyozast az egyes affinitisra alapul6 elvalasztasi
ciklusok utan, és tisztitott “display”’-csomagokbol ellenanyag-gének konnyii izolalasat. Fag-
“display” konyvtarak eldallitasara szolgalo, kereskedelmi forgalomban lévé reagenskészleteken
(példaul Pharmacia cégtél ,,Recombinant Phage Antibody System”, katalogus-szam: 27-9400-
01; és a Stratagene cégtol ,SurfZAP™ Phage Display Kit”, katalogus-szam: 240612) kiviil, va-
ridlt ellenanyagokat tartalmazo ,,display”-konyvtar el6allitasara alkalmazhato eljarasokat és re-
agenseket példaul az alabbi kézleményekben talalhatunk: Ladner és mtsai., 5,223,409. szamu
USA-beli szabadalmi leiras; Kang és mtsai., WO 92/18619. szamu nemzetkozi kozzétételi irat;
Dower és mtsai., WO 91/17271. szamil nemzetkozi kozzétételi irat; Winter és mtsai., WO
92/20791. szamu nemzetkozi kozzétételi irat; Markland és mtsai.,, WO 92/15679. szamu nem-
zetkozi kozzétételi irat; Breitling és mtsai., WO 93/01288. szami nemzetkozi kozzétételi irat;
McCafferty és mtsai., WO 92/01047. szami nemzetkozi kozzétételi irat, Garrard és mtsai.,
WO 92/09690. szam nemzetkozi kozzétételi irat; Ladner és mtsai., WO 90/02809. szamu
nemzetkozi kozzétételi irat; Fuchs és mtsai., Bio/Technology 9, 1370-1372 (1991), Hay és
mtsai., Hum. Antibod. Hybridomas 3, 81-85 (1992); Huse és mtsai., Science 246, 1275-1281
(1989); Griffiths és mtsai.,, EMBO J. 12, 725-734 (1993); Hawkins és mtsai., J. Mol. Biol. 226,



10

15

20

25

30

-28-
889-896 (1992); Clackson és mtsai., Nature 352, 624-628 (1991); Gram és mtsai., PNAS 89,
3576-3580 (1992); Garrad és mtsai., Bio/Technology 9, 1373-1377 (1991); Hoogenboom é€s
mtsai., Nuc. Acids Res. 19, 4133-4137 (1991); és Barbas és mtsai,, PNAS 88, 7978-7982
(1991).

A talalmany bizonyos elényds megvalositasi modjai szerint, a nehéz és konnyi lancok
V-régiojat felépitdé doméneket ugyanazon a polipeptiden lehet expressszalni, egy flexibilis
linkerrel 6sszekapcsolva, egylanca Fv-fragmenst kialakitva, és ezt kovetden az scFv-gént a ki-
vant expresszios vektorba vagy fag-genomba lehet klénozni. McCafferty és munkatarsai altal
altalanossagban leirtak szerint [Nature 348, 552-554 (1990)], az ellenanyag teljes Vy- €s V-
doménjeit flexibilis (Gly,-Ser)s-linkerrel Osszekapcsolva lehet alkalamazni egylanci fehérje
elballitasara, amely a ,display”’-csomagot antigén-affinitas alapjan teszi elvalaszthatova. Az
izolalt, antigénnel immunreaktiv scFv-ellenanyagokat azutin gyogyaszati készitményekbe lehet
formazni, az eljarasban toérténé alkalmazasra.

Ha egy ,display”-csomag (példaul filamentumos fag) felszinén bemutatasra keriilt, az
ellenanyag-konyvtarat az antigénnel vagy peptidfragmensével szkrinelni lehet olyan csomagok
azonositasa és izolalasa céljabol, amelyek az antigénre specifikus ellenanyagot expresszlnak.
A kiszelektalt ellenanyagot kodold nukleinsavat ki lehet nyerni a ,display”-csomagbdl (példaul
a fag-genombol), és szubklonozni lehet mas expresszids vektorokba, standard rekombinans
DNS-technikak alkalmazasaval. -

Felszini fehérjére nagy affinitassal rendelkezd, speciﬁkﬁs ellenanyagokat szakember al-
tal ismert eljarasokkal lehet eldallitani, példaul olyanokkal, amelyekben konyvtarakat szkrinel-
nek [Ladner, R. C. és mtsai., 5,233,409. szamii USA-beli szabadalmi leirs; Ladner, R. C. és
mtsai., 5,403,484, szami USA-beli szabadalmi leiras]. Tovabba, az ilyen konyvtarakat alkal-
mazé eljarasokkal olyan kotd-determinansokra lehet szkrinelni, amelyek ellenanyagok struktu-
ralis determinansait mimetizaljak.

Kiilsnosen egy adott ellenanyag-molekula Fv-kotofelszine képes kolcsonhatasba lépni
cél-ligandumaval, a fehérje-fehérje kolcsonhatasok elvei szerint, ezért Vy- és Vi-domének (az
utobbi lehet k- vagy A-tipust) szekvencia-adatai jelentik az alapjat a fehérje-tervezési techni-
kaknak, melyek szakember altal ismertek. A kot3-determinansokat tartalmazo fehérje-felszin
részleteihez az ellenanyag szekvencia-informaciobol juthatunk modellezési eljaras alkalmazasa-
val, mas ellenanyagokra NMR-vizsgalatokkal vagy krisztallografias adatokbol mar meghataro-
zott haromdimenziés strukturak alkalmazasaval [lasd példaul Bajorath, J. és S. Sheriff,

Proteins: Struct. Funct. and Genet. 24, 152-157 (1996), Webster, D. M. és A. R. Ress,
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“Molecular modeling of antibody-combining sites”, szerk. S. Paul, “Methods in Molecular
Biol” 51. kotet, “Antibody Engineering Protocols”, Humana Press, Totowa, NJ, 17-49. old.; és
Johnson, G, Wu, T. T. és E. A. Kabat, ,,Seqhunt: A program to screen aligned nucleotide and
amino acid seqences”, ,Methods in Molecular Biol.” cimii konyvben, 51. kotet, 1-15. old.
(1999)].

Antigénkotd régiohoz juthatunk ugy is, hogy kiilénbozd tipusu kombinatorikus konyv-
tarakat szkrineliink egy kivant kotési aktivitassal, és azonositjuk az aktiv fehérjefajtakat, leirt
eljarasok alkalmazasaval.

A taldlmany egy elényos megvaldsitasi modja szerint, varialt peptidkonyvtarat ex-
presszalni lehet “display”’-csomagokat tartalmazo populacioval, peptid “display”-konyvtar ki-
alakitasa céljabol. Idealis esetben, a “display”-csomag olyan rendszert tartalmaz, amely lehet6-
vé tesz mintavételt nagyon nagy, varialt peptid “display”-konyvtarakbol, gyors osztilyozast az
egyes affinitasra alapulé elvalasztasi ciklusok utan, és tisztitott “display”-csomagokbol peptidet
kodold gének konnyli izolalasat. Peptid-“display” konyvtarak lehetnek példaul prokariota or-
ganizmusokban és virusokban, amelyeket gyorsan lehet amplifikalni, viszonylag kénnyli mani-
pulélni, és amelyek lehetové tesznek nagyszamu klon eldallitasat. Elonyosen alkalmazott
display”-csomagok lehetnek példaul vegetativ baktériumsejtek, baktériumsporak, és legeld-
nydsebben bakterialis virusok (kulonosen DNS-virusok). Szintén a talalmany targyat képezi
eukariota sejtek, beleértve élesztdsejtek és sporaik alkalmazasa potencialis ,,display”’-csomag-
ként. Fag-, display” konyvtarakat fentebb leirtunk.

Mas technika lehet affinitaskromatografia alkalmas ,receptorral”, kotdagensek izolala-
sara, azutan az izolalt kotdagenseket vagy ligandumokat szokasosan alkalmazott technikakkal
lehet azonositani (példaul tomegspektrometriaval és NMR-el). A szolubilis receptor elénydsen
egy jeloléshez van konjugalva (példaul fluorofdrokhoz, kolorimetrias enzimekhez, radioaktiv
izotopokhoz vagy lumineszcens vegyiiletekhez), amelyeket detektélni lehet a ligandumkotés
kimutatésa céljabol. Mas modszer szerint, az immobilizalt komponenseket szelektiven felsza-
baditjuk, és hagyjuk, hogy membranon keresztiil diffundaljanak, hogy egy receptorral kolcson-
hatasba 1épjenek.

Kombinatorikus vegyiilet-konyvtarakat ,,toldalékokkal” is lehet szintetizalni, hogy a
konyvtar egyes tagjainak azonossagat kodoljuk [lasd példaul W. C. Still és mtsai., WO
04/08051. szamu nemzetkozi kozzétételi irat]. Ebben a modszerben altalaban olyan inert, de
kénnyen detektalhato toldalékokat alkalmazunk, amelyek a szilard hordozohoz vagy a vegyu-

letekhez vannak kapcsolva. Ha aktiv vegyiiletet detektalunk, a vegyiilet azonossagat az egyedi
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kisérd toldalék azonositasaval lehet meghatarozni. Ez a toldalékot alkalmazé moédszer lehetdve
teszi nagyméretli vegyiilet-konyvtarak szintézisét, amelyekben nagyon kis mennyiségben lehet
vegyiileteket azonositani a konyvtarban 1év0 osszes vegyiilet kozott.

A taldlmany szerinti megoldasban olyan anti-CD2- ¢s anti-LFA-3-ellenanyag-
homolodgokat is lehet alkalmazni, amelyek nem intakt ellenanyagok. Ilyen homologok szarmaz-
hatnak a fentebb leirt, barmelyik ellenanyag-homologbol. Példaul a fentebb leirt ellenanyagok-
bol szarmazé, antigénkotd fragmensek, valamint teljes hosszusagi monomer, dimer vagy tri-
mer polipeptidek maguk is alkalmazhatok. Ilyen tipusi alkalmas ellenanyag-homologok (i)
Fab-fragmens, amely VL-, VH-, CL- és CH1-doménekbdl allé monovalens fragmens; (ii)
F(ab’),-fragmens, amely két Fab-fragmenst tartalmazo bivalens fragmens, a kapocsrégional di-
szulfid-hiddal 6sszekapcsolva; (iii) Fd-fragmens, amely VH- és CH1-doménekbdl all; (iv) Fv-
fragmens, amely egykaru ellenanyag VL- és VH-doménjeibél all; (v) dAb-fragmens [Ward és
mtsai., Nature 341, 544-546 (1989)], amely VH-doménbdl all; és (vi) izolalt, komplementeri-
tast meghatarozo régio (CDR). Tovabba, bar az Fv-fragmens két doménjét, VL-t és VH-t két
kiilon két kodolja, rekombinas modszerekkel Ossze lehet azokat kapcsolni egy szintetikus
linker alkalmazasaval, amely lehetévé teszi, hogy ezekbdl egyetlen fehérjelanc alakuljon ki,
amelyben a VL- és VH-régio-parok monovalens molekulakat alakitsanak ki (egylancu Fv-ként,
azaz scFv-ként is ismert) [lasd példaul Bird és mtsai., Science 242, 423-426 (1988); és Huston
és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1988)]. Ilyen egylancu ellenanyagokra szintén érvényes
a leirasban hasznalt, egy ellenanyag ,antigénkotd fragmense” kifejezés. Ilyen ellenanyag-
fragmensekhez szakember éltal ismert, szokasosan alkalmazott technikakkal juthatunk, és a
fragmenseket ugyanigy szkrineljikk, mint az intakt ellenanyagokat. Anti-LFA-3-bol szarmazo
nehéz lancok elényosen alkalmazhatok anti-LFA-3 -ellenanyag-fragmensként.

Ellenanyag-fragmenseket eléallithatunk kémiai modszerekkel is, példaul egy intakt el-
lenanyag proteazos, példaul pepszines vagy papainos hasitasaval, és adott esetben a hasitott
terméket redukalo agenssel kezeljik. Mas modszer szerint, alkalmas fragmenseket ugy allitha-
tunk eld, hogy roviditett nehéz és/vagy konnyi lancot kodolé génekkel transzformalt gazda-
sejteket alkalmazunk. Nehéz és konnyt lanc monomereket ugy allithatunk el6, hogy intakt el-
lenanyagot redukalo agenssel, példaul ditiotreitollal kezeliink, azutan tisztitassal valasztjuk el a
lancokat. Nehéz és konnyli lanc monomereket szintén eléallithatunk olyan DNS-t tartalmazé
gazdasejt alkalmazasaval, amely a kivant nehéz lancot vagy konnyi lancot, de nem mindkettot
kodolja. Lasd példaul: Ward és munkatarsai, Nature 341, 544-46 (1989); Sastry és munkatar-
sai, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 5728-32 (1989).
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Szolubilis CD2- és LFA-3-polipeptidek

LFA-3 és CD2 kolcsonhatasat modulalni képes, szolubilis LFA-3-polipeptidek vagy
szolubilis CD2-polipeptidek alkalmazhatok a talalmany szerinti eljarasokban. Szolubilis LFA-3-
polipeptideket részesitiink elényben.

Szolubilis LFA-3-polipeptidek szarmazhatnak az LFA-3 transzmembréan formajabol,
kiilonosen az extracellularis doménbdl (példaul a 6,162,432, szamu USA-beli szabadalmi le-
irasban kozolt, 2. azonositdszami szekvencia 1-187. aminosavai, amely szabadalmi leirast a
kitanitas részének tekintiink). Ilyen polipeptideket leimak a 4,956,281. szamii USA-beli szaba-
dalmi leirasban és a 07/667,971. sorozatszami USA-beli szabadalmi bejelentésben (amelyek
altalunk benyujtott szabadalmi bejelentések), amelyeket a kitanitas részének tekintiink. Elonyos
szolubilis LFA-3-polipeptid a a 6,162,432. szamii USA-beli szabadalmi leirasban (melyet a ki-
tanitas részének tekintiink) kozolt, 2. azonositoszamu szekvencia 1-92. aminosavait, a 2. azo-
nositoszama szekvencia 1-80. aminosavait, a 2. azonositészamu szekvencia 50-65. aminosavai
és a 2. azonositészami szekvencia 20-80. aminosavait tartalmazza. A 2. azonositdszamu szek-
venciat kodoloé DNS-szekvenciat (1. azonositdszama szekvencia) tartalmazé vektort deponal-
tunk az ,, American Type Culture Collection”-ban (Rockville, Maryland), 75107. nyilvantartasi
szamon, ahol az 1. és 2. azonositoszamu szekvenciat a 6,162,432. szami USA-beli szabadaimi
leirasban kozolték, amelyet a kitanitas részének tekintiink.

Az emlitett fehérjetipusok koziil a legelénydsebben alkalmazhato fzios fehérjék érett
LFA-3 92, amino-terminalis aminosavat, human IgG1 kapocsrégidjanak 10, C-terminalis ami-
nosavat (amelyek feltételezhet6en a lancok kozotti diszulfid-kotésben résztvevd, két ciszteint
tartalmazzak) és human IgG; nehéz lanc konstans doménjébdl szarmazo6 CH2- és CH3-
régiokat (példaul 8. azonositoszamu szekvenciat) tartalmazzak. Ezt a fuzios fehérjét a leirasban
_LFA3TIP”-nek nevezzitk. A példaként bemutatott LFA3TIP-et kodolé pSAB152-plazmidot
az , American Type Culture Collection”-ban deponaltuk (Rockville, Maryland), 68720. nyil-
vantartasi szamon. A pSAB152-inszert 7. azonositoszami DNS-szekvenciaval rendelkezik. A
7 és 8 azonositoszamu szekvenciat a 6,162,432, szamu USA-beli szabadalmi leirasban ko-
zolték, amelyet a kitanitas részének tekintiink.

Az LFA-3TIP hosszabb splicing variansanak aminosav-szekvencidja és nukleotidszek-
vencidja a 6,162,432. szama USA-beli szabadalmi leiras 1. abrajan lathato. A hosszabb LFA-
3TIP-varians szignalpeptidje megfelel az 1. abran, az 1-28. aminosavaknak; az érett LFA-3-
régio megfelel az 1. abran a 29-120. aminosavaknak; és az IgG1-régié megfelel az 1. abréan, a

121-351. aminosavaknak. A hosszabb LFA-3TIP splicing variansa abban kiilonbozik a rovi-
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debb varianstol, hogy hat aminosav hozza van adva a C-terminalis véghez.

LFA3TIP eloallitasanak egyik modjanak leirasa megtalalhatd az altalunk benyujtott,
egyidejileg fliggd 07/770,967. sorozatszamu USA-beli szabadalmi bejelentésben. Altalanosan
leirva, pSAB152-vel transzfektalt COS7- és CHO-sejtek kondicionalt tenyészt tapkozegét
AMICON SIY30 spiral kazetta- (,cartridge”-) rendszerrel (AMICON, Danvers,
Massachusetts) toményitettiik, és Protein-A-Sepharose-4B-n kromatograféaltuk (Sigma, St.
Louis, Missouri). A kotddott fehérjéket elualtuk, és Superose-12 (Pharmacia/LKB,
Piscataway, New Jersey) alkalmazasaval gélsziirtiik.

A legkevésbé szennyezett [melyet SDS-PAGE-géleken és Western-blot analizissel hata-
roztunk meg, lasd példaul Towbin és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 4350-54 (1979);
,,Antibodies: A Laboratory Manual”, 474-510. old., Cold Spring Harbor Laboratory (1988)],
LFA3TIP-et tartalmazé Superose-12-frakciokat egyesitettiik, és YM30 Centricon (AMICON)
alkalmazasaval toményitettiik. LFA3TIP-et Western-blotban detektaltunk nyalbdl szarmazo,
anti-LFA-3 poliklonalis antiszérum, azutan detektalhatéan jelolt, kecskében termeltetett anti-
nytl IgG alkalmazasaval. A COS7- vagy CHO-sejtekbdl tisztitott LFA3TIP két monomer
LFA-3-Ig fizios fehérje dimerje, melyet diszulfid-kotések kapcsolnak ssze.

Mas eldnyodsen alkalmazhat6 fuzios fehérje az LFA3 elsé és masodik doménjét tartal-

“ ey

nek neveziink.
Szolubilis LFA-3-polipeptidek szarmazhatnak az LFA PI-kapcsolt formajabol is, példa-

ul olyanokbdl, amelyet a WO 90/02181. szami nemzetkozi kozzétételi iratban leirnak. PI-
kapcsolt LFA-3-at kodol6 DNS-szekvenciat tartalmazé vektort (azaz amely 3. azonositoszamu
szekvenciat tartalmaz) deponaltunk az ,,American Type Culture Collection”-ban (Rockuville,
Maryland) 68788. nyilvantartasi szamon. Nyilvanvalo, hogy az LFA-3 PI-kapcsolt forméja és
az LFA-3 transzmembran forméja azonos aminosav-szekvenciaval rendelkezik az egész extra-
cellularis doménben. Ennek megfeleléen, az elényos, PI-kapcsolt, szolubilis LFA-3-polipepti-
dek ugyanazok, mint LFA-3 transzmembran formaja.

Szolubilis CD2-polipeptidek szarmazhatnak teljes hosszisagu CD2-bél, kiilondsen az
extracellularis doménbdl (példaul a 6. azonositdszamu szekvencia 1-185. aminosavai). Ilyen
polipeptidek tartalmazhatiaqk a CD2 extracellularis doménjének egészét vagy részletét.
Szolubilis CD2-polipeptideket leirnak példaul a PCT WO 90/08187. szamu nemzetkozi koz-

zétételi iratban, melyet a kitanitas részének tekintiink.
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A talalmany szerinti megoldasban alkalmazhat6, szolubilis polipeptideket szakember
altal ismert, kiilonféle eljarasokkal allithatjuk eld. Példaul, a polipeptideket intakt transzmemb-
ran LFA-3- vagy CD2-molekulakbol vagy intakt PI-kapcsolt LFA-3-molekulabdl szarmaztat-
hatjuk proteolizissel vagy specifikus endopeptiddzok alkalmazasaval, exopeptidazokkal,
Edman-lebontassal vagy mindkettovel kombinacidban. Az intakt LFA-3-molekula vagy az in-
takt CD2-molekula viszont természetes forrasaikbdl tisztithatd, hagyomanyos moddszerek al-
kalmazasaval. Mas modszer szerint, az intakt LFA-3-at vagy CD2-t eldallithatjuk ismert re-
kombinans DNS-technikakkal, cDNS-el alkalmazasaval [lasd példaul Wallner és mitsai.,
4.956,281. szamu USA-beli szabadalmi leiras; Aruffo és Seed, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84,
2941-45 (1987); Sayre és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 2941-45 (1987)].

A talalmany szerint alkalmazhato, szolubilis polipeptideket kozvetleniil allitjuk eld, igy
nem sziitkséges a teljes LFA-3-molekulat vagy a teljes CD2-molekulat kiindulasi anyagként al-
kalmazni. Ezt szokasos kémiai szintézistechnikak vagy jol ismert rekombinans DNS-technikak
alkalmazasaval érhetjiik el, amelyben csak olyan DNS-szekvenciakat expresszalunk transzfor-
malt gazdaszervezetekben, amelyek a kivant peptideket kodoljak. Példaul, a kivant szolubilis
LFA-3-polipeptidet vagy szolubilis CD2-polipeptidet kodold gént kémiai eszkozokkel szinteti-
zalhatjuk, oligonukleotid szintetizator alkalmazasaval. Ilyen oligonukleotidokat a kivant
szolubilis LFA-3-polipeptid vagy szolubilis CD2-polipeptid aminosav-szekvencidjara alapozva
terveziink. A kivant peptidet kodolo, konkrét DNS-szekvenciakat a teljes hosszisagi DNS-
szekvenciabol is szarmaztathatjuk, specifikus restrikciés endonukleazos hasitassal kialakuld
fragmensek izolalasaval vagy a konkrét régié PCR-szintézisével.

Standard mddszereket lehet alkalmazni a talalmany szerint megoldasban alkalmazhato
szolubilis LFA-3-polipeptidet vagy szolubilis CD2-polipeptidet kodolé gén szintetizalasara.
Példaul a teljes aminosav-szekvenciat lehet alkalmazni ,vissza-transzlalt” gén eldallitasara. A
talalmany szerint megoldasban alkalmazhaté szolubilis LFA-3-polipeptidet vagy szolubilis
CD2-polipeptidet kodold nukleotidszekvenciat tartalmazé DNS-oligomert megszintetizalhatjuk
egyetlen lépésben. Mas modszerben, a kivant polipeptid részeit kodolo, néhany kisebb oligo-
nukleotidot szintetizalhatunk, és azutdn ligalhatjuk azokat. A szolubilis LFA-3-polipeptidet
vagy szolubilis CD2-polipeptidet elényosen néhany kiilonall6 oligonukleotidként szintetizaljuk,
amelyeket azutan egymashoz kapcsolunk. Az egyedi oligonukleotidok tipikusan 5’- vagy 3’-
végi tulnyll6 szakaszokat tartalmaznak komplementer osszeallitas céljabol.

Ha az 6sszeallitas megtortént, az eldnyos géneket restrikcios endonukleazok altal felis-

merhetd szekvencidk jellemzik (beleértve egyedi restrikcids helyeket, amelyek klonozd vagy
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expresszios vektorban valo kozvetlen beépitésre szolgalnak), elényosen olyan kodonokat ve-
sziink figyelembe, amelyeket a gazdaszervezet hasznal, és a szekvenciabol, ha atirodott, stabil,
hatékonyan transzlalodé mRNS jon létre. A konstrukcié helyességét nukleotid-szekvenalassal,
restrikcios térképezéssel és biologiailag aktiv polipeptid alkalmas gazdaszervezetben vald
expresszalasaval igazoljuk.

Szakember szamara nyilvanvald, hogy a genetikai kod degeneraltsaga kovetkeztében,
DNS-molekulék tartalmaznak sok mas nukleotidszekvenciat, amelyek szintén képesek olyan
szolubilis LFA-3-polipeptidet és CD2-polipeptidet kodolni, melyeket a fentebb emlitett, speci-
fikus DNS-szekvenciak kddolnak. Ezek a degeneralt szekvenciak kodolhatnak a talalméany sze-
rinti megoldasban szintén alkalmazhaté polipeptideket.

A DNS-szekvenciakat expresszalhatjuk egysejtli gazdaszervezetben. Szakember szama-
ra jol ismert, hogy a transzfektalt gén gazdaszervezetben valé nagymértékii expresszidja célja-
bol a gént a kivalasztott gazdaszervezetben funkciondlis transzkripcids és transzlacios
expresszids szabalyzo szekvencidkkal kell miikodGképesen kapcsolni. Az expresszios szabaly-
26 szekvenciakat és a kérdéses gént elénydsen expresszids vektor tartalmazza, amely tovabba
bakterialis szelektalhatd markert és replikacios origt tartalmaz. Ha az expresszios gazdaszer-
vezet eukariota sejt, az expresszios vektornak még tovabbi expresszios markert kell tartalmaz-
nia, amely az expresszios gazdaszervezetben alkalmazhato.

A kivant szolubilis polipeptideket kodolo DNS-szekvenciak kodolhatnak vagy nem ko-
dolhatnak szignalszekvenciat. Ha az expresszios gazdaszervezet prokaridta, akkor altalaban
elényés, ha a DNS-szekvencia nem kodol szignalszekvenciat. Ha az expresszios gazdaszerve-
zet eukariota, altalaban elényos, ha szignalszekvenciat kodol.

Amino-terminalis metionin jelen lehet vagy nem lehet jelen az expresszalt terméken. Ha
a terminalis metionint nem hasitja le az expresszids gazdaszervezet, akkor kivant esetben kémi-
ailag lehet eltavolitani standard technikak alkalmazasaval.

Sokféle expresszids gazdaszervezet/vektor-kombinaciot alkalmazhatunk. Eukariota
gazdaszervezetekben alkalmazhato expresszios vektorok lehetnek példaul olyanok, amelyek
SV40-bbl, marhaban eléforduld papilloma-virusbol, adenovirusbol vagy citomegalovirusbol
szarmazo expresszids szabalyzo szekvenciakat tartalmaznak. Bakteridlis gazdaszervezetekben
alkalmazhaté expresszios vektorok lehetnek ismert bakterialis plazmidok, példaul E. colibdl
szarmazé plazmidok, példaul col-El, pCRI, pBR322, pMB9 és szarmazékaik, kiillonféle gaz-
daszervezetben alkalmazhato plazmidok, példaul RP4, fag-DNS-ek, példaul szamos lambda-
fag-szarmazék, példaul NM989, és mas DNS-fagok, példaul M13 és filamentumos egyszalu
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DNS-fagok. Elesztosejtekben alkalmazhat6 expresszios vektor lehet a 2p-plazmid €s szarma-
zékai. Rovarsejtekben alkalmazhaté expresszios vektor lehet példaul pVL941.

Tovabba, az igen sokféle expresszios szabalyz6 szekvencidk kozil barmelyiket lehet al-
kalmazni ezekben a vektorokban. Ilyen alkalmas expresszios szabalyzo szekvencidk lehetnek
példaul a fentebb emlitett expresszios vektorok strukturalis génjeivel asszocialt, expresszios
szabalyzo szekvenciak. Alkalmas expresszios szabalyzo szekvencidk lehetnek példaul SV40
vagy adenovirus korai és késdi promoterei, a lac-rendszer, a trp-rendszer, a TAC- vagy TRC-
rendszer, a lambda-fag fo operator- és promoterrégioi, fd-burokfehérje szabalyzo régidi, 3-
foszfoglicerat kinaz vagy mas glikolitikus enzim promotere, savas foszfataz promoterei, példa-
ul Pho5, élesztbdl szarmazo ,,a-mating” rendszer, és mas szekvenciak, amelyekrol ismeretes,
hogy prokariéta vagy eukariota sejtekben vagy virusaikban 1év6 gének expresszidjat keépes
szabalyozni, valamint ezek kiilé6nb6z6 kombinacioi.

Sokféle egysejtes gazdaszervezet alkalmazhato. Ilyen gazdaszervezetek lehetnek jOl is-
mert eukaridta és prokaridta gazdaszervezetek, példaul E. coli, Pseudomonas, Bacillus,
Streptomyces torzsek, gomba-, éleszt6- és rovarsejtek, példaul Spodoptera JSrugiperda (SF9),
allat-sejtek, példaul CHO és egérsejtek, afrikai zoldmajombol szarmazd sejtek, példaul COS1,
COS7, BSC1, BSC40 és BMT10 sejtek, és human sejtek, valamint nvényi sejtek szovettenye-
szetben. Allat-sejt expresszidja céljgbol CHO-sejteket és COS7-sejteket részesitunk eldnyben.

Természetesen nyilvanvalo, hogy nem minden vektor és expresszids szabalyzd szek-
vencia mitkodik egyformén jol a leiras szerinti DNS-szekvenciak expresszalasara. Az Osszes
gazdaszervezet sem mikodik egyforman jol ugyanazzal az expresszids rendszerrel. Azonban
szakember képes valasztani az emlitett vektorok, expresszios szabalyzé szekvenciak €s gazda-
szervezetek koziil, felesleges kisérletezés nélkiil. Példaul vektor kivalasztisa esetén a gazda-
szervezetet kell figyelembe venni, mivel a vektornak abban kell replikalédnia. Figyelembe kell
venni a vektor kopiaszamat, a kopiaszam szabalyozhatosagat, és a vektor altal kodolt barmi-
lyen mas fehérje, példaul antibiotikum-marker expressziojat.

Expresszios szabalyzo szekvencidk kivalasztasaban szintén sokféle faktort figyelembe
kell venni. Ilyen lehet példaul a szekvencia viszonylagos eréssége, kontrollalhatésaga, kompa-
tibilitasa a targyalt DNS-szekvenciakkal, kiilongsen potencialis szekunder struktirdk vonatko-
zasaban. Egysejtii gazdaszervezeteket ugy kell kivalasztani, hogy figyelembe kell venni kom-
patibilitisukat a valasztott vektorral, a DNS-szekvenciék altal kodolt termék toxicitasat, szek-

récios tulajdonsagaikat, képesek-e kialakitani a szolubilis polipeptidek megfelelé konformacio-
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jat, fermentaciés vagy tenyésztési kovetelményeiket, és mennyire konnyii a DNS-szekvenciak
altal kodolt terméket tisztitani.

Az emlitett paraméterek alapjan szakember képes kivalasztani kilonféle vektor/ex-
presszios szabalyz6 szekvencia/gazdaszervezet kombinaciokat, amely képes expresszalni a ki-
vant DNS-szekvenciat fermentacidban vagy nagy mennyiségben végzett, allat- sejttenyészet-
ben, példaul CHO-sejtekkel vagy COS7-sejtekkel.

Szolubilis LFA-3-polipeptideket vagy szolubilis CD2-polipeptideket fermentacios te-
nyészetbdl vagy sejttenyészetbdl lehet izolalni, szokasos médszerek barmelyikével. Szakember
kivalaszthat megfelel® izolalasi és tisztitasi technikakat.

Mig 20 aminosavnal hosszabb, szolubilis LFA-3-polipeptidek vagy szolubilis CD2-
polipeptidek el6allitasara rekombinans DNS-technikak elényosek, rovidebb CD2- vagy LFA-3-
polipeptidek, amelyek kériilbeliil 20 aminosavnal kevesebbet tartalmaznak, elénydsen hagyo-
manyos kémiai szintézistechnikakkal allithatok eld. A taldlmany szerinti megoldasban alkal-
mazhato, szintetikusan eléallitott polipeptidek elénydsen extrém magas kitermeléssel allithatok
eld, és konnyen tisztithatok.

Ilyen szolubilis LFA-3-polipeptideket vagy szolubilis CD2-polipeptideket folyadék-
fazist vagy szilard fazisa peptidszintézissel lehet szintetizalni, és adott esetben, karboxipepti-
dazzal lehet emészteni (C-terminalis aminosavak eltavolitasa céljabol) vagy manualisan,
Edman-lebontassal lehet lebontani (N-terminalis aminosavak eltavolitasa céljabol). A polipepti-
dek megfelelé konformaciéjukat oxidativ korilmények kozott veszik fel (,,folding”), amely di-
szulfid-kotések kialakulasanak kedvez, Kent altal leirtak szerint [Ann. Rev. Biochem. 57,
95789 (1988)]. Az igy eldallitott polipeptideket azutan tisztitani lehet, altalanosan ismert elva-
lasztasi technikakkal, elényosen forditott fazisi HPLC alkalmazasaval. Folyadék-fazisu szinté-
zis alkalmazasa elényosen lehetdvé tesz bizonyos aminosav-szarmazékok, példaul O-szulfat-
észter vagy tirozin kozvetlen hozzaadasat a novekvéd polipeptid-lanchoz. Ez sziikségtelenné
tesz tovabbi szarmazékképzési 1épést, amelyben a talalmany szerinti megoldasban alkalmazhatd
polipeptidek barmely csoportjat médositanank.

LFA-3- és CD2-t mimetizalo vagy kismolekuldji dgensek

A talalmany szerinti eljarasokban LFA-3-at és CD2-t mimetizal6 agensek is alkalmaz-
hatok. Ezek az agensek lehetnek peptidek, szemipeptid vegyiiletek vagy nem-peptid vegyule-
tek (példaul kisméretli szerves molekulak), amelyek CD2/LFA-3-kolcsonhatas inhibitorai. A
legelényosebb CD2-t és LFA-3-at mimetizalo agensek a CD2/LFA-3-kolcsonhatast legalabb
annyira gatoljdk, mint a 7A6-jelli, anti-LFA-3 monoklonalis ellenanyag vagy a TS2/18-jeld,
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anti-CD2 monoklonalis ellenanyag (leirast lasd fentebb).

A talalmany egy el6nyos megvalOsitasi modjai szerint, a tesztagens kombinatorikus
konyvtar, példaul peptid vagy szerves kombinatorikus konyvtar tagja. A talalmany egy elényos
megvalositasi modja szerint, tobb tesztkomponensen, példaul a konyvtar tagjain legalabb 10,
10% 102 10% 10% 102 10% vagy 10° vegyiiletet értiink. A talalmany egy elény6s megvalositasi
modja szerint, a tobb tesztkomponens, példaul a kdnyvtar tagjai k6zos strukturalis és funkcio-
nalis tulajdonsagokkal rendelkeznek.

A talalmany egy elényos megvaldsitasi modja szerint, a talalmany targyat képezik LFA-
3- és/vagy CD2-inhibitorokat tartalmazé konyvtarak. Kombinatorikus konyvtarak szintézise jol
ismert, és a szakirodalomban 6sszefoglaltak [lasd példaul E. M. Gordon és mtsai., J. Med.
Chem. 37, 1385-1401 (1994), DeWitt, S. H. és Czarnik, A., W., Acc. Chem. Res. 29, 114
(1996); Armstrong, R. W. és mtsai., Acc. Chem. Res. 29, 123 (1996); Ellman, J., Acc. Chem.
Res. 29, 132 (1996); Gordon, E. M. és mtsai., Acc. Chem. Res. 29, 144 (1996);, Lowe, G,
Chem. Soc. Rev. 309 (1995); Blondelle és mtsai., Trends Anal. Chem. 14, 83 (1995); Chen és
mtsai., J. Am. Chem. Soc. 116, 2661 (1994); 5,359,115., 5,362,899. és 5,288,514. szamu
USA-beli szabadalmi leirasok; WO 92/10092., WO 93/09668., WO 91/07087., WO 93/20242.
és WO 94/08051. szami nemzetko6zi kozzétételi irat].

A talalmany szerinti konyvtarakat sokféle modon eld lehet allitani, amelyek koziil né-
hany szakember altal ismert. Példaul ,,split-pool” stratégiat az alabbiak szerint lehet elvégezni:
funkcioval ellatott polimer hordozé-gyongyoket sok reakcidedénybe helyeziink; sokféle poli-
mer hordozo alkalmas szilard fazisa peptid-szintézisre, amelyek ismertek és némelyik kereske-
delmi forgalomban van [lasd példaul M. Bodansky, “Principles of Peptide Synthesis”, 2. kiadas,
Springer-Verlag, Berlin (1993)]. Az egyes gyongy-alikvotokhoz kiilonbozé aktivalt aminosav-
oldatot adunk, és hagyjuk a reakciot lefolyni, amelyben sok immobilizalt aminosavhoz jutunk,
egy-egy fajtahoz reakcidedényenként. A szarmazékka alakitott gyongy-alikvotokat azutan
mossuk, egyesitjik (“pool”-t készitiink, azaz rekombinaljuk), és az egyesitett gyongyoket
(“pool”-t) ismét elosztjuk, az egyes alikvotokat kiilon-kiilon reakcidedénybe helyezzik. Azu-
tan egy masik fajta, aktivalt aminosavat adunk az egyes gyongy-alikvotokhoz. A szintézis-
ciklust addig ismételjiik, amig a kivant hosszusagu peptidhez jutunk. Az egyes szintézis-ciklu-
sokban hozzaadott aminosavat random valasztjuk ki; mas modszerben az aminosavakat Ggy
vélasztjuk ki, hogy “elfogult” konyvtarhoz jussunk, példaul olyan koényvtarhoz, amelyben az
inhibitor bizonyos részleteit nem-random modon valasztjuk ki, példaul olyan inhibitor eléallita-

sa céljabol, amely ismert strukturalis hasonlosagot vagy homologiat mutat egy ismert peptid-
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del, amely képes egy ellenanyaggal, példaul anti-idiotipikus ellenanyag antigénkétd helyével
kolcsonhatasba lépni. Nyilvanvalo, hogy sokféle peptid-, peptidmimetikum- vagy nem-peptid-
vegyiilet allithat6 el konnyen ezzel a modszerrel.

A “split-pool” stratégia alkalmazasaval olyan peptidkonyvtarhoz, példaul inhibitorokat
tartalmazo konyvtarhoz jutunk, amelyet talalmany szerinti tesztvegyiileteket tartalmazé konyv-
tar elallitasara lehet alkalmazni. Egy masik, szemléletes szintézisben “valtozatos konyvtarat”
allithatunk el6 Hobbs DeWitt és munkatarsai altal [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 6909
(1993)] leirtak szerint. Mas szintézismodszert, példaul “tea-filtertasak” technikat Houghten és
munkatarsai [lasd példaul Houghten és mtsai., Nature 354, 84-86 (1991)] altal leirtak szerint
lehet alkalmazni talalméany szerinti vegyiiletkonyvtarak szintetizalasara.

Vegyiiletkonyvtarakat annak meghatarozasa céljabol lehet szkrinelni, hogy a konyvtar
valamelyik tagja rendelkezik-e a kivant aktivitassal, és ha igen, az aktiv vegyiiletfajta azonosi-
tasa céljabol. Kombinatorikus kényvtarak szkrinelését leirtak [lasd példaul Gordon és mtsai., J.
Med. Chem., mint fent]. Szolubilis vegyiiletkonyvtarakat affinitaskromatografiaval lehet
szkrinelni, alkalmas receptorral, a receptorhoz ligandumok izolalasa céljabol, azutan az izolalt
ligandumokat szokasosan alkalmazott technikakkal lehet azonositani (példaul tomegspektro-
metriaval, NMR-el és hasonléval). Az immobilizalt vegyiileteket ugy lehet szkrinelni, hogy a
vegyiiletet érintkeztetjitk egy szolubilis receptorral; a szolubilis receptor elényosen egy jelolés-
hez van konjugalva (példaul fluoroférokhoz, kolorimetrias enzimekhez, radioaktiv izotopokhoz
vagy lumineszcens vegyiiletekhez és hasonlokhoz), amelyeket detektalni lehet a ligandumkotés
kimutatasahoz. Mas modszer szerint, az immobilizalt komponenseket szelektiven felszabadit-
juk, és hagyjuk, hogy membranon keresztiil diffundaljanak, hogy egy receptorral kolcsonhatas-
ba lépjenek. A talalmany szerinti konyvtarak szkrinelésére alkalmas vizsgalati eljarasokat pél-
daul lentebb ismertetiink.

A talalméany egy elényos megvalositasi modja szerint, a talalmany szerinti vegyiileteket
arra lehet szkrinelni, hogy képesek-e kolcsonhatasba lépni CD2- vagy LFA-3-polipeptiddel,
amelyben vizsgaljuk az egyes vegyiletek aktivitasat, hogy képesek-e kozvetlenil a
polipeptidhez kotédni vagy gatolni CD2/LFA-3-kolcsonhatast, példaul Ggy, hogy a tesztve-
gyiiletet inkubaljuk CD2- vagy LFA-3-polipeptiddel és egy lizatummal, példaul T-sejt vagy
APC-sejt lizatumaval, példaul tobb mérShelyet tartalmazo talcaban, példaul standard 96 méro-
helyet tartalmazo talcaban. A taldlmany emlitett elényos megvalodsitasi modja szerint, meg lehet
hatarozni az egyes egyedi vegyilletek aktivitasat. Kontrollként olyan mérohelyet vagy mérdhe-

lyeket alkalmazunk, amely(ek) nem tartalmaznak tesztvegyiiletet. Inkubalas utan meghataroz-
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zuk az egyes tesztvegyliletek aktivitasat a mérohelyek vizsgalataval. Igy tehat tobb tesztve-
gyiilet aktivitésat lehet meghatarozni parhuzamosan.

A talalmény még egy eldnyés megvalositasi modja szerint, nagyszamu tesztvegyiiletet
szimultan lehet tesztelni kotési aktivitasra. Példaul a tesztvegyiileteket szilard gyantan (gyon-
gyokon) lehet szintetizalni, ,.egy gyongy — egy vegyiilet” szintézisben; a vegyiileteket immobili-
zalni lehet a gyanta-hordozoéra fotolabilis linkeren keresztiil. Azutan tobb (akar 100.000 vagy
tobb) gyongyot kombinalni lehet élesztosejtekkel, és szét lehet porlasztani sok ,,nano-cseppre”,
amelyben egy-egy csepp egyetlen gyongyot tartalmaz (és ennélfogva egyetlen tesztvegyiiletet).
A nano-cseppeket UV-fény hatasanak tessziik ki, ami a vegyiiletek lehasadasat eredményezi a
gyongyokrél. Nyilvanvald, hogy ez a vizsgalati eljarasforma lehet6vé teszi sok tesztvegyiiletbdl
allo konyvtarak szkrinelését gyors formaban.

Kombinatorikus vegyiilet-konyvtarakat ,toldalékokkal” is lehet szintetizalni, hogy a
konyvtar egyes tagjainak azonossagat kodoljuk [lasd példaul W. C. Still és mtsai., 5,565,324.
szamG USA-beli szabadalmi leiras, és WO 94/08051. és WO 95/28640. szami nemzetkozi
kozzétételi iratok]. Ebben a modszerben altalaban olyan inert, de konnyen detektalhat6 tolda-
lékokat alkalmazunk, amelyek a szilird hordozéhoz vagy a vegyiiletekhez vannak kapcsolva.
Ha aktiv vegyiiletet detektalunk, a vegyiilet azonossagat az egyedi kisérd toldalék azonositasa-
val lehet meghatarozni. Ez a toldalékot alkalmazé modszer lehetové teszi nagyméretli vegyu-
let-konyvtarak szintézisét, amelyekben nagyon kis mennyiségben lehet vegyiileteket azonosita-
ni a konyvtarban 1év Gsszes vegylilet kozott.

A taldlmany elényos megvalositdsi modjai szerint, a taldlmany szerinti vegytilet-
konyvtarak legalabb 30 vegyiiletet, eldnyosebben legalabb 100 vegyiiletet, és még elénydseb-
ben legalabb 500 vegyiiletet tartalmaznak. A talalmany el6nyos megvalositasi modjai szerint, a
talalmany szerinti vegyiletkonyvtarak kevesebb, mint 10° vegyiiletet, elénydsebben kevesebb,
mint 10°® vegyiiletet, és még eldnyosebben kevesebb, mint 107 vegyiiletet tartalmaznak.

Szarmaztatott inhibitorok

A taldlmany szerinti eljarasokban leszarmaztatott inhibitorok is alkalmazhatok
CD2/LFA-3-kslcsonhatas inhibitoraiként, amelyben példaul a leirasban ismertetett, barmilyen
ellenanyag-homologot, szolubilis CD2- €s LFA-3-polipeptidet, vagy CD2- és LFA-3-mimetiza-
16 agenst funkcionalisan kapcsolunk (kémiai kotéssel, genetikai fazioval vagy masképpen) egy
vagy tobb, egymastol fuggetlenil kivalasztott molekuldhoz az alabbiak koziil: anti-LFA-3-
ellenanyag-homologok, anti-CD2-ellenanyag-homologok, szolubilis LFA-3-polipeptidek, szo-
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lubilis CD2-polipeptidek, CD2-t mimetizalé agensek és LFA-3-at mimetizaldé agensek, cito-
toxikus agensek és gyogyaszati agensek.

Az egyik tipusy, ilyen leszarmaztatott inhibitort két vagy tobb inhibitor (ugyanolyan ti-
pusti vagy kiillonb6zd tipusu) keresztkotésével allitjuk eld. Szolubilis keresztkotok lehetnek
heterobifunkcids agensek, amelyek két megkiilonboztethetd reaktiv csoportot tartalmaznak
megfeleld tavtartoval elvalasztva (példaul m-maleimidobenzoil-N-hidroxi-szukcinimid-észter)
vagy homobifunkcids agensek (diszukcinimidil-szuberat). Ilyen linkerek rendelkezésre allnak a
Pierce Chemical Company cégnél (Rockford, Illinois).

A keresztkotés masik lehetdsége eldnyosen Pl-kapcsolt szignalszekvencia PI-kapcsolt
LFA-3-ban vagy fragmenseiben. Konkrétan, PI-kapcsolt szignalszekvenciat (példaul a 4. azo-
nositoszamu szekvencia 162-212. aminosavai) kodolé6 DNS-t ligalunk a kivant polipeptidet,
elényosen szolubilis LFA-3-polipeptidet kodolé DNS-t6l szintézisiranyban. Ha ezt a konstruk-
ciot megfeleld eukariota sejtben expresszaljuk, a sejt felismeri a PI-kapcsolt szignalszekvenciat,
és kovalensen PI-t kapcsol a polipeptidhez. A PI hidrofob tulajdonsagat azutan ugy lehet ki-
hasznalni, hogy a polipeptidekbdl micellaris aggregatumok képzdnek.

Olyan inhibitorok is hasznosak, amelyek egy vagy tobb, citotoxikus vagy gyogyaszati
agenshez vannak kapcsolva. A talalmany szerinti megoldasban alkalmazhaté gyogyaszati agen-
sek lehetnek biologiailag aktiv peptidek, polipeptidek és fehérjék, példaul CD2-t6l vagy LFA-
3-t6l kilonboz6, human polipeptidre specifikus ellenanyag-homologok, vagy ezek részletei.
Alkalmas gyogyaszati agens és citotoxikus agens lehet példaul ciklosporin-A, prednizolon,
FK506, metotrexat, szteroidok, retinoidok, interferon vagy nitrogén-mustar.

Elényosen alkalmazhato inhibitorok gyogyaszati agenssel képzett szarmazékai lehetnek
példaul rekombinansan termeltetett polipeptidek, amelyekben szolubilis LFA-3-polipeptid,
szolubilis CD2-polipeptid, vagy peptidil-CD2-t vagy peptidil-LFA-3-at mimetizalo agens van

s sy

fuzionalva immunoglobulin nehéz lanc kapocsrégiojanak egészéhez vagy részéhez, és nehéz

polipeptidek lehetnek szolubilis LFA-3-polipeptidek. A legelényosebben olyan fuzios fehérjé-
ket alkalmazunk, amelyekben az LFA-3 1-92. aminosavai (példaul a 2. azonositoszamu szek-
venciabol) vannak fuzionalva human IgG1 kapocsrégidjanak egy részletéhez (beleértve a ka-
pocsrégio 10, C-terminalis aminosavat, amely feltételezhetéen két, lancok kozétti diszulfid-
kotésben résztvevod ciszteint tartalmaz), és az IgG1 nehéz lanc konstans doménjének CH2- és
CH3-régidihoz. Azt varjuk, hogy az ilyen flizios fehérjék meghosszabbodott fél-életidvel ren-

delkeznek szérumban, és lehetdvé valjon az inhibitor dimerizacidja.
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Kombinacids terapia
A kotdagenseket, példaul CD2- vagy LFA-3-kotoagenseket kombinacioban lehet al-

kalmazni mas terapiakkal, példaul fényterapiaval (példaul UVA, UVB vagy PUVA); kemote-
rapiaval (példaul metotrexat; retinoid; ciklosporin; etretinat); vagy topikalis terapiakkal (p€lda-
ul szteroid, vitamin, példaul D-vitamin, katrany, antralin, makrolid, példaul makrolaktam, pél-
daul tacrolimus vagy pimecrolimus). Ilyen kombinacids terapidkban a terapias vagy profilakti-
kus agensekbdl alacsonyabb dozisokat lehet alkalmazni.

A leiras hasznalt, , kombinacidban” torténd beadas azt jelenti, hogy két (vagy tobb)
kiilonbozd kezelést adunk az alanynak a rendellenességgel stjtott alany kezelése alatt, példaul
két vagy tobb kezelést végziink, miutan az alanyban diagnosztizaltuk a rendellenességet, és mi-
elétt a betegséget meggyogyitottuk vagy eliminaltuk. A talilmany néhany elényos megvaldsita-
si modja szerint, az elsd kezelés még tart, amikor elkezdjiik a méasodikat, igy a kettd atfedésben
van. Ezt a leirasban néha ,,szimultan” vagy ,.egyidejii beadasnak”™ nevezziik. A taldlmany mas
elényds megvalositasi modjai szerint, az elsd kezelés befejez6dik, miel6tt a masik kezelés el-
kezdédik. A talalmany néhany elényds megvalositasi modja szerint, a kezelés hatékonyabb a
kombinalt beadas miatt. Példaul a masodik kezelés hatékonyabb, példaul ekvivalens hatas lat-
hat6 kisebb mennyiségben adott masodik kezelésre, vagy a masodik kezelés nagyobb mérték-
ben csokkenti a szimptomaékat, mint ami akkor lenne lathato, ha a masodik kezelést az els6 ke-
zelés nélkiil alkalmaznank, vagy az els6 kezeléssel analog szituaci6 lenne lathato. A talalmany
néhany elényos megvaldsitasi modja szerint, az ilyen tipusii beadasi modszerben egy szimpto-
ma csokkenése, vagy a rendellenességgel kapcsolatos mas paraméter, példaul IFNy mennyisé-
gének vagy termelésének csokkenése, T-sejtek apoptézisanak indukélodasa, vagy CD40L-
expresszié mértékének csokkenése nagyobb mértékii, mint amit akkor figyelnénk meg, ha csak
az egyik kezelést végeznénk a masik nélkiil. A két kezelés hatasa lehet részlegesen additiv, tel-
jesen additiv, vagy nagyobb mértékii, mint additiv. A beadas rendje lehet olyan, hogy az elsé
kezelés hatasa még detektalhatd, amikor a masodikat végezziik, példaul ha UVB-t alkalma-
zunk eldszér, IFNy mennyiségének csokkenése még detektalhato, ha elkezdjik adagolni az
LFA-3/Ig-fuziot.

A talalmany egy elényos megvalositasi modja szerint, az elsd kezelés és a méasodik ke-
zelés 1, 2, S, 10, 15 vagy 30 napon beliil térténik egymashoz képest.

A leirasban ismertetett kotdagenseket bor-rendellenességek, példaul pszoriazis esetén
szokasos kezelésekkel egyiitt lehet alkalmazni. A kotdagenseket példaul beadhatjuk pszoriazis-

terapiaval egyidejii azt megel8z6 vagy azt kovetd (szekvencidlis) terapiaban [osszefoglalo iro-
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dalmat lasd Koo, J., J. Am. Acad. Dermatol. 41, S25-8 (1999)]. A “szekvencialis terapia”
olyan kezelési stratégiat jelent, amelyben konkrét terapias agenseket megfontolt sorrendben al-
kalmazunk a terapias kimenetel optimalizalasa céljabol. A stratégia értelme pszoridzis esetén
az, hogy egy kronikus betegség kezelése hosszu, fenntartott terapiat igényel, valamint a
szimptomak gyors megsziintetését, és az, hogy pszoriazis kezelésre rendelkezésre allo, néhany
terapia alkalmasabb gyors gyogyitasra, mig a tobbi alkalmasabb hosszi fenntartasra. Az egy-
mast kovetd (szekvencialis) terapia 3 f6 1épésbdl all: (1) enyhitési vagy ,,quick-fix” fazis; (2) az
atmeneti fazis; és (3) a fenntartasi fazis.

Egymast kovet6 (szekvencialis) szisztémas terapidban példaul gyorsan hat6 kiegészitd
agenst, példaul ciklosporint maximalis dermatologiai dozisban (5 mg/kg naponta) vagy
metotrexatot alkalmazunk. Korulbelil 1 honappal késobb, az atmeneti fazisban fokozatosan
CD2-kotdagenst kezdiink adagolni és/vagy mas kiegészitd agenst, példaul acitretint, fenntartd
dgensként. Ha elértitkk a maximalisan toleralhat6 dozist CD2-k6t6agensbdl és/vagy mas kiegé-
szitd agensbdl, példaul acitretinb6l, a gyorsan hato kiegészitd agenst, példaul ciklosporint fo-
kozatosan csokkentjiik, és a CD2-kotéagenst és/vagy masik kiegészité agenst, példaul acitre-
cin adagolasat folytatjuk hossza tavu fenntartasra. Ezt sziikséges esetben fototerapiaval (UVB
vagy PUVA) kombinalhatjuk a betegség hatékonyabb lekiizdése céljabol.

A talalmany mas, szemléltetés céljat szolgalod, elonyos megvalositasi modja szerint, a
CD2-kotdagenst hosszabb ideig lehet adni (példaul tizenkét hetes terapias kezelési idStartam
alatt). A betegség atmeneti mérséklodése alatt vagy kevésbé aktiv betegség esetén a CD2-
kotdagenst be lehet adni egyediil, vagy topikélis agenssel [amelyben példaul szteroidot, vita-
mint (példaul D-vitamint), katranyt, antralint, makrolidot vagy makrolaktamot, példaul
tacrolimust (FK506) vagy pimecrolimus-t) adunk be] és/vagy fototerapiaval (példaul UVA,
UVB vagy PUVA, de elényésen UVB) kombinalva. Az aktiv betegség ideje alatt gyorsan hato,
de toxikus kiegészitd agenst, példaul metotrexatot és/vagy ciklosporint lehet beadni rovid ide-
ig.

Ascomicin-makrolaktam szdrmazékai, példaul pimecrolimus (1%-os ASM 981 krém)
szelektiv inhibitora gyulladast okozé citokineknek, és amelyet jelenleg gyulladasos bérbetegsé-
gek, példaul atopias dermatitisz, allergids kontakt dermatitisz, irritalo kontakt dermatitisz és
pszoriazis kezelésére alkalmaznak [Stuetz, A. és mtsai., Semin. Cutan. Med. Surg. 20, 233-241
(2001); Bornhovd, E. és mtsai., J. Am. Dermatol. 45, 736-743 (2001)].

A talalmany egy el6nyds megvalositasi modja szerint, a CD2-k6t6agenst (példaul LFA-

3/Ig-fziot) vagy ilyet tartalmazd gyogyaszati készitményt be lehet adni szisztémasan (példaul
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intravénasan, intramuszkularisan, szubkutén, intraartikularisan, intratekalisan, periostealisan,
intratumoralisan, a koros elvaltozasba, elvaltozas kériil infuzioval, példaul infuzids berendezés
alkalmazasaval, oralisan, topikalisan vagy inhalalassal). A CD2-kotéagenst elénydsen intra-
muszkularisan vagy intravénasan adjuk be. A talalmany mas elonyos megvalositasi modja sze-
rint, a CD2-kétdagenst lokalisan (példaul topikalisan) adjuk be az érintett teriiletre, példaul a
pszoriazisos tertiletre.

Fényterdpia

A taldlmany egy elényds megvaldsitasi modja szerint, a leiras szerinti kot6agenst, pél-
daul a leiras szerinti CD2-kotéagenst fototerapiaval (melyet a leirasban , fényterapianak™ is ne-
veziink) kombinacioban adjuk be. A fényterapiaban ultraibolya (UV) sugarzas bér altali optikai
abszorpcioja gyorsan elpusztit sejteket és megallitja a proliferaciot. Jelenleg UVA- és UVB-
terapiat egyarant hatékonyan és elterjedten alkalmaznak bor-rendellenességek kezelésére,
amelyben a bort 320-400 nm-es (UVA-sugarzas) vagy 290-320 nm-es (UVB-sugarzas) UV-
sugarzas hatasanak teszik ki. A talalmany egy elényos megval6sitasi modja szerint, az UVB-
sugarzas tartomanya 290-320 nm, és elonydsebben kozeli hullamhossz-tartomanyba esd, 311
nm-es UVB-t alkalmaznak. A talalmany mas elényos megvalositasi modja szerint PUVA-
terapiat is lehet alkalmazni, amely egy fotokemoterapia-forma, amelyben pszoralént vagy
azutin UVA-sugarzas hatasanak tesznek ki. A talalmany mas elényos megvalositasi modjai
szerint, proliferativ bérbetegségek, kulondsen pszoridzis €s mycosis fungoides kezelésére
fotodinamikus terapiat (PDT) lehet alkalmazni. Ebben az eljarasban fotoszenzibilizalo agenst
adnak be egy alanynak, amely egy olyan drog, melyet karcindma-sejtek szelektiven visszatarta-
nak. Fény (tipikusan 320 nm és 700 nm kozotti, a drogtol fliggben) abszorpcidja utan a
fotoszenzibilizalo agens fotokémiai reakcioba megy, amelynek eredményeként citotoxikus
atomos oxigén termelddik, amely végiil a tumor érhalozatat karositja a brben [Anderson €s
mtsai., Arch. Dermatol. 128, 1631-1636 (1992)].

Sok esetben megismételjik a kezelést az egyikkel, vagy mindkettével, a CD2-
kotbagenssel, példaul LFA-3/IgG-fuzioval és fényterapiaval, példaul UVB-vel. A CD2-
kotdagenst be lehet adni egyenletes idokozonként vagy egyenldtlen id6kozonként. A CD2-
kotdagenst be lehet adni 3-12-naponta, példaul hetente egyszer. A beadast meg lehet ismételni
3,6, 12, 15, 24 vagy tobb alkalommal. A masodik kezelésbol egy vagy tobb kurat lehet végez-
ni, példaul a fényterapia, példaul UVB-kezelés megel6zheti, kovetheti, vagy egyidejileg veé-

gezhetd a fuzios fehérjét alkalmazo kuaraval.
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Gyogyaszati készitmények

A talalmany targyat képezi eljaras a fentebb leirt bor-rendellenességek prevenciojara
vagy kezelésére, amelyben emlGsszervezetnek beadunk egy vagy tobb CD2-kotoagenst, példa-
ul a CD2/LFA-3-kolcsonhatas inhibitorait, vagy szarmaztatott formajat (formait), segédanyag-
gal kombinacidban.

Elényésen, a CD2-kétdagens vagy szarmaztatott formajanak hatasos mennyiségét ad-
juk be. A ,hatasos mennyiség” kifejezésen akkora mennyiséget értiink, amely képes a leiras
szerinti bor-rendellenességek terjedésének vagy sulyossaganak mértékeét csokkenteni.

Szakember szaméra nyilvanvalo, hogy a CD2-kétdagens hatasos mennyisége figg, tob-
bek kozott a beadasi rendtél, a beadott dozisegységtdl, attol, hogy kombinacioban adjuk-e be
mas terapias agenssel, a paciens immunologiai €s egészségi allapotatol, a beadott, konkrét
CD2-koétdagens terapias vagy profilaktikus aktivitdsatol €s a szérumban toltott fél-életidejétol.

A CD2-kétdagenseket elénydsen koriilbeliil 0,001 és korilbelul 50 mg ko6z6tti mennyi-
ségben adjuk be testtomeg-kg-ként, elonyosebben koriilbeliil 0,01 és korilbelil 10 mg kozotti
mennyiségben adjuk be testtomeg-kg-ként, legelényosebben korilbeliil 0,1 és korulbelil 4 mg
kozotti mennyiségben adjuk be testtomeg-kg-ként.

A dozisegységeket addig kell adni, amig hatas megfigyelhetd. A hatast sokféle mod-
szerrel lehet mérni, példaul in vitro T-sejt-aktivitasi vizsgalati eljarasokkal és az érintett borfe-
lilet gyogyulasaval. A dozisegységet elényosen hetente korulbelul egy-harom alkalommal,
vagy naponta korulbelil egy-harom alkalommal adjuk be. Elénydsebben naponta korulbelil
egy-harom alkalommal adjuk be, korulbelal 3-7 napig, vagy naponta korilbeliil egy-harom al-
kalommal adjuk be, korilbeliil 3-7 napig havonta. Azonban nyilvanval6, hogy alacsonyabb
vagy magasabb dozisok és mas beadasi rend is alkalmazhato.

A CD2-kétbagens(eke)t vagy szarmaztatott formajat (formait) elébnydsen gyogyaszati-
lag elfogadhaté hordozot tartalmazé készitményben adjuk be. A ,,gyogyaszatilag elfogadhato
hordozo” kifejezésen a leirasban olyan hordozot értiink, amely nem okoz allergias reakciot
vagy mas, kedvezotlen hatasokat a paciensekben, akiknek azt beadjuk.

Alkalmas gyogyaszatilag elfogadhatd hordozo lehet példaul az alabbiak koziil egy vagy
tobb: viz, sdoldat, foszfat-pufferolt séoldat, dextroz, glicerin, etanol és hasonldk, valamint
ezek kombinaciéi. Gyogyaszatilag elfogadhatd hordozok tartalmazhatnak tovabba kisebb
mennyiségben segédanyagokat, példaul nedvesitd vagy emulgeald agenseket, tartositoszereket

vagy puffereket, amely javitja a CD2-kotoagens életidejét vagy hatékonysagat.
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A fentebb leirt gyogyaszati készitményt vagy CD2-kotbagenst beadhatjuk mas terapias
vagy profilaktikus 4genssel egyiitt. Ilyenek lehetnek példaul ciklosporin-A, szteroidok,
retinoidok, nitrogén-mustar, interferon, metotrexat, antibiotikumok vagy antihisztaminok.

Ezeket az agenseket be lehet adni egyetlen dozis formajaban az inhibitorral (azaz ugya-
nabban gyogyaszati készitményben, annak részeként), tobb dozis formajaban elkiilonitve az in-
hibitortol, de egyidejiileg, vagy tobb dozis formajaban, ahol a két komponenst kilon-kiilon
adjuk be, de egymas utan. Mas modszerben, a CD2-k6t6égehs és mas hatéanyag lehet egyetlen
konjugalt molekula formajaban. A két komponens konjugalasat szakember altal jol ismert,
standard keresztkotési technikak alkalmazasaval hajtjuk végre. Egyetlen molekula lehet rekom-
binans fuzios fehérje formajaban. Tovabba, a taldlméany szerinti megoldasban hasznosan alkal-
mazhaté inhibitorokat, vagy gyogyaszati készitményeket alkalmazhatjuk mas terapiakkal, pél-
daul PUVA-val, kemoteréapiaval és UV-fénnyel kombinacioban. Ilyen kombinacios terapiakban
elénydsen alacsonyabb dozist terapias vagy profilaktikus dgenseket lehet alkalmazni.

A CD2-kétdagens, vagy gyogyaszati készitmény sokféle formaban lehet. Ilyenek példa-
ul szilard, fél-szilard és folyékony dozisformak, példaul tablettak, pirulak, porok, folyékony ol-
datok, diszperziok vagy szuszpenziok, liposzomak, kipok, injektalhato, infizioban beadhaté és
topikalis preparatumok. Az elényos forma a tervezett beadasi madtol és terapias alkalmazastol
fiigg. Az elényos formak injektalhatd vagy inflizioban beadhaté oldatok.

A taldlméany targyat képezik olyan forméak, amelyeket topikalisan alkalmazhat6 fényve-
dé krémek vagy UV-védd anyagok. A talalmany elény6s megvalositasi modja szerint, a formak
LFA3TIP-preparatumokat tartalmaznak. A hatoanyagot liposzémaba lehet formazni. A terme-
ket az UV-hatas el6tt, alatt vagy utén lehet felvinni, vagy a pir kialakulasa eldtt, alatt vagy
utan.

Reagenskészletek

A talalmany targyat képezik egy masik vonatkozasaban reagenskészletek, amelyek le-
iras szerinti CD-kotbagenst tartalmaznak kiegészitd agenssel, példaul a leirasban ismertetett
agenssel kombinacioban, és utasitasokat arra vonatkozo6an, hogyan alkalmazzunk ilyen agenst.

A talalméany egy elényos megvalositasi modja szerint, a CD2/LFA-3-kolcsonhatas inhi-
bitora LFA-3/Ig fzios polipeptid. Az LFA-3/Ig fiiziés polipeptid elonydsen liofilizalva van.

A taldlmény szerinti megoldast a tovabbiakban az alabbi példakkal szemléltetjik, ame-
lyekkel nem kivanjuk korlatozni a talalmany altal igényelt oltalmi kort. A bejelentésben idézett

minden kozleményt, fliggd szabadalmi bejelentést és kozolt szabadalmi leirast kifejezetten a

kitanitas részének tekintiink.
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1. példa
IFNy in_vitro gitlisa és CD25-mennyiségek csokkenése LFA3TIP egyiitt-

tenyésztést kovetéen
LFA3TIP-et in vitro vizsgalva, nem-pszoriazisos és pszoriazisos onkéntesektdl vett,

periférias vérbdl szarmazé mononuklearis sejtek (PBMC) alkalmazasaval kimutattuk IFNy in
vitro gatlasat valamint CD25-mennyiségek csokkenését LFA3TIP-al valo egyutt-tenyésziést
kovetden. IFNy-mennyiségek csdkkenésére utalt LFA3TIP-el kezelt paciensekbdl szarmazo T-
sejtek in vivo vizsgalata is. Abbdl kiindulva, hogy LFA3TIP szignifikans hatassal volt PMBC-
kre in vitro, meghataroztuk, hogy LFA3TIP in vivo beadasa hatassal van-e a kezelt onkénte-
sekbdl szarmazd PMBC-kre. Ebbdl a célbol beépitettiink periférias vérvételi 1épést az eljarasba
egyidejiileg az egyes keratdma-mintak vételével, amely lehetévé tette IFNy és CD25-
mennyiségeinek vizsgalatat az LFA3TIP-el kezelt populaciobol szarmazé6 PBMC-kben.
PBMC-ket Ficoll alkalmazasaval preparaltunk, és szakember altal ismert PBMC-eljaras szerint
stimulaltunk. Az in vivo LFA3TIP-el kezelt paciensekbdl kinyert PBMC-ken aramlasi
citometrias kisérleteket végeztiink. A periférias vérrel végzett kisérletek tovabbi 15 kisérleti
pontot adtak a projekthez az egyes paciensek esetén. Ezek: festés CD3-ra, CD69-re, CD25-re,
CD2-re, IFN-gammara, CD40L-re és Apo2.7-re. Tovabba vizsgaltuk a CD40L-expressziot is
az in vitro kezelt paciensekb6l szarmazé PBMC-ken.

2. példa

Huméin LFA-3/IgG1 fiziés fehérje gitolja normal és pszoridzisos periférias vérbél
szirmazo6 T-sejtek IFNy-termelését, és javitia UVB hatasat

A pszoriazist részben aktivalt T-sejtek altal termelt gamma-interferon (IFNy) medialja.

Alefacept (human LFA-3/IgG1 fuzids fehérje, LFA3TIP, jelenleg fejlesztik a Biogen, Inc. cég-
nél, kereskedelmi név: Amevive™) inhibitor-hatasokat mutat T-sejteken in vitro és in vivo.
Alefacept-el végzett, 3. fazisban lévd klinikai kisérletek folynak pszoriazisos esetekben. UVB-
besugarzas maradt az egyik leghatékonyabb kezelés pszoriazisra, és korabban leirtuk, hogy
egyetlen in vivo UVB-besugarzés szelektiven képes T-sejtek [FNy-termelését csOkkentent.
Alefacept T-sejtek IFNy-termelésére kifejtett hatasainak vizsgilata céljabol, normal
egyénekbdl (n=7) vagy pszoriazisos paciensekbdl (n=7) szarmazé PBMC-t aktivaltunk, és
IFNy-termelést aramlési citometriaval mértiik. 8 pg/ml alefacept-kezelt, nem-pszoriazisos
PBMC-ben az IFNy" T-sejtek szama 7-bdl 5 esetben csokkent (20-90%-os csokkenés), 7-bdl 1

esetben novekedett vagy 7-bdl 1 esetben valtozatlan maradt. Pszoriazisos PBMC-ben 8 pig/ml
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alefacept-kezelés IFNy-termelést csokkentett 7 tesztelt paciensbdl 6-ban, atlagosan 56+0,12%-
os csokkenéssel (p<0,005). PBMC-populaciot két részre lehetett osztani IFNy-termelés alap-
jan, IFNy “™**_at jol termeldkre (>10%) és rosszul termeldkre (<10%). Ha kiilon-kiilon vizs-
galtuk, nem-pszoriazisos és pszoriazisos jol termelok egyarant hatékonyan gatolhatok voltak 8
pg/ml alefacept-el, 56% illetve 65% atlagos csokkenéssel, sorrendben. Ezzel ellentétben, a
rosszul termeldket alig lehetett gatolni. Anti-Fcy RI és RIII mAb-vel végzett elokezelés meg-
sziintette az alefacept IFNy-csokkentd hatasat. Ha PBMC-populaciokat eldkezeltiink UVB-
besugarzassal (0-20 ml/cm?), az alefacept fokozta az UVB-indukalt apoptozist, és tovabb
csokkentette az IFNy mennyiségét 32,2%-al (p=0,009, n=3).

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy alefacept gatolja T-sejtek IFNy-termelését,
FcyR-et hordozo sejtekkel valo kolcsonhatas sziikséges, €s kombinalasa UVB-vel hatékonynak
bizonyulhat Thl-tipust sejtek szdmanak és aktivitasanak csokkentésében, pszoriazisos koros
elvaltozasokban.

3. példa

Human LFA-3/IgG1 fiziés fehérjével végzett kezelés pszoriazis esetén_csokkenti

az infiltrilé, IFNy'-termelé T-sejtek szimit kérosan elviltozott bérben

A pszoriazis kronikus, gyulladasos borbetegség, amelyet részben a korosan elvéltozott
borben 1évé T-sejtek (Th, iranyba eltolt) altal termelt IFNy medial. Alefacept (human LFA-
3/IgG1 fuzios fehérje, LFA3TIP, jelenleg fejlesztik a Biogen, Inc. cégnél, kereskedelmi név:
AMEVIVE™) egy 11j rekombinans fehérje, amely CD3+CD45RO+ vérben 1év6 T-sejtek rever-
zibilis csokkentéséhez vezet.

Boérben 1évd T-sejtek hatasainak vizsgalata céljabol, nyilt, IIL. fazisban 1évd vizsgalatot
végeztiink alefacept-el 6 paciensen, akiknek hetente egyszer IV beadtunk 7,5 mg alefacept-et,
12 egymas kovetd héten. A CD3" T-sejteket és IFNy-termeld CD3" populaciét minden
epidermalis és dermalis sejtben analizaltunk aramlasi citometriaval, és CD3" vagy IFNy CD3"
sejtstirliségeket sejtszam/mm’-ként szamitottuk.

A 6 paciens kozill 5-ben klinikai javulast tapasztaltunk a 13. héten, IFNy-t termel6
epidermalis T-sejtek (IFNy CD3") siiriisége a kiindulasi helyzet (“alapvonal”) 0,26 + 0,3 %-ara
csokkent. Az IFNY'CD3" sejtek atlagos stirlisége mind a 6 paciensben a kiindulasi helyzetben
182 + 91/mm’, viszont ezzel szemben, hogy 12 hetes alefacept-kezelés utan 77 + 45/mm*
(p=0,05) volt. Mind a 6 paciens esetén a PASI javulasa osszhangban volt az IFNy'CD3"

epidermalis sejtek szamaban végbement valtozassal (%), ahol r=0,80, p=0,06. Erdekes, hogy a
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kezelés kezdeti fazisaban néhany paciensben, a koros elvéltozasban a IFNy'CD3" T-sejtek
szama atmenetileg megnovekedett a 3. héten, ami 6sszhangban volt az epidermisz vastagsaga-
nak novekedésével, mind az IFNy' CD3'T-sejtek, mind az epidermisz vastagsaga csokkent a
kovetkezo hetekben.

Eredményeink alapjan feltételezzik, hogy az alefacept szignifikansan csokkenti a beszii-
r6dd Thl-tipust IFNY' CD3 ' T-sejtek szamat, klinikai javulassal tarsulva. Mivel feltételezzik,
hogy IFNy egy kulcsfontossagu faktor pszoriazis patogenezisében, Thi-sejtek szamanak csok-
kentése dontd lépést jelenthet pszoriazis klinikai javulasaban.

Deponalasok

A talalmény szerinti megoldashoz példaként bemutatott, ragcsalobol szarmazo hibrido-
ma-sejteket és anti-LFA-3-ellenanyagokat a Budapesti Szerz6dés szerint az ,,American Type

Culture Collection”-ban (Rockville, Maryland, USA) 1991. marcius 5-én deponaltuk, és az

alabbiak szerint azonositjuk:

Jelolés ATCC nyilvantartasi szam
1E6 HB 10693
HC-1B11 HB 10694
7A6 HB 10695
8B8 HB 10696

A transzmembran LFA-3-at kodolo plazmidot tartalmazé bakteriofagot a Budapesti
Szerz8dés szerint deponaltuk az ,/m Vitro International, Inc.”-ndl (Linthicum, Maryland,
USA), 1987. majus 28-an, IVI-10133. nyilvantartasi szam. Ezt a deponalast 1991. junius 20-an

atvittilk az ,,American Type Culture Collection”-ba, és az alabbiak szerint azonositjuk:

Jelolés ATCC nyilvantartasi szam
AHT16[Agt10/LFA-3] 75107

Pl-kapcsolt LFA-3-at kodolo plazmiddal transzformalt E. colit deponaltunk az ,Jn
Vitro International, Inc.”-ndl (Linthicum, Maryland, USA), 1988. julius 22-én, IVI-10180.
nyilvantartasi szam. Ezt a deponalast 1991. jinius 20-an atvittiik az ,,American Type Culture
Collection”-ba, és az alabbiak szerint azonositjuk:

Jelolés ATCC nyilvantartasi szam

p24 63788
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Szekvenciak:
Az alabbiakban &sszefoglaljuk a 6,162,432, szamu USA-beli szabadalmi leirasban be-

mutatott szekvenciakat:

1.

2
3
4
3.
6
7
8

azonositdoszamu szekvencia

. azonositoszamu szekvencia
. azonositdszamu szekvencia

. azonositdszamu szekvencia

azonositdszamu szekvencia

. azonositdoszamu szekvencia
. azonositdszamu szekvencia

. azonositoszamu szekvencia

Ekvivalensek:

- 49 -

: Transzmembran LFA-3 DNS-szekvenciaja

: Transzmembran LFA-3 aminosav-szekvenciaja
: PI-kapcsolt LFA-3 DNS-szekvenciaja

: PI-kapcsolt LFA-3 aminosav-szekvenciaja

: CD2 DNS-szekvenciaja

: CD2 aminosav-szekvenciaja

: LFA3TIP DNS-szekvencidja

: LFA3TIP aminosav-szekvenciaja

Szakember képes felismerni, vagy rutin kisérleteknél nem bonyolultabb modszerekkel

szakember képes kidolgozni a talalmany leirasban ismertetett, elényos megvalositasi modjainak

sok ekvivalensét. Ilyen ekvivalenseket lentebb, a szabadalmi igénypontokban ismertetett, 1gé-

nyelt oltalmi korbe tartozonak tekintiink.
A taldlmany mas elényds megvalositasi modjait az alabbi, szabadalmi igénypontokban

ismertetjik.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. CD2/LFA3-kolcsonhatas inhibitoranak alkalmazasa abnormalis T-sejt-aktivitassal
vagy proliferacioval jellemzett, epidermalis vagy dermalis rendellenesség kezelésére alkalmas
gyogyszer eldallitasara, amelyben a gyogyszer kozeli hullamhossz-tartomanyba es6 UVB-
besugarzassal kombinacioban adandé be.

2. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint az epidermalis vagy dermalis rend-
ellenességet fokozott T-sejtes IFN-y-termelés jellemzi.

3. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint az epidermalis vagy dermalis rend-
ellenesség kronikus gyulladasos rendellenesség.

4. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint az epidermalis vagy dermalis rend-
ellenesség autoimmun rendellenesség.

5. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint az epidermalis vagy dermalis rend-
ellenesség pszoriazis.

6. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint a CD2/LFA-3-kolcsonhatas inhi-
bitora CD2-kotéagens.

7. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint CD2/LFA-3-kolcsonhatas inhibi-
tora LFA-3 CD2-koto fragmense immunoglobulinhoz vagy fragmenséhez fuzionalva.

8. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint a CD2/LFA-3-kolcsonhatas inhi-
bitora LFA-3/IgG fuzids polipeptid.

9. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint a gyogyszer emberben val6 alkal-

mazasra szolgal.
10. LFA-3 CD2-kotd fragmensébdl és IgG konstans régidjabol allo, fizios polipeptid

alkalmazésa pszoriazis kezelésére alkalmas gyogyszer elddllitasara, amelyben a gyogyszer ak-
kora mennyiségli, kozeli hullimhossz-tartomanyba es6 UVB-besugarzassal kombinacioban

adando be, amely elegendd interferon-y mennyiségeinek csokkentésére egy alany epidermiszé-

ben.
11. CD2/LFA-3-kolcsonhatas inhibitoranak alkalmazasa gyulladasos rendellenesség el-

leni gyogyszer eldallitasara, amelyben a gyogyszer kozeli hullamhossz-tartomanyba es6 UVB-

besugarzassal kombinaciéban adand6 be.

12. CD2/LFA-3-kélcsonhatas inhibitoranak alkalmazasa autoimmun rendellenesség el-

leni gyogyszer eldallitasara, amelyben a gyogyszer kozeli hullamhossz-tartomanyba esé UVB-

besugarzassal kombinacioban adando be.
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13. A 12. igénypont szerinti alkalmazas, amely szerint az autoimmun rendellenesség
pszoriazis, cukorbetegség, artritisz, reumatoid artritisz, fiatalkori reumatoid artritisz,
oszteoartritisz, pszoriazisos artritisz, szkler6zis multiplex, enkefalomielitisz, miaszténia gravisz,
szisztémas lupusz eritematozus, autoimmun pajzsmirigy-gyulladas, dermatitisz, atdpias

dermatitisz vagy ekcémas dermatitisz.

s re s

alkalmazasa atopias dermatitisz kezelésére alkalmas gyogyszer elballitasara, amelyben a gyogy-
szer akkora mennyiségli, kozeli hullamhossz-tartomanyba es6 UVB-besugarzassal kombinaci-

Oban adandé be, amely elegendé interferon-y mennyiségeinek csokkentésére egy alany epider-

miszében.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

LI
Lengyel' Zsolt
szabadalmi ugyvivojelolt
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LFA-3 szignalszekvencia

1 ATG GTIT GCT GG AGC GAC (0G GGG GG GCC CTG GG GIC CIC AT GIG
1*Met Val Ala Gly Ser Asp Ala Gly Arg Alo Leu Gly Vol Leu Ser Vol

ss CIG CTG CAC TGC TTT GGT TTC ATC AGC TGT

19 Leu Lteu His Cys Phe Gly Phe Ile Ser Cys

LFA-3

gs TTT TCC CAA CAA ATA TAT GGT GIT GIG TAT GGG AAT GTA ACT TTC CAT

29»Phe Ser Gin Gin tie Tyr Gly Val Vol Tyr Gly Asn Val Thr
139 AGC AAT GIG CCT TTA AAA GAG GIC CTA TGG
Pro Leu Lys Glu Vol
193 GAA CTG GAA AAT TCT GAA TTC AGA T
6sPGlu Leu Glu Asn Ser Glu Phe Arg Ala
247 TTA GAC ACT GIG TCA GGT AGC CIC ACT

47¥Ser

Asn Val

g3 leu Asp Thr

301 GAT GAG TAT GAA ATG GAA TCG CCA AAT

Val Ser Gly

Ser Leu Thr

101PAsp Glu Tyr Glu Met Glu Ser Pro Asn
’,

3ss TAT GIC
1192 Tyr Val

IgG1 (csuklo,
ACT CAC ACA T&C CCA CCG TGC

361 GAC AAA
1212 Asp Lys
415 TCA GIC
139»Ser Val
469 CCT GAG
157?Pro Glu
s23 TIC AAC
175»Phe Asn
577 GAG GAG
193’ Glu Glu
631 CAG GAC
211?GIn Asp
¢as CCA GCC
229 Pro Ala
739 CAG GIG
247?GIln Val
793 CIG ACC
265 Leu T hr
847 AGC AAT
2830 Ser Asn
901 GAC GG&C
301> Asp Gly
9ss CAG GGG
19 Gin Gy

1009 ACG CAG
337 Thr GIn

T hr
TTC
Phe
GTC
val-
TG
Trp
CAG
Gin
TGG
Trp
ccC
Pro
TAC
Tyr
TAC
Cys
GGG
Gy
TCC
Ser
AAC
Asn

Lys

CH2, CH3)

His Thr Cys
CTC TIC CCC
Leu Phe Pro
ACA TGC GIG
Thr Cys Vol
TAC GIG GAC
Tyr Vol Asp
TAC AAC AGC
Tyr Asn Ser
CIG AAT GXC
Leu Asn Gly
ATC GAG AAA
e Glu Lys
ACC CIG CCC
Thr Leu Pro
CTG GIC AAA
Leu Val Lys
CAG CCG GaG
Giln Pro Glu
TTC TTC CIC
Phe Phe Leu

GIC TTC TCA
Val Phe Ser
AGC CTC TCC

Ser Leu Ser

1

Pro Pro Cys
CCA AAA CCC
Pro Lys Pro
GIG GIG GAC
Val Vval Asp
G3C GIG GAG
Gly val Glu
ACG TAC CGT
Ther Tyr Arg
AAG GAG TAC
Lys Glu Tyr
ACC ATC TCC
Thr Ile Ser
CCA TCC CGG
Pro Ser Arg
GGEC TTC TAT
Gly Phe Tyr
AAC AAC TAC
Asn Asn Tyr
TAC AGC AAG
Tyr Ser Lys
TGC TCC GIG
Cys Ser val

CTG TCT CCG
Leu Ser Pro

. abra

Leu

Ttp
TTC

Phe

ATC
le

ATT

Ite

Pro
ARG
Lys
GIG
val
GIG
Vol
GIG
vol
AAG
Lys
AAA
Lys
GAT
Asp
ccc
Pro
ARG
Lys
Crc
teu
ATG
Met

GAT
Asp

Phe His

AAA AAA CAA AAG GAT AAA
Lys Lys Gin Lys Asp Lys
TCA TCT TTIT AAA AAT ARG
Ser Phe Lys Asn Arg
AAC TTA ACA TCA TCA
Asn Leu Thr Ser Ser
GAT ACC ATG AAG TTC
Asp Thr Met Lys Phe

Ser
TAC
Tyr
ACT
T hr

Alo

Asp

Ser

His

val

Cys

Al o

Glu

Ser

T he

Thr

His

TCC

CCT GAA CTC CIG GGG
Pro Glu Leu Leu Gly

ACC CTC ATG ATC TCC

The

Leu Met

lle Ser

CAC GAA GAC CCT GAG
His Glu Asp Pro Glu

AAT GCC ARG ACA AXG

Asn Ala Lys Thr

Lys

AGC GIC CTC ACC GIC

Ser Vol

Leu Thr Vat

AAG GTC TCC AAC AAA
Lys Vol Ser Asn Lys
AAA GGG CAG CCC C&A
Lys Gly Gin Pro Arg
CIG ACC AAG AAC CAG

Leu Thr

Lys Asn GIin

GAC ATC (CC GIG GAG
Asp Ile Ala Vol Glu

ACG CCT CCC GIG TTG

Thr Pro Pro Val

Leu

GTG GAC AAG AGC ARG

Val

Asp Lys Ser Arg

GAG T CIG CAC AAC
Glu Ala Leu His Asn

AAC CTA TGG AAC TGA
Ser Asn Leu Trp Asn e

GIC T&C
Vval Cys

GTA CCA
Vol Pro
GTIT GCA
Val Ala
GTIT TAT
val Tyr
GAT GAA
Asp Glu
TTT CTT
Phe Leu

G&EA GG
Gly Pro
oG ACC
Arg Thr
GIC AAG
val Lys
G GG
Pro Arg
CTG CAC
Leu His
&C C1C
Ala Leu
GAA CCA
Glu Pro
GIC AC
Val Ser
TGG GAG
Tep Glu
GaC TCC
Asp Ser
TGG CAG
Terp GIn
CAC TAC
His Tyr
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