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Izolovany polypeptid, ktery se viZe na faktor 2, asociovany s receptorem TNF (TRAF2)

Oblast techniky

Vynalez se tyka izolovancho polypeptidu, ktery se vaze na faktor 2 asociovany s receptorem
TNEF. izolovan¢ sekvence DNA, kédujici tento polypeptid. vektoru s obsahem této sekvence,
#pusobu izolace tohoto polypeptidu a jeho pouziti pro v¥robu farmaceutickych prostiedkd pro
leCeni stava. asociovanyeh s indukei FN—(B.

Dosavadni stav techniky

Receptorovd super—rodina faktoru nekrozy nadoru/nervového ristového faktoru (TNF/NGF) se
definuje strukturni homologii mezi extracelularnimi oblastmi svych ¢lenh (Bazan, 1. F. (1993).
Current Biology 3. 603-606: Beutler and van Huffel. C (1994), Science 264. 667-8. Smith.
C. A Farrah, T.. and Goodwin, R. G. (1994). Cell 76, 959-962). Riizné Cleny této receptorové
rodiny. mimo dvou receptort p35 TNF a Fas/APOI, nevykazuji ve svych intracelularnich oblas-
tech jasnou strukturélni podobnost. Mezi receptory viak existujc velka podobnost, coz naznacuje,
z¢ sdileji beznou signilni cestu. Jednim prikladem této podobnosti je schopnost nékolika recepto-
ri rodiny TNE/NGF aktivovat transkripéni faktor NF-¢B. Tento bézny rys se pfipisuje schopnos-
(i cytoplazmatického proteinu s nazvem faktor 2 asociovany s reccptorem TNF (TRAF2), ktery
aktivuje NF—B. aby s¢ vazal na strukturné nepodobné intracelularni domény nékolika receplori
rodiny TNF/NGF. Neni znamo na zakladé jakych mechanizmii TRAF2 pisobi a Jaka je odezva
na riizné receptory, na které se vaze.

TRAF2 je ¢len neddvno popsané rodiny proteini nazvané TRAF, ktera zahrnuje nékolik proteind
identifikovanych jako napf. TRAF1, TRAF2 (Rothe, M., Wong S. C.. lHenzel. W. J. and Goeddel.
D (1994) Cell 78: 681-692; publikovana piihlaska PCT WO 95/33051). TRAF3 (Cheng, G..
Cleary, A. M., Ye. Y-s., Hong. D. 1. Lederman, S. and Baltimore. D. (1995) Science 267: 1494—
1498 (1995)) a TRAF6 (Cao, Z.. et al.. {1996a) Nature 383. 443 446)). Viechny proteiny. které
patii do rodiny TRAF, sdileji vysoky stupeii identity aminokyselin na svém C—konei. zatimeo N—
termindlni domény nemusi byt piibuzné. Jak zobrazuji schematické ilustrace TRAF? (obr. & 1),
molekula na svém C—konei obsahuje motiv _ring finger* a dva motivy ..zinc finger™ podobného
TEHIA. C -termindlni polovina molekuly zahrnuje oblast znamou jako .doména TRAF obsahu-
Jici potencilni oblast leucinového .zippru~, kiery se nachdzi mezi aminokyselinami 264 az 358
(nazyva se N=TRAF) a v jiné casti. smérem ke karboxylovému konci domény. mezi aminokyseli-
nami 339 az 501 (nazyvané C-TRAF). ktery odpovida 7a vazani TRAT na receptory a na jiné
molckuly TRAF za vzniku homedimeri nebo heterodimeri.

Aktivace transkriptniho faktoru NF-B je manifestace signalni kaskady iniciované stejnymi
receptory TNF/NGF a 7prosifedkované TRAF2. NF-«B obsahuje &leny rodiny proteind, které
tvofi dimery s homologii s onkogenem Rel, které ve své dimerni formé piisobi jako transkripéni
faktory. Tyto faktory jsou vudypfitomné a podileji se na regulaci exprese vice genll. Ackoliv se
NF-B zpocatku identifikoval jako faktor, kicry je konstitu¢né pfitomny v B busikich ve stadiu
exprese lehkého fetézee Igk, je o ném primarné znamo, 7e pusobt jako indukovatelny transkripeni
aktivator. Ve vétsing zndmych piipadd se NF—B chova jako primarni faktor. pricemz indukce
Jeho aktivity probiha pisobenim pre—existujicich molekul, kieré Jsou piitomné v buitce ve své
neaktivni formé. De-novo syntéza naopak uveliuje indukovatelné transkripéni faktory, které
aktivuji gen NF—B. Uginky NF—R Jsou vysoce pleitropické. Vétsina téchto 0&inki sdili bézné
rysy. jako je jejich rychla indukee extracelularnimi stimuly. Vétsina &inidel a aktivujicich NI B
indukuje imunitni odezvu. Mezi uvedena ginidla patii komponenty viri a bakterii. cytokiny, které
reguluji imunitni odezvu, UV zafeni a dal%i. Rada téchto geni, které jsou regulovany NF (B se
podili na imunitni odezvé (Blank, V., Kourilsky. P.. and Isracl, A (1992). Trands Biochem.
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Sci 17, 135-40: Grilli. M., Chiu. J. J. and Lenardo. M. J. (1993). Int RevCytol: Baeuerle, P. A
and Henkel, T. (1994) Annu Rev Immunol 153. 4357-66),

Jeden hlavni rys regulace NF—B je, 7e tento faktor mize existovat v ¢yloplazmatické vazebné
formé (hez NNA), kters se mize indukoval ke translokaci do Jjédra, K vasbe ne DNA a milze
aktivovat transkripei. Tato dualni forma proteind NF—B se reguluje proteiny rodiny I—B.
Proteiny této rodiny obsahuji domény repetice, Jez se zpoditku stanovily v proteinu ervtrocyti
v ankyrinu (Gilmore, T. D., and Morin, P. . (1993), Trends Genet 9. 427-33). V nestimulované
formé se dimer NF—B objevuje ve spojeni s molekulou [B, kterd se s nim kontaktuje v ¢yto-
plazmé. a brani jeho interakei se sekvenci DNA vazajici sc na NF—B a aktivaci transkripee,
Disociace dimeru 1B od NF—B je kritickym krokem jeho aktivace pomoci fady indukujicich
¢inidel (DiDonato, J. A., Mercurio, F.. and Karin, M (1995}, Mol. Cell Biol. 15. 1302-1 1.
Mechanizmy. které sc podileji na této regulaci. stle nejsou zeela jasné. Také neni zcela objasnén
zplsob, Jak je stanovena bunéén specifita ve vztahu k odpoveédi na rizna éinidla indukujici NF-
kB.

Jednim ¢ nejvice potentnich ¢inidel indukujicich NF—:B je cytokinovy faktor nekrdzy nadoru
{(TNF). Existuji dva rizné receptory. receptor p35 a p75. Jejich sila exprese v riiznyeh bufikach
nezavisle kolisa (Vandcanbeele, P.. Declercq. W, Beyuert, R.. and Fiers. W (1995). Trends Cell
Biol. 5, 392-400). Receplor p75 piednostné adpovida za formu TNF vazanou na buitku (TNF se
exprimuje v obou forméch jako beta—transmembranovy protein i jako rozpustny protein), zatimeo
receptor p35 ucinn€ odpovida za rozpustné molekuly TNF (Grell, M., Douni. E., Wajant, H.,
Lohden, M. Clauss, M. Baxeiner, B.. Georgopolous, S.. Lesslauer, W., Kollias, G.. Pfizenmajer.
K., and Scheurich, P., (1995). Cell 83. 793 -802). Intracelularmi domény dvou receptoril nejsou
strukturné pitbuzné a vazou se na riizné cytoplazmatické proteiny. Alespon &ast G&inkd TNF.
ktere zahruji cytocidalni a&inek TNT a indukei NF—B. se mize indukovat obéma receptory.
lento rys je bunéné specificky. Receptor pSs Je schopny indukovat eytocidalni i¢inek nebo
aktivaci NF «B ve viech burikach. které vvkazuji takové 0¢inky pii odezvé na TNF. Receptor
p75~R muze mit takové ucinky pouse v nékterych buiikach. Jiné buitky. ackoli silng exprimuji
receptor p75-R. vykazuji indukei aginkd pouze pii odezvé na stimulaci receptoru p5S3-R (Van-
deanbeele. P.. Declereq. W.. Beyaert. R, and Fries, W (1995). Trends Ceil Biol. 5, 392-400).
Nezavisle na receptorech TNF, riizn¢ jiné receptory rodiny receptorts TNF/NGF, jako jsou CD30
(McDonald. P. P, Cassatella, M. A Bald. A.. Maggi. E.. Romagnani, S.. Gruss. I1. J.. and
Pizzolo. G.. (1993). Eur. 1. Immunol. 25. 2870 -0.), CD40 (Berberich, 1., Shu, G. I... and Clark.
E. A: (1994), ). Immunol. 153, 4357—-66: Lalmanach-Girard, A. C., Chilles. T. C.. Parker, D. C..
and Rothstein, T. L. (1993). J. Exp. Med. 177, 121 5-1219), beta-receptor lymfotoxinu a v néko-
lika malo typech bungk také Fas/APO] (Rensing-Ehl, A., Hess. S.. Ziegler—Heitbrock., H. W.1...
Ricthmuller. G.. and Engelmann, H. (1995). I. Inlamm. 45. 161-174). jsou schopny indukovat
aktivaci NF~(B. Receptor IL-1 typ | také 0¢inng spousti aktivact NF—B, sdili vétinu 0&inka
receptoru TNF, ale nesdili s nimi zadnou strukturni podobnost.

Aktivace NF—B pii spousténi ruznych téchto receptorii je vysledkem indukované fosforylace

Jeho asociovanych molekul [-¢B. Tato fosforylace vede k degradaci 1-¢B. ke kieré s nejvetsi

pravdépodobnosti dochézi v proteasomu. Podstata kindzy, ktera fosforyluje IB. a mechanizmus
aktivace spoudténi receptoru neni stile jeité znam. V poslednich dvou letech viak vysly najevo
skuteCnosti. jako napriklad identita tfs proteinii asociovanych s receptorem. kieré sc pravdépo-
dobné podili na iniciaci fosforylace (uvedeno na diagramu na obr. & 2a a ¢ 6). 7da se. 7e protein,
ktery se nazyva TRAF2 a ktery na pocatku klonoval D. Goedel a jeho kolegové (Rothe, M.,
Wong, S. C.. Henzel, W. ). a Goeddel, D. V. (1994) Cell 78, 681-692). ma dilezitou ulohu pfi
aktivaci FN-xB pomoci riiznych receptor z rodiny TNF/NGF, Protein, ktery, kdyz je silng
exprimovan, mize samostatné zpiisobit aktivaci FN—B, miZe se vizat na aktivovany receptor
P75 TNF-R (Rothe M., Wong, S. €., Henzel, W. I. a Goeddel, D. V., (1994) Celi 78, 681-692),
na beta-receptor lymfotoxinu (Mosialos, G.. Birkenbach. M.. Yalamanchili, R.. VanArsdale. 1.
Ware, C.. and Kieff, E., (1995) Cell 80. 389-399), na CD40 (Rothe, M., Sarma, V.. Dixit. V. M..
and Goeddel. D. V. (1993a), Science 269, 1424- 1427) a na CD-30 (data nejsou publikovana)
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a tim mize zprostfedkovat indukci NF-B, TRAF2 se nevaze na receptor p35 TNF ani na
Fas/APOIL, aviak mize se vizat na protein asociovany s receptorem p3S. kiery se nazyva
TRADID. TRADD ma schopnost se vézat na protein asociovany s Fas/APOI, jenz se nazyva
MORTI (nebo FADD, popisuje se v publikacich Boldin, M. P.. Varfolomeev. E. T Pancer, 7.,
Mett I L Camonis, L 1L and Wallach, D, (19950). J. Biol. Chem, 270, TT95-7798; a Bol-
dm. M. P. etal, (1996) Cell 85, 803-815). Jiny protein, kiery vzdjemné reaguje s receptorem, se
nazyva RIP (Stanger. B. Z. et al., (1995) Cell 81, 513-523). Je také schopen vzajemné reagovat

s TRAF2, stejné jako s FAS/APOL, TRADD, s receptorem p35 TNF a s MORT-1. Zatimco RIP

Je spojen s indukei bunétné cytotoxicity (odumirani bunék), jeho schopnost vzajemné reagovat

s TRAFZ také zplsobuje aktivaci NF-¢B. Miize navic také stouzit k zesileni interakce meri
FAS/APOI. MORT-I. p53 TNT receptorem a TRADD s TRAL? pi1 cesté. ktera vede k aktivaci
NF-B. Tyto asociace zjevné umoziuji p55 TNF receptoru a Fas/APO] spustit aktivaci NF—:B
{(Hsu. H.. Xiong, J.. and Goeddel, D. V. (1995), Cell §1. 495-504: Boldin, M. P.. Varfolomeev.
E.E. Pancer, Z.. Mett, I. L.. Camonis. J. H.. and Wallach, D., (1995b). J. Biol. Chem. 270,
7795-7798: Chinnalyan. A. M., ('Rourke, K_, Tewari, M.. and Dixit, V. M. (1995) Cell 81, 305
S12: Varfolomeev. E. E., Boldin, M. P., Goncharov. T. M., and Wallach, DD. (1996), ). Exp. Med.
In press). Spusiéni aktivace NF—B receptorem IL~1 se objevuje nczavisle na TRAF2 a mize
zahrnovat nedavno klonovanou proteinovou kindzu asociovanou zreceptorem [L- 1, kterd se
nazyva IRAK (Croston, G. E.. Cao. Z.. and Goeddel, D. V.. (1995). ). Biol. Chem. 270, 16514—
7).

Mechanizmus pisobeni TRAF2 neni jasny. ldentifikovalo se nékolik cytoplazmatickych mole-
kul. které se vazi na TRAF2 (Rothe, M., Wong S. C.. Henzel, W. J. and Goeddel. D (1994) Cel
78: 681-692: Rothe, M., Pan. M. G., Henzel, W. J.. Ayers, T. M., and Goeddel. D. V. (1993b),
Cell 83, 1243-1252). Informace o téchto molekulach viak neposkytuji odpovéd' na otazku, jak
[RAF2. ktery sim nevykazuje enzymatickou aktivitu, spousti fosforylaci 1—B. Informace
o mechanizmu, ktery urcuje bundéné specificky patern aktivace TRAF2 pomoci riiznych recepto-
rii tak, jak se pozoruje v piipadé indukce NF—.B pomoci dvou TNI receptor(. tak¢ neexistuji,

Mima to. co se uvadi shora v textu o riiznych TRAF proteimech. je nutné poznamenat, 7¢ TRAF2
se vaze na receptory pS3 (CD120a) a p75 (CD120b) INF. stejné jako na nekolika dalgich recep-
torl 2 rodiny TNF/NGF, bud’ pitmo nebo nepiimo pres adaptorové proteiny. V této souvislosti se
zmifwje receptor FAS/APO! a adaptoroveé proteiny MORT-1, TRADD a RIP. TRAF? je
nezbytny pri aktivaci NF B (Wallach. D). (1996) Fur. Cytokine Net. 7. 713- 724). TRAF3 viak
inhibuje aktivaci NF=B prostiednictvim nckterych receptorti z rodiny TNF/NGF (Rothe, M..
Sarma, V.. Dixit, V. M., and Goeddel, . V. (1993a}, Science 269, 1424-1427). zatimeo TRAF6

Je nezbytny pii indukei NF—B prostiednictvim receptoru 1L~1 (Cao. Z., ¢t al., (1996a) Nature

383,443 446)).

Co se ty¢e aktivace NT—(B a jejiho vyznamu pro schopnost buftky prezit, nebyly dosud jasne
vysvetleny riizné intracelularni cesty, které se podilcji na uvedené aktivaci. Napfiklad problémem
stale zistava, zda se riizné proteiny TRAF udastini aktivace pitmo nebo neprimo.

Co se tyce riznych Elend receptorové rodiny TNF/NGF a jejich asociovanych intracelularnich
signalnich cest, které zahrnuji rizné adaptorové, medidtorové/modulatorové proteiny (uvedeno
v izraelsk¢ patentové prihlasee & 114615, 114986, 115319, | 16588), ligandy TNF a FAS/APQO],
mohou mit na buitku oba G¢inky, jak pfinasejici benefit. tak i destrukéni. TNF se napiiklad podili
na obran¢ erganizmu proti nadorim a infek&nim Ginidliim. podili se také na zhojeni poranéni a to
prostrednictvim indukee usmreeni nadorovych bunék a virem infikovanych bunék a posilenim
antibakterialnich aktivit granuloeyti, V téchto pfipadech je odumirani bunck vyvolané TNF
zidouci. U¢inek TNF mize byt také skodlivy. Je znamo, 7¢ TNF jsou hlavnim patogennim ¢inid-
lem pfi fadé onemocnéni, jako je septicky Sok, anorexie, revmatické onemocnéni, zanétlive reak-
ce a reakee implantat versus hostitel, V takovych pfipadech odumirani bunék vyvolané TNF neni
zadouci. Také napriklad ligand FAS/APO] ma pozitivai a negativni Géinky. Uvedeny ligand
FAS/APO1 indukuje prostiednictvim svého receptoru odumirani autoreaktivnich T bunék behem
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Jejich maturace. To znamena odumiréni T bunék. kieré rozeznavaji vlastni antigeny béhem svého

vyvoje a tim piedchdzeji autoimunnimu onemocnéni. Dale, rizné maligni buiky a bunky infiko-
vané HIV nesou na svém povrchu receptor FAS/APO1 a mohou se tak znicit aktivaci uvedeného
receptoru prostfednictvim jeho ligandu nebo k nému specifickych protitatek, ¢imz tento receptor
zprostiediauje aktivaci odumirdni bungk (apupioeu) iniraceluiam{ cestou. Keceptor FAS/APOI
mize zprostiedkovat skodlivé U¢inky. Jde napfiklad o nefizené odumiréni tkané, kieré se pozoru-

Je u jistych onemocnéni, jako je akutni hepatitida, ktera Je doprovazena poskozenim bunék jater,

Z 10ho, co bylo uvedeno shora v textu, vyplyva. Ze imenovité receptory rodiny TNF/NGF mohou
ha jedné strané indukovat cestu odumirani bunék a na druhé strané indukuji cestu preziti bunék
(prostiednictvim indukce NF-(B). Zjevné existuje intracelularni rovnovaha mezi témito dvéma
opa¢nymi cestami. Je-li nutné naptiklad dosdhnout maximalniho poskozeni bungk zhoubného
bujeni nebo jinych infikovanych nebo nemocnych bunék. je nutné mit ligand TNF a/nebo
FAS/APOL, ktery indukuje pouze cestu odumirani bunék. aniy se indukuje NF B. Naopak,

Jestlize je nutna ochrana bunék. jako napfiklad pfi zdnétu nebo pii reakcei implantét versus hosti-

tel. pfi akutni hepatitidé, musi se zablokovat indukce odumirani bunek zpusobené ligandem TNF
a/ncbo FAS/APOIT a zesilit indukee NF—B. Navic pii jistych patologickych okolnostech je nutné
zablokovat intracclularni signaini cestu zprostiedkovanou receptorem p75 TNF a receptorem 11—
. zatimco v jinveh pFipadech je nuiné zesilit tyto uvedené intracelularni cesty.

Podstata vvnalezu

Podstatu vynalezu tvoii izolovany polypeptid. ktery sc vaze na faktor 2, asociovany s receptorem
INF (TRAF2) a moduluje aktivitu nukleariho faktoru B (NI'—B). polypeptid je tvofen a)
sckvenci aminokyselin. kodovanou nukleotidovou sekvenci SEQ [D No:3. sekvenci aminokyse-
lin, kédovanou nukleotidovou sekvenci SEQ 1D Not6. nebo sekvenci ammokyselin SEQ D
No:7.b) sckvenci aminokyselin, ktera je fragmentem a) ktery se vaze na TRAF2 a moduluje akti-
vitu NF—B, ¢) sekvenci aminokyselin, ktera Je analogem a) nebo b). obsahuje méné nez deset
zmen v sekvenci aminokysclin a) nebo b) a kterd se vaze na TRAF? a modulujc aktivitu NF—B.
d) derivatem a), b) nebo ¢), kterv se vaze na TRAF? a moduluje aktivitu NI'-.B.

Nove proteiny podic vynalezu jsou proto pimymi modulatory/mediatory intracelularni biologic-
ke aktivity TRAF proteini (napf. indukce aklivace NF B prostiednictvim TRAF2 a TRAF6
a inhibice aktivace NF—B prostiednictvim TRAF3),

Nove proteiny podle vynalezu jsou neprimymi medulatory/medidtory intracelularni biologické
aktivity fady riznych jinych proteini. které jsou schopny pFmo nebo neptimo vzdjemné reagovat
s proteiny TRAF (napf. receptor FAS/APO]. p35 TNF., p75 TNF, IL-1 a jejich asociovanymi
proteiny. jako je napfiklad MORT-1, TRADD. RIP),

Dale vynalez popisuje antagonisty (napf. protilatky, peptidy, organické slouceniny nebo dokonce
nckleré izotormy) novych proteind, které se vazi na TRAE. Zahruje jejich izoformy, analogy.
fragmenty a derivaty, které se mohou pouZit pfi inhibici signalnich procesti nebo specifiété)i pri
inhibici aktivace NF—B a stim spojenych procescch preziti bunék. Jestlize proteiny podle
vynalezu vazajici se na TRAF nebo protein TRAF. na Ktery se vdzi (napi. TRAF3), jsou samy
inhibitory aktivace NF-B, pak vynalez zahrnuje antagonisty téchto proteini, kieré se vazi na
TRAF, za (cetem aktivace signalniho procesu nebo specifiCté)i zablokovani inhibice aktivace
NF-B a tak zesileni aktivace NF-B, fe-li to nutné.

Dale vyndlez popisuje pouziti novyeh proteind vazajicich se na TRAF. jejich izoforem, analogu,
fragmenti a derivatd za Géelem izolace a charakterizace daliich protein( nebo faktord, které se
mohou podilet na regulaci aktivity proteinit TRAF a/nebo receptorové akuvity, jak se¢ uvadi shora
v textu. Jde naptikiad o proteiny. kieré se mohou vazat na proteiny TRAF a mohou ovlivnit jejich
aktivitu. Dale se mohou pouzit za (celem izolace nebo identifikace Jinych receptorti nebo jinych
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celularnich proteini dale upstream nebo downstream v signalniin procesu (procesech), na které
se uvedené nove proteiny, analogy. fragmenty a derivaty vazi, a proto se také podileji na jejich
funkei.

Dale vynilez bitory, kieid se moliou zavési do bunék 7a Géelem vazby nebo inter-
akce s novymi proteiny vazajici TRAF a s Jejich moznymi izoformami. Tyto inhibitery mohou
zpusobit inhibici aktivity asociované s proteiny TRAF napfiklad pfi aktivaci NF—(B a tak. je-li to
nutné, mohou inhibovat aktivaci NF—B: nebo mohou zpusobit inhibici inhibiéni TRAF-asocio-
vané aktivity (napi. TRAF3) pii aktivaci NI—B a tim, je-li to nutné posilit aktivaci NIF—B.

A1

Vyndlez dale popisuje pouziti shora v textu uvedenych novych TRAF vézajicich proteini, Jejich
izoforem a analogh a derivatd jako antigenii pfi pfipravé jejich polyklonalnich a monoklonalnich
protilatck. Naopak, protilatky se mohou pouzit pfi Cisténi novych proteind z riznveh zdroji, jako

Jsou napFiklad bunééné extrakty nebo transformované bunééné linie.

Dile se protilatky mohou pouzit pro diagnostické Gcely. napt. pti identifikaci poruch spojenych
s abnormalni funkcet bunéénych d¢ink zprostedkovanych piimo proteiny TRAF nebo zprostied-
kovanymi receptorem pS5 TNF, receptorem FAS/APOL nebo jinymi pribuznymi receptory
a jejich asociovanymi bunéénymi proteiny (napi. MORT-1. TRADD. RIP). které pisobi pfimo
hebo nepfimo, za icclem modulace/zprostiedkovani intracelulirich procesil prostiednictvim
interakee s proteiny TRAT.

Dale vynalez popisuje farmaceutické kompozice. které obsahuji shora uvedené nové proteiny
TRAF. jejich izotormy nebo analogy. fragmenty nebo derivaty. stejné jako farmaceutické kom-
pozice. které zahrnuji shora uvedend protilatky nebo jiné antagonisty.

V souladu s vynalezem se izolovala fada novyveh proteini vazajicich se na TRAF. zvlaate pro-
teiny vazajici se na TRAF2. Tyto proteiny vazajici s¢c na TRAF2 vykazuji vysokou specifitu
vazby na TRAF2 (uvedeno v piikladech déle v textu) a proto jsou moduldtory a mediatory intra-
celularni aktivity TRAF2. TRAF? se podili na modulaci a zprostfedkovani nejméne Jedné intra-
celularni signdlni cesty. kterd se vztahuje k cesté preziti nebo Zivotaschopnosti buitky, pri které se
pfimo pedili TRAF2 na aktivaci NF—.B. Klerv ma ustiedni dlohu pro preziti bunky. Ve skuteg-
nosti jeden 7 téchto novyeh proteini nazyvany NIK (.kindza indukujici NF—.B) se vize na
TRAF2 a stimuluje aktivitu NF B. Protein NIK Je kinaza sdilejici sckvenéni podobnost s néko-
lika MAPKK kinazami (uvedeno dale v textu). Dale TRAI? tim, 7¢ je schopen piimé ncho
nepfimé interakce se shora uvedenyin receptorem p55 TNF, p75 TNF. receptory FAS/APOI
as jejich asociovanymi proteiny MORT-1, TRADD a RIP. Je také medidtorem nebo modulato-
rem indukce NF—¢B nebo aktivace aktivity. kterd nalezi uvedenym receptoriim. TRAF2 je proto
moduldtor/mediator bunééné cesty schopnosti preziti (coZ je opak bunéiné cesty odumirani)
zprosttedkované témito receptory a jejich asociovanymi proteiny, pficemz rozsah interakce mezi
uvedenymi receptory a/nebo proteiny s TRAF2 je dilezity faktor aktivity téchto receptorii (kdyz

Jsou aktivovany jejich ligandy) jmenovité Jestli bunky preziji nebo odumfou. Proteiny podle

vynalezu napf. protein NIK ma klicovou tlohu pit této interakei mezi TRAF2 a jinymi protei-
ny/reeeptory. s kterymi TRAF2 vzajemné reaguje, coz jsou proteiny jako NIK, kieré specilickou
vazbou na TRAT2 budou modulovat jeho akiivitu afnebo budou mit syou aktivitu modulovanou
interakei s TRAF2,

Proteiny vizajici se na TRAF, jako jsou napr. proteiny vazajici se na TRAF?2 zahrnujici NIK, se
izolovaly a klonovaly za pouziti dvouhybridniho systému, ¢asteéné nebo pln¢ sekvenovaného
a charakterizovaného a jak je v detailech popsano dale v textu. jevi se byt vysoce specifickymi
proteiny vzajicimi se na TRAF2 a proto jsou specifickymi modulatory/mediatory TRAF2.

Termin aktivita proteinu TRAF, napt. aktivita TRAF2. znamend aktivitu pfi modulaci/mediaci pfi
ceste preziti bunek. zvIasie pti indukei/aktivaci NF B Termin aktivita proteinu vazajiciho se na
TRAF. zvidste proteinu vazajiciho se na TRAF2, znamena modulaci/mediaci aktivity TRAF,
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zvlaste aktivity TRAF2 acinkem jejich specifického navazani na TRAT. zvIdété na proteiny
TRAF2. Tato modutace/mediace zahruje modulaci/mediaci pieZiti bunék, zvIaste tch, kieré se
vztahuji k aktivacifindukei NF-¢B, na kter¢ se proteiny TRAF. zvI4s(e TRAF2, piimo nebo
nepfimo podileji a tak se TRAF nebo TRAF2-vazajici proteiny mohou povaZovat za nepiimé
medulitory/medidtory viceh shoia uvedenyeh proteini a pravdépodobné rady jinych, které se
podileji na pfeziti buiky, zvlasté na aktivaci/indukei NF—B, a na kter¢ s¢ vaZe protein TRAF2
(nebo jiné proteiny TRAF) nebo se kterymi TRAF2 (nebo jiné proteiny TRAF) vzajemné rcaguje
pfimym nebo nepfimym zpiisobem.

Vynalez dile popisuje sekvenci DNA kadujici protein schopny se vizat na molekulu asociovanou
s receptorem faktoru nekrozy nadoru.

Jedno provedeni vynalezu popisuje sekvenci DNA kddujici protein schopny vazat se na TRAF2,

Jiné provedeni vynilezu je sekvence DNA kadujici protein schopny se vazal nejméné na amino-
kyselinové zbytky 222 az 501 aminokyselinové sekvence TRAL?.

Jiné provedeni sckvence DNA podle vynilezu zahrnuje:

(@) sekvenci ¢cDNA zde designovaného klonu 9. ktery obsahuje nukleotidovou sekvenci znazor-
nénou na obr. ¢, 3a;

(b) sekvenci ¢cDNA zde designovaného klonu 10. ktery obsahuje nuklcotidovou sckvenci zng-
zornénou na obr. ¢, 4:

{¢) sekvenci cDNA zde designovaného klonu 15. Klery obsahuje nukleotidovou sekvenci zna-
zornénou na obr. ¢, Sa;

(d) fragment sekvence (a) a7 (c). kterv kéduje biologicky aktivni protein schopny vézat se na
nejméné 222 az 501 aminokyselinovou sekvenci TRAF?:

(e) sckvenci DNA schoprou hybridizovat se sekvenci (a) az (d) »a modulaéné striktnich pod-
minek. pticemz uvedend sekvence koduje biologicky aktivni protein schopny vézat se na
nejméné 222 a2 501 aminokyselinovou sckvenci TRAF2: a

(f) sekvenci DNA. ktera sc degeneruje jako vysledek genctického kédu sekvence DNA
definované v odstaveich (a) az (¢) a ktera koduje biologicky aktivni protein, ktery je schop-

ny se vazat na ngjméné 222 az 501 aminokysclinovou sekvenci TRAF2,

Jeste v dalsim provedeni vynalezu sckvence DNA podle vynilezu uvedené shora v textu zahr-
nuje:

Sekvenci DNA vybranou ze skupiny sckvenci, které jsou obsazeny ve zde designovanych klo-
nech e DNA 9 a4 15;

Sekvenci DNA, kterd kdduje protein, ktery také mize modulovat aktivitu NF—B: a

Sekvenci DNA vybranou ze skupiny sekvenci. kter¢ jsou obsazeny ve zde designovaném klonu
¢DNA 10.

Dal3im preferovanym provedenim vynélezu shora uvedenych sckvenci DNA podle vynalezu je
schvence DNA obsahujici sekvenci DNA, kterd Koduje protein NIK (.kindzu indukujici NF—B).

-6 -
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Provedeni shora uvedené sekvence DNA podle vvnalezu Koduyici protein NIK zahrnuje:

(i) sekvenci DNA kédujici protein NIK. jeho izoformy, fragmenty nebo analogy, uvedeny NIK,
jeho fragmenty nebo analogy jsou schopny se vdzai na protein TRAFZ a jsou schopny
modulovat aktivitu NF—.B:

(1) sekvenci DNA. jako v odstavei (i) vybranou ze skupiny obsahujici:
(a) sekvenci cDNA ziskanou 2 kodujiei oblasti nativiiho proteinu NIK:

{b) sekvence DNA schopné hybridizovat se sekvenci uvedenou v odstavei (a) za mirné
omezenych podminek a kddovat biologicky aktivni protein NIK; a

(¢) sekvence DNA. kter¢ se degeneruji jako vysledek genctického kodu sekvenci definova-
nych v odstaveich (a) a (b) a kieré kéduji biologicky aktivni protein NIK:

(i11) sekvence DNA jako v odstavei (i) nebo (ii) uvedené shora v textu obsahujici ncjméng cast
sekvence uvedené na obr. ¢. 6 a kodujici nejméné jeden aktivni protein NIK. jeho izoformu.,
analog ncho fragment:

(iv) sckvence DNA jako v odstavei (iii) uvedeném shora v textu kodujici protein NIK., izoformu,
analog nebo fragment, ktery ma nejméné Gast aminokyselinové sekvence uvedené na obr.
¢ 6.

Déle vynalez popisuje proteiny nebo polypeptidy kodované DNA kodujici sekvence podle vyna-
lezu uvedené shora v textu, izoformy. analogy. fragmenty a derivaty uvedenych proteind a poly-
peptidi, které jsou schopny se vizat na protein TRAF2. s vyhodou na nejmeéne aminokyseliny
222 a7 501 proteinu TRAF2. Provedeni téchto proteini/polypeptidii a Jejich izoforem, analogi,
fragmenttt a derivatd podle vynalezu zahrnuje:

(a) protein kodovany zde oznacenym klonem 10;

(b) protein, jeho izoformy, fragmenty, analogy a derivaty, kterym Je protein NIK jeho izoformy,
fragmenty, analogy a derivaty kédované shora uvedenymi sekvencemi DNA. které koduji
uvedeny protein NIK, izoformy, analogy., fragmenty a derivaty; a

(¢) protein NIK. jeho izoformy. analogy, fragmenty a derivity, kiery je kédovin shora uvedeny-
mt sckvencemi DNA kodujicimi uvedeny protein NIK, izoformy, analogy. fragmenty a deri-
vaty. kde uvedeny protein, izoformy, fragmenty a derivaty maji nejméné Cast aminokyse-
linov¢ sekvence uvedené na obr. . 6.

Vynilez dale popisuje vektor obsahujici libovolnou ze shora uvedenych sekvenci DNA podlc
vynalezu, kierd je schopna byt exprimovéna v hostitelskych buiikach vybranych ze skupiny zahr-
nujici prokaryontni a eukaryontni hostitelské buiiky: pficemz transformované prokaryontni
a eukaryontni buiiky obsahuji uvedeny vektor.

Vynalez dale popisuje spiisob produkee proteinu, izoformy. analogu, fragmentu ncho derivatu
kédovaného libovolnou ze shora uvedenych sekvenci DNA podle vynilezu, ktery zahrnuje kulti-
vaci shora uvedenych transformovanych hostitelskych bunék za podminek vhodnych pro expresi
uvedencho proteinu, izoforem, analogii, fragmenti nebo derivati. které ovliviwgji posttranslacni
modifikaci, aby vznikl uvedeny protein, izoforma, analog, fragmenty nebo derivaty a izolaci uve-
dencho exprimovaného proteinu. izoforem. analogll, fragmentii nebo derivatii.
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Vynalez dale popisuje protilatky nebo jejich aktivni fragmenty nebo derivaty, které jsou speci-
fické pro shora uvedené proteiny vazajici se na TRAF. jejich analogy, izoformy. fragmenty nebo
derivaty nebo které jsou specifické pro protein NIK, jeho izoformu. analog, fragment nebo deri-
vat uvedeny shora v textu.

Vynalez dale popisuje nasledujici testovaci metody:

(i) 7pisob testovani ligandu schopného vazat se na protein podle vynalezu, jak se popisuje
shora v textu, zahrnujici jeho izoformy. analogy, tragmenty nebo derivaty. Tento zpisob
zahrnuje kontakt matrice afinitni chromatografie, ke které je upevnén uvedeny protein, jeho
izoforma. analog, fragment nebo derivat, s bunéény extraktem, piicemz ligand se navaze na
uvedenou matrici. Zpisob déle zahruje eluci. izolaci a analyzu uvedeného ligandu.

(i) Zpusob testovani sekvence DNA kddujici ligand schopny vazat se na protein, izoformu, ana-
log. fragment nebo derivt podle vynalezu, jak se popisuje shora v textu, ktery zahrnuje apli-
kaci kvasinkové dvou-hybridni procedury, ve které sekvence kodujici uvedeny protein, izo-
formu, analog. derivat nebo fragment je nesena jednim hybridnim vektorem a sekvence
7 cDNA nebo z genomové knihovny DNA jsou neseny druhym hybridnim vektorem. Dale
postup zahrnuje transformaci kvasinkovych hostitelskych bunék uvedenymi vektory, izolaci
pozitivng transformovanych bunék a extrakei uvedeného druhého hybridnihe vektoru za
ucelem ziskani sekvence kddujici uvedeny ligand.

Podobne¢ vyndlez popisuje zplisob izolace a identifikace protein. izoforem, analogl. fragmenti
podle vynalezu uvedenych shora v textu, které jsou schopny se vazat primo na TRAF?2. Uvedeny
zpusob zahrnuje aplikaci kvasinkové dvouhybridni procedury. ve kier¢ sekvence kodupici
uvedeny TRAFZ je nesena jednim hybridnim vektorem a sekvence z cDNA nebo 2 LEnomove
knihovny DNA je nesena druhym hybridnim vektorem. Dale postup zahrnuje transformaci
kvasinkovych hostitelskych bunék uvedenymi vektory. izolaci pozitivné transformovanych bunék
a extrakei uvedeného druhého hybridniho vektoru za delem ziskani sekvence kodujici uvedeny
protein, ktery se vaze na uvedeny TRAF2.

Vynalez ddle popisuje zplsob modulace nebo mediace aktivity NF-4B v buiikach nebo libovol-
nou jinou intracelularni signalni aktivitu modulovanou nebo zprostiedkovanou TRAF2 nebo Jiny-
mi molekulami nebo jejich izoformou, analogem. fragmentem nebo derivatem podle vynalezu.
Uvedend metoda zahrnuje 1écbu uvedenyeh bunék. Do uvedenyeh bunék se zavede jeden nebo
vice uvedenych proteini, jeho izoforem, analogi, ragmentii ncho derivata ve formé vhodné pro
Jeho intracelulari indukei nebo se do uvedenych bunck zavede sekvence DNA kodujici uvedeny
Jeden nebo vice proteind, jeho izoformy. analogy. fragmenty nebo derivaty ve formé vhodného
vektoru nesouciho uvedenou sekvenei, Uvedeny veklor je schopny provést inzerci uvedené
sekvence do uvedenych bunék takovym zpiisobem. Ze uvedena sekvence se exprimuje v uvede-
nych buiikach.

Provedeni vynalezu tykajici sc zminéného zpisobu modulace/mediace aktivity NF- B v buiikach
nebo libovelné jiné intraceluldrni signdlni aktivity modulované nebo eprostredkované TRAF2
nebo jinymi molekulami zahrnuje:

(i) Zpusob. kde sc do i¢Cenych bunck zavede sekvence DNA kédujici uvedeny protein, izofor-
mu, fragment, analog nebo derivat ve formé vhodného vektoru, ktery nese sekvenci. Uvede-
ny vektor je schopen zplsobit inzerci uveden¢ sekvence do uvedenych bunsk zplsobem,
ktery umoziuje expresi uvedené sckvence v uvedenych burikach.
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(1) Zpisob. kde uvedené lécené burky se transfekuji rekombinantnim zvitecim virovym vekto-
rem. Uvedeny zplisob zahrnuje:

(a) konstrukei rekombinantniho zvifeciho virového vektoru, ktery nese sekvenci kodujici
virovy povrchovy protein (ligand), ktery je schopen se vazat na specificky povrchovy
bunécny receplor na povrchu uvedenych bunék za Gcelem [é¢hy. a druhou sekvenci
kodujici protein vybrany z uvedeného proteinu, izoforem, analogil, fragmentii a deriva-
ti podle vynalezu, ktery, kdyZ se exprimuje v uvedenych buikach, je schopen modulo-
val/zprostredkovat aktivitu NF—:B nebo libovolnou jinou intracelularni signalni aktivitu
modulovanou/zprostedkovanou TRAF2 nebo jinymi uvedenymi molekulami: a

(b) infeker uvedenych bunék uvedenym vektorem zmifiovanym v odstavci (a).

Vynales dile popisuje zpisob modulace TRAF?2 modulovaného/zprostiedkovaného Gginku na
budky. Zpusob zahrnuje aplikaci protilatck nebo jejich aktivnich fragmentii nebo derivatir podle
vynalezu na uvedené buiiky. Uvedena aplikace na buiky se provadi vhodnou kompozici, ktera
obsahujc protilatky. jejich aktivni fragmenty nebo derivaty, kde v pripade. Ze protein varzajici se
na TRATF2 nebo jeho Casti jsou na extracelulirnim povrehu uvedenych bungk, je komporzice
pripravena za Gcelem extracelularni aplikace a kdyz uvedené proteiny vazajici TRAF2 jsou
intraceluldmi, pak uvedené kompozice je pripravena za uéelem intracelularni aplikace.

Jiné zplsoby podle vynalesu pro modulaci/TRAF2 modulovaného/zprostredkovaného téinku na
buniky zahrnuji:

(1) Zpiisob aplikace oligonukleotidové sekvence na uvedené buitky. Oligonukleotidova sekven-
ce koduje antisense sekvenci alespoi ¢asti schvence DNA kodujici protein vazajici se na
TRAIZ. Touto sekvenci je libovoind sekvence podie vynalezu, je? se uvadi shora v textu.
Uvedend sckvence je schopna blokovat cxpresi proteinu vazajiciho se na TRAF2.

(i1) Zpiisob jako v odstavei (i). kde oligonukleotidova sckvence se zavede do uvedenych bunék
prostiednictvim rekombinantniho viru, jak se uvadi shora v textu, pFicem? uvedend sekun-
darni sckvence uvedencho viru kéduje uvedenou oligonukleotidovou sekvenci.

(1ii

—_—

Zpisob obsahujici aplikaci ribozymového postupu, kde vektor kodujici ribozymovou
sekvenct a schopny reagovat se sekvenci bunééné mRNA kodujici protein vazajici se na
TRAFZ, izoformu. analog. fragment nebo derivat podie vynalezu, je zaveden do uvedenych
bunck ve forme, kierd umoziuje expresi uvedené ribozymové sckvence v uvedenych buii-
kach. Vektor v piipade. Ze uvedena ribozymova sekvence se exprimuje v uvedenych bui-
kach, vzdjemné reaguje se sekvenci bunééné mRNA a $tépi uvedenou sekvenci mRNA. co
vede k inhibici exprese uvedeného proteinu vazajiciho se na TRAF2 v uvedenych burnkach,

Je nutné poznamenat, Ze ve viech shora uvedenych zpusobech podle vynalezu proteinem podle
vynalezu miiZe byt zvldste NIK nebo prinejmensim jedna 7 jeho izoforem, analogli, fragment(
a derivatq.

Shora uvedené metody nebo jejich provedeni podle vynélezu zahrnuji také zpusob prevence nebo
lécby patologickych podminek asociovanyeh s indukei NF—¢B nebo s libovolnou Jinou aktivitou
zprostredkovanou proteinem TRAF2 nebo jinymi molekulami, sc kterymi se protein. izoforma.
analog, fragment nebo derivat podle vynalezu vazi. Uvedeny zpiisob zahm uje aplikact pacientovi
efektivniho mnozstvi proteinu. izoformy, analogu, fragmentu nebo derivatu podle vynalezu nebo
malekuly DNA je kodujici nebo molckuly schopné porusit interakei uvedeného proteinu, izofor-
my. analogu, fragmentu nebo derivatu podle vynalezu s TRAF2 nebo s libovolnou Jinou molekuy-
lou. na kterou se uvedeny protein, izoforma, analog, fragment nebo derivat vaze. PH tomto
7plisobu uvedenym proteinem podle vynélezu aplikovanym pacicntovi mize byt specificky pro-
tein kodovany klonem 10, NIK, izoforma, analog. derivat nebo fragment proteinu NIK nebo
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molekula DNA. kterd ho koduje. Protein kédovany klonem 10 pésobi inhibici indukce NF—B,
stejné jako jiné fragmenty NIK., zatimco NiK indukuje aktivaci NF—B.

Vynalez dile popisuje farmaccutickou kompozici vhodnou pro modulaci TRAF2 modulované-
ho/zpiosifedkovandho G¢inku na buiky, ktera obsahuje jako aktivni ¢inidlo nejméné jeden z pro-
teinit podle vynalezu vazajiciho se na TRAF2, jeho biologicky aktivni fragmenty, analogy. deri-
vaty nebo jejich smési.

Jine farmaceutické kompozice nebo jejich provedeni podle vyndlezu zahrnuji:

(i) Farmaceutickou kompozici uréenou pro modulaci Géinku na buriky modulovaného/zpro-
sticdkovaného proteinem TRAF2, kiera obsahuje jako aktivni latku rekombinantni zvifeci
virovy vektor kédujici protein schopny vazat sc na bunécny povrchovy receptor a kddujici
nejméné jeden protein vazajici se na TRAF2. izoformu. aktivni fragmenty nebo analogy
podle vynalezu.

(i) Tarmaceutickou kompozici vhodnou pro modulaci a¢inku na buiiky modulovaného/zpro-
stfedkovaného proteinem TRAF2. kterd obsahuje jako aktivni latku oligonukleotidovou
sckvenci Kadujici anti-sense sekvenci sekvence mRNA proteinu vazajiciho s¢ na TRAF2
podle vynalezu.

Dalsi provedeni shora uvedené farmaccutické kompozice Je zvlaste farmaceuticka kompozice
vhodnd pro prevenci nebo 1ésbu patologickych podminek asociovanych s indukei NF—B nebo
s libovolnou jinou aktivitou zprostredkovanou TRAF2 nebo Jinymi molekulami, na které se vaze
protein, analog, izoforma. fragment nebo derivat podle vynalezu. Uvedena kompozice obsahuje
ucinné mnoZstvi proteinu, analogu. izoformy. fragmentu nebo derivatu podle vynalezu nebo
molekulu DNA je kédujici nebo molekulu schopnou poskodit interakei uvedeného proteinu,
izoformy, analogu, fragmentu nebo derivatu podle vynalezu s TRAF2 nebo libovolné jiné mole-
Kuly. na kterou s uvedeny protein, izoforma, analog, fragment nebo derivat vaze. V jesté dal§im
specifickém provedeni vynalezu uvedend farmaceuticka Kompozice obsahuje G&inné mnozstvi
proteinu kodovaného klonem 10, proteinu NIK. izoformy. analogu, derivatu ncbo fragmentu
proteinu NIK nebo molekuly DNA je kédujici,

V jiném specifickém provedeni vynalezu se popisuje farmaceuticka kompozice vhodna pro pre-
venci nebo lécbu patologickych podminek asociovanych s indukei NF—B nebo s libovolnou

Jinou aktivitou zprostredkovanou proteinem TRAF2 nebo Jinymi molekulami. na které se protein

NIK viaze. Uvedend kompozice obsahuje molekulu schopnou interferovat s kindzovou aktivitou
proteinu NIK. V této kompozici interferujici molekula mize byt 4Cinné mnozstvi proteinu NIK.
ktery je mutovan v aktivnim mistech zbytki, tento mutovany protein NIK slouzi k interferenci
s prirozenym proteinem NIK zvIasté s kinazovou aktivitou proteinu NIK.

Jednim znamym onemocnénim spojenym s (abnormalni) indukei NF (B je AIDS. daliim
onemocnénim je napi. autoimunitni onemocnéni, stejné jako nadory.

Dalsimi provedenimi vynalezu jsou:

(1} Zpisob identifikace a produkce ligandu schopného modulovat bunéénou aktivitu modulova-
now/zprostredkovanou proteinem TRAF2. Tento zpisob zahrnuje:

(a) testovani ligandu schopného vazat se na polypeptid obsahujici nejméné st TRAF2,
ktery mé aminokyselinové zbytky 221 a7 501 proteinu TRAF2;

(b) identifikace a charakterizace ligandu jiného nez TRAF2 nebo asti receploru recepto-
& J Y p

rové rodiny TNF/NGE, ktery se zjistil v uvedeném testovacim kroku a ktery je schopen
se vazat uvedenym zpiisobem: a

- In.
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{¢) produkce uvedeného ligandu v podstaté izolované a ¢isténé forme.
Zpusob identifikace a produkee ligandu schopného modulovat bunéénou aktivitu modulova-
nou/zprostiedkovaiion proieinem, izoformou, anaiogem, fragmentem nebo derivatem podle

vy¥nédlezu. Tento zpusob zahrnuje:

(a) testovani ligandu schopného vazat se na polypeptid obsahujici nejméné ¢ast sekvence
proteinu NIK uvedené na obr. &. 6;

(b) identifikaci a charakterizaci ligandu jiného nez je TRAF2 nebo &asti receptoru recepto-
rove rodiny TNF/NGF, ktery se nase! v uvedeném testovacim kroku a ktery je schopen
se vazat uvedenym zpiisobem: a

(¢} produkee uvedencho ligandu v podstatng izolované a ¢idtené formé.

Zpusob identifikace a produkcee ligandu schopného modulovat bunéénou aktivitu modulova-
now/zprosifedkovanou proteinem NIK, ktery zahrnuje:

(a) testovani ligandu schopného vazat se na polypeptid obsahujici nejméné &ast sckvence
proteinu NIK uvedené na obr. ¢. 6:

(b) identifikaci a charakterizaci ligandu Jiného nez je TRAF2 nebo &asti receptort
receptorove rodiny TNF/NGF. ktery se zjistil v uvedeném testovacim kroku a ktery je
schopen sc vazat uvedenym zpisobem: a

{¢) produkee uvedeného ligandu v podstatng izolované a &i%téné forme.

Zpisob produkee a identifikace ligandu schopného pfimo nebo nepfimo modulovat bunéé-
nou aktivitu modulovanou/zprostiedkovanou proteinem NIK. Tento zpusob zahrnuje:

{a) testovani molekuly schopné modulovat aktivity modulované/zprositedkované protei-
nem NIK;

(b) identifikaci a charakterizaci uvedené molekuly: a

(¢) produkei uvedené molekuly v podstatné izolované a ¢igene formé.

£pusob produkee a identifikace ligandu schopného piimo nebo nepiimo modulovat bunéé-
nou aktivitu modulovanow/zprostredkovanou proteinem, izoformou, analogem. fragmentem
nebo derivatem podle vynalezu.

/pusob zahrnuje:

{a) testovani molekuly schopné modulovat aktivity modulované/zprostredkované protei-
nem, izoformou, analogem. fragmentem ncbo derivatem podle vynalezu,

(b) identifikaci a charakterizaci uvedené molekuly: a

{c) produkci uvedené molekuly ve v podstaté izolované a &igténé forme,

Vynalez se yka sekvenci DNA kodujici proteiny schopné vazat se na molekulu fuktoru (TRAF)
asociovaného s receptorem faktory nekrozy nadoru a proteiny, kieré uvedeni sekvence DNA
kdduje.
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V preferovaném provedeni vynalezu jsou sekvence ¢cDNA oznacené Jako klon 9, klon 10 a klon
IS (jsou znazornéné na obr. ¢. 3a, 4. a 5a). které Klonuji proteiny schopné sc vazat na TRAF2,
a proteiny, kieré tyto sekvence koduji.

Daldim preferovanyim provedenim vynalezu je sekvence DNA kodujici protein NIK a samotny
protein NIK.

Shora uvedené DNA a dedukované aminokyselinové sekvence reprezentuji nové sekvence; ty se
nevyskytuji v datovych buiikich DNA ncbo aminokyselinovych sekvenci GENEBANK™
a JROTEIN BANK™.

Vynalez také zahrnuje fragmenty shora uvedenych sekvenci DNA a sekvence DNA schopné
hybridizovat s t¢mito sekvencemi ncho s jejich ¢astmi, za strintgentnich podminek. Sekvence
Koduji biologicky aktivni protein nebo polypeptid schopny vazat se pfinejmensim na aminokyse-
linovou sekvenci 222 a7 501 TRAF?2,

Vynilez také zahrnuje sekvenci DNA. ktera se degeneruje jako vysiedek penetichého kodu shora
uvedenych sekvencei DNA a kieré koduji biologicky aktivni protein nebo polypeptid schopny
vazat se na nejméné 222 az 501 amminokyselinovou sckvenci TRAF2.

Sohledem na TRAF2 je nutné poznamenat, e nékolik &lend receptorové rodiny TNF/NGF
aktivuje transkripéni faktor NF—.B pfimou nebo nepfimou asociaci s TRAF2, ktery pak slouzi

Jako adaptorovy protein pro tyto receptory a tak se mize povazovat za modulator/mediator

indukce aktivace aktivity NF B téchto receptortt TNF/NGF (uvedeno na schématu na obr. &. 2).
Jiny receptor. receptor IL-1. aktivuje NF—B nezavisle na TRAF2. Jedno 7 provedeni vynalezu
preferuje protein NIK podle vyndlezu. jako prolein vazajici se na TRAF2, TRAF2 se vaze na
protein NIK velmi specificky a stimuluje tak aktivitu NF B. Protein NIK je serin/treonin kindza,

Jejiz sekvence je podobna sekvenci nékolika MAPKK kinaz (uvedeno v piikladech déle v textu).

Analogy nebo muteiny proteinu NIK. které vznikaji v souladu s vynalezem (uvedeno v prikla-
dech dale v textu) a které nevykazuji kindzovou aktivitu proteinu NIK, nejsou Gspésné pii stimu-
laci aktivace NF—B. V piipadé. e takoveé analogy/muteiny proteinu NIK se exprimuji v busn-
kach. také blokuji indukei NF—B pomoci TNF, stejn¢ jako jinymi indukénimi Cinidly. jako je
bakteridlni endotoxin LPS, forbolmiristatacetat (aktivator proteinové kinazy C) a HTLV-I
protein. TAX. TNF indukce aktivity NF (B se déje prostiednictvim libovolného ze dvou
receptort TNF (receptory p55 a p75 INF) a proto Je ziejmé, 7e muteiny/analogy proteinu NIK
blokuji indukci aktivace NF—B prostednictvim receptori. Ligand receptor TNF a FAS/APO|
mize také indukovat aktivitu NF B prostfednictvim ptibuzncho receptoru. Indukee receptoru
FAS/APOI se také blokuje muteiny/analogy protemy NIK, Shora uvedend receptory maji adapto-
rové proteiny TRADD, RIP a MORTI, které mohou také vsechny indukovat aktivitu NF—B, ale

Jejichz indukee se také blokuje muteiny/analogy proteinu NIK. Navic takoveé muteiny/analogy

proteinu NIK také blokuji indukei NF=.3 1L -1 (fungujici pes receptor 1L.-1). Z toho vyplyva, ze
protein NIK sc GCastni na kaskadé indukee NF B, kterd Je bézna v pripadé receptorii 7 rodiny
INF/NGEF a receptoru [L-1. Protein NIK se¢ také jevi, ze pusobi pfimo pii indukei aktivace NF -
kB pravdépadobné pFimym zesilenim fosforylace 1-¢B. Tento zavér vznikl na zaklad¢ soucCasné-
ho pozorovani. kdy shora uveden¢ muteiny/analogy proteinu NIK, jsou-li exprimovany v bun-
kach, nevykazuji kindzovou aktivitu (také se nazyvaji dominantni negativni mutanty), &imz
neovliviiaji Zidnym zpisobem aktivitu Jun kinazy indukovanou TNF, coz indikuje, Ze protein
NIK zpusobuje specificky zvyseni fosforylace [-¢B. aniz ovliviiuje kindzu MAP, kiera se G¢astni
tosforylace Jun.

Vynalez zahruje sekvence DNA kédujici biologicky aktivni proteiny vazajici se na TRAT, napr.
proteiny vazajici se na TRAF2, jako je napiiklad protein NIK, stejné jako jecho analogy. fragmen-
ty a derivaty a analogy. fragmenty a derivaty proteini, kter¢ tyto sekvence kéduji. Priprava tako-
vyeh analogi, fragmentii a derivini se provadi standardnimi postupy (napf. podle publikace
Sambrook et al., (1989) Molecular cloning: a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory

- 17




10

20

40

Rt

CZ 299682 Bs

Press. Cold Spring Harbor, N. Y.). pFi kterych se v sekvencich DNA mohou delctovat. adovat
nebo substituovat jeden nebo vice kodoni za vzniku kodovanych analogi. které maji nejmeénsd
Jednu zménu aminokyselinového zbytku ve srovnani s nativnim proteinem. Pfijatelnymi analogy
Jsou ty. které si ponechavaji prinejmengim schopnost vazat se na TRAF2, piicemz zprostiedkova-
va)i nebo nezprostredkovavaji daisi vazbu nebo enzymatickou aktivitu, JIsou to napfiklad analogy,
ktere se vazi na TRAFZ, ale nezpisobuji zadny signal. To znamend. Ze se nevazou na Zadny dalsi
downstream protein nebo jiny faktor nebo nekatalyzuji reakei zavislou na signdlu. Takovym
zpusobem se mohou produkovat analogy. které se nazyvaji analogy s dominantnim negativnim
u¢inkem. jmenovité analog, ktery se bud’ nevaze na TRAF2 nebo nasledné nesignalizuje takové
nasledné¢ navazani. jak sc uvadi shora v textu. Takové analogy se mohou pouzit napfiklad pii
inhibici receptord CD40. p55 TNF| a p75 TNF (FAS/APOL a jinych pribuznych aginki recep-
torll. stejné jako cinki zprostfedkovanych riznymi proteiny asociovanymi s receptory (adapto-
ry). jak se popisuje shora v textu, kompetici s prirozenymi proteiny vazajicimi se na TRAF2).
Mohou se produkovat tak zvané dominantni pozitivai analogy, které slouzi k zesileni téinku
TRATF2. Tyto analogy maji stejné nebo lepdi vlastnosti navazani se na TRAF? a stené nebo lepsi
signalizaini vlastnosti pFirozenych proteind vazajicich se na TRAF2. Analogickym zpisobem se
mohou ptipravit biologicky aktivni fragmenty klonti podle vynalezu s ohledem na piipravu analo-
gl. Vhodné fragmenty sekvenci DNA podle vynilezu jsou ty, které koduji protein nebo poly-
peptid, ktery si poncehava schopnost vizat se na TRAF2 nebo ktery mize zprostiedkovat libo-
volné jin¢ navazani nebo enzymatickou aktivitu, jak se popisuje shora v textu. Stejné tak sc
mohou pripravit fragmenty kddovanych proteinii podle vynalezu. které maji dominantni negativ-
ni nebo dominantni pozitivni u¢inek, jak se popisuje shora v textu, ve srovnani s analogy. Podob-
né se mohou ptipravit standardnimi modifikacemi vedlejsich skupin jednoho neho vice amino-
kyselinovych zbytkir proteing derivaty. jejich analogy nebo fragmenty nebo Konjugaci proteind,
Jejich analogd nebo fragmentii jinymi molekulami, napk. s protilatkami, enzymem. atd.. které jsou
dobfe znamy v oboru.

Co se tyka sekvenci DNA podle vynalezu. které koduji protein vézajici sc na TRAF (napf.
protein vazajici TRAF2), jako je napf. protein NIK). izoformu, analog, fragment nebo derivat, ty
Jsou také predmétem vyndlezu. Sckvence DNA schopné hybridizovat se sekvencemi ¢DNA
odvozenymi z kédujici oblasti nativniho proteinu viazajiciho se na TRAF. Takova hybridizace se
uskutecnuje za omezenych podminek. Uvedené hybridizovatelné sekvence DNA Jjsou schopny
hodovat biologicky aktivni protein vazajici se na TRAF. Uvedené sekvence proto zahrnuji
sekvence DNA. které maji relativné vysokou homologii se sekvenci cDNA nativnich proteint
vazajicich se na TRAF (napt. sekvence ¢cDNA proteinu vazajiciho se na TRAF2, napfiklad
¢DNA proteinu NIK). Takovym reprezentantem sckvenci proteinu vazajiciho se na TRAF miize
byt napf. pfirozené odvozeni sekvence kodujict riizné izoformy proteinu vazajiciho se na TRAF
nebo prirozeng se vyskytujict sckvence kédujici proteiny patiici do skupiny sekvenct proteinil
vazajicich se na TRAF, které kodujt protein s aktivitou proteini vazajici se na TRAF {napt. pro-
lein vazajici se na TRAF2, jako je napiiklad protein NIK). Dale mohou také tyto sekvence zahr-
novat napiiklad synteticky ptipravené sekvence, které se¢ piirozend nevyskytuji a které jsou
podobné sekvenci cDNA piirozeného proteinu vazajiciho sc na TRAE, ale rahmuji fadu pozado-
vanych modifikaci. Takové syntetické sekvence proto zahrnuji vechny mozné sekvence kédujici
analogy. fragmenty a derivaty proteind vazajici se na TRAF (napfiklad proteiny vazajici se na
TRAF2, jako je napiiklad protein NIK), kdy kazdé ¢ nich vykazuje aktivitu proteini vazajicich se
na TRAT.

Za icelem ziskani shora uvedenych priroeené se vyskytujicich sekvenci podobnych proteinu
vazajicimu se na TRAF se pouzivaji standardni postupy testovani a izolace prirozené ziskanych
veorki DNA a RNA zriznych (kani, pricemz se maze pouzit jako sonda prirozend cDNA
proteinu vizajiciho se na IRAF nebo jeji ¢asti (popis standardnich postupd se uvadi ve shora
uvedené publikaci Sambrook et al.. (1989) Molecular cloning: a laboratory manual. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.).
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Za Ucelem ptipravy, jak se popisuje shora v textu, riznych syntetickych sekvenci podobnych
proteinu vazajicimu se na TRAF, které koduji analogy, fragmenty nebo derivéty proteinl vazaji-
cich se na TRAF (napfiklad proteiny vazajici se na TRAF2, jako je napf. NIK) sc mize pouzit
fada standardnich postupi., které sc zde popisuji dale v textu v souvislosti pfipravou takovych
analogu, fragmentu a derivat.

Polypeptid nebo protein. ktery ..v podstaté odpovida™ proteinu vazajicimu se na TRAT zahrnuje
ne pouze protein vazajici se na TRAF, ale také polypeptidy nebo protemy, kiere jsou analogy
proteinu vazajiciho se na I|RAF.

Analogy. kieré v podstaté koresponduji s proteinem vazajicim se na TRAF., Jsou ty polypeptidy,
ve Kteryeh jedna nebo vice aminokyselin aminokysclinové sekvence proteinu véazajiciho se na
TRAF je nahrazena jinou aminokyselinou, je deletovina a/nebo nese inzert. coz vede ke veniku
proteinu, ktery vykazuje v podstaté stejnou nebo silngjsi biologickou aktivitu, Jjako protein varza-
Jici se na TRAT, kterému odpovida.

Aby vznikly protein v podstaté odpovidal proteinu vazajicimu sc na TRAF, zmény v sekvenci
proteinu vazajiciho se na TRAF jsou obecné relativné malé. Ackoli poet zmén mize byt vetsi
Jak deset, upfednostiuje se, aby zmén nebylo vice jak deset, s vvhodou ne vice jak pét a ncjvy-
hodn¢jsi pocet zmeén nepresdhne &islo thi. Za Géclem najit potencidlng biologicky aktivni protei-
ny. které v podstaté odpovidaji proteiniim vézajici se na TRAF. se mohou pouzit libovolné meto-
dy. Jedna ztéehto metod je metoda konvenéni mutagencze DNA. kterd koduje protein.
Vysledkem je nékolik modifikaci. U proteinti exprimovanych takovymi klony se pak muze testo-
vat jejich schopnost vazat se na proteiny TRAF (napfiklad TRAF2) a modulovat tak aktivitu pro-
teinu TRAF (napiiklad TRATF2) pti modulaci/mediaci intraceluldrni cesty. kterd se popisuje shora
v textu.

Termin _konzervativai™ zmény znamena tv zmény. které nezmeni aktivitu proteinu a obvykle se
testyji jako prvni a jsou to zmény. které podstatné neméni velikost. naboj nebo konfiguraci pro-
teinu a také se neocckava, Ze by ménily jeho biologické viastnosti.

Konzervativni substituce proteind vazajici se na TRAF zahruji analog, kde nejméné jeden
aminokysclinovy zbytek v polypeptidu je konzervativné nahrazen odlisnou aminokyselinou.
Takove substituce se prednostng provadéji v souladu s nasledujicim seznamem uvedenym
vtabulce ¢ 1A, Substituce se mohou stanovit rutinnimi experimenty za (¢elem odhalit modifiko-
vane strukturni a funkéni vlastnosti syntetizované molekuly polypeptidu, zatimco si udrzuje bio-
logickou aktivitu charakteristickou pro protein vazajici se na TRAF.

Tabulka 1A

pivodni zbytek priklad substituce
Ala Gly: Ser
Arg Lys
Asn Gln; His
Asp Glu
Cys Ser
Gln Asn
Glu Asp
Gly Ala; Pro
His Asn: Gl

lle Leu: Val
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Leu lle; Val

Lys Arg: Gln; Glu
Met Leu: Tyr: lle
Phe viet: Leu: Tyr
Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr

Tyr Trp: Phe

Val lle; Leu

Alternativng jina skupina substituci proteinu vazajiciho se na TRAF jsou ty. ve kterych se odstra-
nil nejméné jeden aminokyselinovy zbytek v polypeptidu a na jeho misto se zaved| jiny zbytek.
podle nasledujici tabulky ¢. 1B, Typy substituci, které mohou v polypeptidu probéhnout, mohou
byt zalozeny na analyze frekvence aminokyselinovych zmén mezi homolognim proteinem riiz-
nych specii, jako jsou ty pritomné v tabulce ¢. 1 az 2 uvedenych v publikaci Schulz et al.. G. E..
Principles of Protein Structure Springer—Verlag, New York, NY, 1798 a na obrazcich 3 az 9
uvedenych v publikact Creighton, T. E.. Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H.
Freeman and Co., San Francisco, CA 1983, Na zakladé takové analyzy se definuji alternativni
konzervativni substituce jako zmény jedné z nasledujicich skupin:

Tabulka ¢. IB

I male alifatické, monopolarni nebo slabé polarni zbytky: Ala, Ser. Thr (Pro, Gly);

2. polarni negativné nabité zbytky a jejich amidy: Asp, Asn, Glu Gln:
3. poldmi, pozitivné nabité zbythy: His, Arg. Lys:

4. velké alifatické monopolarni zbytky: Met. Leu, lle. Val (Cys): a
5. velk¢ aromaticke zbytky: Phe. Tyr, Trp.

Tii aminokyselinové zbytky uvedené v zévorkich maji specialni alohu v architekture proteinu.
Gly je jediny zbytek. ktery se nenachazi v boénim fetézei a tak fetézei propijéuje llexibilitu. Tyto
tendence viak podporuji tvorbu jiné sekundérni struktury. nez je a—helix. 7bytek Pro, vzhledem
kjeho neobvyklé geometrii, silné nuti fetézec vytvorit struktury podobné B—ohybu. ackoli
v nékterych pripadech Cys mize byt schopen se podilet na tvorbé disulfidovych mistki, kieré
Jsou diilezité pfi baleni proteinii. Je nutné poznamenat. ze v publikaci Schulz et al.. G. E.. Prin-
ciples of Protein Structure Springer—Verlag, New York, NY, 1798 splyvaji skupina 1 a 2, Daéle je
nutno poznamenat, 7¢ Tyr vzhledem ke svému potencidlu tvofit vodikové vazby vvkazuje pod-
statnou pribuznost se Ser a Thr, atd.

Konzervativni aminokyselinové substituce podie vynalezu, jak jsou napfiklad uvedeny shora
v textu. jsou dobfc znamy v oboru a o¢ekava se, 7¢ po aminokyselinové substituci si polypeptid
udrzi biologicke a strukturdlni vlastnosti. Vétsina deleci a substituci podle vynalezy jsou ty, kter¢
radikaln¢ neméni charakteristiky molekuly proteinu nebo polypeptidu. Termin . charakteristika™
se definuje ncinkluzivnim zpisobem. Definuje obé zmény v sekundami struktufe, napiiklad o-
helix nebo B-list, stejné jako zmény biologické aktivity, naptiklad navazani se na proteiny TRAF
a/nebo mediace G¢inku proteinG TRAF na odumirani bunék.




16

30

)

S0

33

CZ 299682 B6

Priklady produkce aminokyselinovych substituci v proteinech, které se mohou pouzit p¥i ziskani
analogl proteini vazajicich se na TRAF podle vynalezu zahmuji libovolnou znamou metodu, jak
se uvadi v publikacich U.S. patent RE 33 653, US 4 959 314, US 4 588 585 a US 4 737 462 Mark
et al.: US 5 116 943 Koths et al., US 4 965 195 Namen et al., US 4 879 111 Chong et al.,
aUS> 017691 Lee et al.: a lyzinem substituované proteiny popisované v patentu US 4 904 584
{Shaw ¢t al.),

Vedle konzervativnich substituci, které se diskutuji shora v textu a které nepodstatné méni akti-
vitu proteinu véazajiciho se na TRAF, existu)i bud’ konzervativni substituce ncho méné konzer-
vativni substituce a nahodné zmény. které vedou k zesilen{ biologické aktivity analogh proteing
vazajicich se na TRAF. coz je také predmétem vvnalezu.

V pripade, ze se ma potvrdit presny d¢inek substituce nebo delece, odbornik upiednostni. aby se
i¢inek substituce(i). delece(i) atd. vyhodnotil testy rutinniho navazani a odumfeni bunék. Testo-
vani za pouziti takovych standardnich testii nezahrnuje provadét experimenty.

Na trovni genli sc tyto analogy obecné pFipravuji mistné fizenou mutagenczi nukleotidi v DNA
kddujici protein vazajici sc na TRAF, pfi¢emz vznikd DNA kodujici analog a pak se syntetizuje
DNA a v rckombinantni bunééné kultuie se exprimuje polypeptid. Analogy v typickém pripadé
ve srovnani s prirozend se vyskytujicim proteinem vykazuji stejnou nebo kvalitativng lepsi biolo-
gickou aktivitu (Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publications and
Wiley Interscience, New York, NY. 1987-1993, Sambrook et al.. (1989) Molecular cloning:
a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Flarbor, N. Y.

Piprava proteinu vizajiciho se na TRAF nebo alternativni nukleotidové sekvence kédujici stejny
polypeptid, ale lisici se od prirozené sekvence, zpisobuje zmény umoznéné znamou degeneraci
genoveho kadu, se mize provést mistné specifickou mutagenezi DNA, klera kdduje diive pripra-
veny analog nebo nativni verzi proteinu vazajiciho se na TRAF. Mistné specificka mutageneze
umoziiuje produkei analogd pouZitim specifickych oligonuklcotidovych sekvenci, které koduji
sekvenci DNA poZadované mutace, stejné jako dostateéné mnozstvi prilehiych nukleotidi, aby
vznikla primarni sekvence o dostateiné velikosti a sckvenini komplexnosti. pricemz vznika
duplex na obou strandch dele¢niho spojeni, kieré je piekryté. V typickém ptipadé se preferuje
primer s pfiblizné 20 a7 25 nukleotidy. piicem? na kazdé strané sekvence se pozménilo 5 a3
10 komplementarnich nukleotidii. Metoda mistné specificka mutageneze je dobfe znama v oboru
a popisuje se v publikaci Adelman et al., DNA 2: 183 (1983).

Je vyhodne, kdy7 sc pii zplsobu mistng specifické mutageneze pouzije figovy vektor, ktery
existuje v obou formich, jak jednofetizeové tak dvoutetézcové. Typické vektory, hieré se pouZi-
vai pi mistné Fizené mutagenezi zahrnuji vektory, jako fag M13, kiery se napiiklad popisuje
v publikaci Messing et al.. Third Cleveland Symposium on Macromolecules and Recombinant
DNA, Editor A. Walton, Elsevier, Amsterdam (1981). Tyto fagy jsou snadno dostupné a zpiisob
jepich pouZiti je v oboru obeené znam. V jiném piipadé se mohou pouzit vektory, které obsahuji
pocatek replikace jednofetézcového faga (Veira et al.. Meth. Enzymol. 153: 3. 1987) za vzniku
jednofetézeové DNA,

Pri mistn¢ fizene mutagenezi se nejdfive ziska jednofetézcovy vektor, ktery zahruje ve své
sckvenci tisek DNA, Kiery kéduje relevantni polypeptid. Oligonukleotidovy primer nesouci poza-
dovanou mutovanou sekvenci se piipravuje automatizovanou syntézou DNA/oligonukleotidu.
Tento primer se pak spoji s jednofetézcovym vektorem, kiery obsahuje sekvenci proteinu. Aby se
ukoncila syntéza fetézce nesouciho mutaci, aplikuji se enzymy polymerizujici DNA. jako je
napiiklad £, coli Klenow fragment polymerazy 1. Pak mutovana sekvence a druhy fetézec nesc
poZadovanou mutaci. Tento heteroduplexni vektor se pak pouZije pfi transformaci vhodnych
bunck. jako jsou buiky £ coli IMI0L, selektuji se klony, které zahrnuji rekombinantni vektory
nesouci mutovanou sekvenci.
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Poté. co se izoloval klon, miize se odstranit sekvence proteinu vazajiciho se na TRAT a umistit se
do vhodného vektoru, obecné do transferovaného nebo expresivaiho vektoru typu. ktery se mize
pouzit pfi transfekei vhodného hostitele.

Gen nebo nukleovi kyselina kaduiici protein vazajict se na TRAF s miliZe tahd deickoval, izo-
lovat a/nebo modifikovat zpisobem in vitro. in situ amebo in vivo, pouzitim znamé metody
amplifikace DNA nebo RNA, jako je PCR a chemicka oligonukleotidova syntéza. PCR umoziiuje
amplifikaci (zvysit pocet) specifickveh DNA sekvenci opakovanymi polymerdzovymi rcakcemi
DNA. Tato reakee se mitze pouzit jako nahrada klonovani: vie co Je pak poticba je znalost
sekvence nukleové kyseliny. Aby mohla probéhnout reakee PCR, vytvorily se primery, které jsou
komplementdmi se sekvenci, o niz je zajem. Primery se pak vytvofi automatizovanou SYyMEzou
DNA. Vzhledem k tomu, Ze primery se mohou vytvolit tak, aby hybridizovaly s libovolnou dasti
genu, mohou se vytvorit podminky. pfi kterych se toleruji chybna parovani komplementarnich
bazi. Amplifikace téchto chybné parovanych oblasti vede k syntéze mutovanych produkti za
vezniku peptidu s novymi viastnostmi (to znamend mistné fizenz mutageneze) (Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publications and Wiley Interscience, New York,
NY. 1987-1995). Spojenim syntézy komplementarni DNA (cDNA) 7a pouziti reverzni transkrip-
tazy s PCR s¢ mize. jako poditeéni material pro syntézu extracelulari domény receptoru pro-
laktinu, pouzit RNA, ani sc musi klonovat.

Navic PCR primery se mohou vvtvoit tak, aby zavedly na konec segmentu genu, ktera se ma
amplifikovat, nové restrikéni mista nebo dalgi rysy. jako jsou terminacni kodony. Toto zancseni
restrikénich mist na 5" a 3’ konce amplifikované genové sckvence umoziuje vyuziti genovych
segmentdl kodujicich protein vézajici se na TRAF nebo aby sc jeho fragment ligoval $ jinymi
sekvencemi a/ncbo s klonovacimi misty ve vekiorech.

PCR a jin¢ metody amplifikace RNA a/nebo DNA isou dobfe znamy v oboru a mohou s¢ pouzit
podle vyndlezu. Znamé metody amplifikace DNA nebo RNA zahrnyji, ale nejsou omezeny na
polymerazovou fetézcovou reakei (PCR) a ptibuzné amplifikacni metody (napiiklad patent
US 4683195 US 4 683 202, US 4 800 159, US 4 965 188 Mullis et al.: US 4 795 699
a US 4924 794 Tabor et al.; US 5 142 033 Innis et al; US 5 122 464 Wilson et al.; US 3091 310
Innis: US 5 066 584 Gyliensten et al.; US 4 889 818 Gelfand et al.; US 4 994 370 Silver et al.,
US 4 766 067 Biswas; US 4 656 134 Ringold a lnnis et al., eds. PCR Protocols: A Guide to
Method and Applications) a amplifikaci zprosttedkovanou RNA. kde se pfi syntéze dvouretéz-
cové DNA jako templat cilové sekvence pouziva anti—sense RNA (patent US 5 130 238 Malek et
al., NASBA). Imuno-PCR je metoda. ktera kombinuje pouziti amplifikace DNA s¢ znacenim
protilatkami (Ruzicka et al... Science 260: 487 (1993). Sano et al., Science 258: 120 (1992): Sano
et al.. Biotechniques 9: 1378 (1991)).

Analogickym zplsobem s ohledem na analogy proteind vazajici se na TRAF se¢ mize pfipravit
biologicky aktivni fragment proteini vazajicich se na TRAF (napi. ty libovolné protemy vazajici
s¢ na TRAF2 (jako je napiiklad protein NIK nebo Jeho izoformy). Vhodné fragmenty proteind
vézajici se na TRAF jsou ty, které si uchovavaji schopnosti proteinu véazajiciho se na TRAF
a ktere mohou zprostiedkovat biologickou aktivitu proteinii TRAT nebo jinych proteind piimo
nebo nepfimo asociovanych s proteiny TRAF. Mohou se pripravit fragmenty proteind vazajicich
se na TRAF. kter¢ vykazuji dominantné negativni nebo dominantné pozitivn{ (¢inek. jak se popi-
supe shora v textu s ohledem na analogy. Je nutn¢ poznamenat. e tyto fragmenty reprezentuji
specialni tridu analogl podle vyndlezu, jmenovité se definuji Casti proteind vézajicich se na
TRAF odvozenych od celé sekvence proteinu vazajiciho s¢ na TRAF. Kazda takova ast nebo
fragment maji libovolnou 7 pozadovanych aktivit. Takovym fragmentem mize byt napfiklad
peptid.

Pedobné se mohou standardnimi modifikacemi vedlejsich skupin jedné nebo vice aminokyse-

linovych £bytki proteind vazajiciho se na TRAF pripravit derivéty, jeho analogy nebo fragmenty
nebo konjugaci proteinu vazajiciho sc na TRAF Jeho analogy nebo tragmenty s jinou molekulou.
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Jako jsou napiiklad protilatky, enzym, receptor atd., které jsou dobfe znamy v obory. Termin
<derivaty” znamena derivaty, které se mohou pfipravit z funkénich skupin. kter¢ se objevuji jako
vedlejsi fetézce na zbyteich nebo na N-terminalnich nebo C—terminalnich skupinach zpisobem
dobre znamym v oboru. Derivaty jsou také predmétem vynalezu. Derivaty mohou obsahovat
chemické celky. jako json sacharidové a fosforednanone 7Zhyiky. Uvedeng frakee maji stejnou
nebo vyssi biologickou aktivitu ve srovnani s proteiny vazajicimi se na TRAF.

Derivaty mohou napfikiad zahrnovat alifatické estery karboxylovych skupin, amidy karboxylo-
vych skupin. které vanikly reakei s amoniakem nebo s primdrnimi nebo sckundarnimi aminy, N-
acylové derivity nebo volné aminoveé skupiny aminokysclinovych zbytki, kieré vzniknou s acy-
lovymi skupinami (napf. alkanoylové nebo karbocyklické aroylové skupiny) nebo O-acylové
derivaty volné hydroxylové skupiny (napf. derivaty servlového nebo threonylového zbytku)
vvtvorenc s acylovymi celky,

Termin .derivaty™ také zahrnuje pouze ty derivaty, kde nedochazi k zaméné jedné aminokyseliny
7a libovolnou z dvaceti béznych pirozend se vyskytujicich aminokyselin.

Protein vazajici se na TRAF je protein nebo polypeptid; 1o znamend sekvence aminokyselino-
vych zbytki. Obsahem vynaiezu je také polypeptid obsahujici vétsi sekvenci. ktera zahrmuje
celou sckvenci proteinu vazajiciho se na TRAF. pokud neovliviuje zakladni a nové charakteris-
tiky vynalezu, o znamena jestlize uchovava nebo zvysuje biologickou aktivitu proteiny vazaji-
ctho se na TRAF nebo se mize SICpit. aby si protein nebo polypeptid ponechal biologickou akti-
vitu proteinu vézajiciho se na TRAF, Tak napriklad vynilez. zahmuje fazni proteiny proteinu
vazajiciho se na TRAF s jinymi aminokyselinami nebo peptidy.

Jak se popisuje shora v textu rozumi se. Ze termin ~proteiny véazajici se na TRAF™ podle vynalezu
Jsou libovolné proleiny. které se mohou vézat a intracelularne zprostiedkovat/modulovat aktivity
libovolného proteinu TRAF, Urcitymi prikiady jsou proteiny vazajici se na TRAF. které mohou
modulovat nebo zprosttedkovat intracelulirni signalni aktivitu spojenou s TRAF, jak se uvadi
shora v textu, zvIasté se uvazuje podil TRAF2 na induke] aktivity NF—B. a nésledujici interakce
mezi TRAF2 a riznyimi ¢leny receptorové rodiny TNF/NGF a/nebo jejich asociovanymi adapto-
rovymi proteiny, jak se detailné popisuje shora a dale v textu. Specificky priklad takovych pro-
teini vazajicich se na TRATF2 je protein NIK a Jeho rizné analogy. fragmenty atd. (uvedeno
v piikladech vynalezu), kieré se jovi, ze vazi TRAEF2 velmi specificky a vykazuji piimé pasobeni
pitinduket aktivity NF—.B s ruznymi dominantnimi negativnimi analogy/muteiny proteini NIK
blokujicich tuto aktivitu,

VSechny tyto shora uvedené modifikace Jsou obsahem vynilezu a udrzuji schopnost kddovanych
proteinii nebo polypeptidi nebo jejich analogi a derivatd vézat nejméné aminokyselinovou
sekvenci 222 az 501 TRAF2.

Vsechny proteiny a polypeptidy podle vynalezu vzhledem ke svému Géinku schopnosti vazat se
na TRAFZ sc povazuji za mediatory nebo modulatory signalii proteinu TRAF2. Jako takové
uvedené molekuly podle vynalezu se ucastni napfiklad signalnich procesii, pii kterych dochazi
K navazani ligandi TRAF2 na CD30, CD40. B -receptor lymfotoxinu (LT-3), p35 nebo p73 TNF
receptory, stejné jako na jiné receptory a adaptorové proteiny uvedené shora v textu, coz vede
k aktivaci transkripéniho faktoru NF (B, Zylaste zajimavy je protein NIK a zvlaste protein NIK
kédovany klonem 10 podle vyndlezu: Detailni sekvenéni analyza proteinu NIK a proteinu kodo-
vaneho klonem 10 (ktery se piivodné nazyval NMPI) doklada kodované aminokyselinové
sckvence odpovidajici konzervativiim motivim I a7 XI. kter¢ jsou charakteristické pro proteino-
ve kinazy Ser/Thr, a uréuji funkei tohoto proteinu.
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Nove klony proteind, jejich analogy. fragmenty a derivaty nabizeji fadu vyuziti:

() mohou se pouzit pfi napodobovani nebe zesileni aktivity NF—B. zesileni funkce TRAF?
areceptorii, na kterd se vazi v situacich, kde sc takova zesilend Tunkee poZaduje. Je to naptiklad
anti-nadorova nebo imunostimulaéni aplikace, kde jsou nutné Geinky indukované TRAF2.
V tomto ptipadé proteiny podle vynalezu, jejich analogy, fragmenty nebo derivaty. které posiluji
TRAF2 nebo G¢inek receptorit se mohou zavést do bunek standardnimi postupy. které jsou
mamy v oboru. Proteiny kodované klony NDNA podle vyndlezu jsou napfiklad intracelularni
amély by sc zavést pouze do bunék. kde se uéinek TRAF? pozaduje. Nezbytny je systém pro
specifickou indukei téchto proteinii do bunék. Jednim zptisobem. jak toho dosdhnout, je vytvore-
ni rckombinantniho vireciho viru, naptiklad odvozeného od vakcinie, do néhoz se zavedou nas-
ledujici dva geny: gen kodujici ligand. ktery se vaze na bunééné povrchové proteiny. jez buiky
specificky exprimuji. jako napfiklad protein gp120 viru AIDS(HIV ). ktery se specificky vaze na
stejne bunky CD4 Tymfocyty a piibuzné leukemie) nebo libovolny jiny ligand. ktery se specificky
vaze na bufiky nesouci receptor. klerv vaze TRAT? tak, 7e rekombinantni virovy vektor se bude
schopen na takové buniky vazat: a gen kodujici proteiny podie vynalezu, Exprese proteinu vazaji-
ciho se na povrchu buiiky na povrehu viru povede virus specificky k nddorové buiice nebo k jiné
buiice. kterd nesc receptor. Pak sekvence kddujici proteiny se zavedou do bunek prostiednictvim
viru a jejich exprese v bunkach povede k zesileni receptoru nebo (i€inku TRAF2, disledkem
¢ehoz je pozadovany imunostimulaéni ucinek v téchto bunkich. Konstrukee takového rekombi-
nantiiho 2viteciho viru se provadi standardnim zpiisobem (ktery se napiiklad popisuje v publika-
ci Sambrook et al., (1989) Molecular cloning: a laboratory manual, Cold Spring Harbor Iabora-
tory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.). Dalg; mo7nosti je zavedeni sekvenci kodovanych protei-
nii ve forme oligonukleotidi. které mize buitha absorbovat a cxprimovat.

(1) mohou s¢ pouzit k inhibici aktivity NF—B. k inhibici u&inkii TRAF2 nebo k inhibici recep-
toru, ktery je vaze. napf. v pipadé poskozeni thang Jako je AIDS. Septicky 3ok ncho pii implan-
taci versus odmitnuti, kde se po7aduje. aby se¢ zablokoval indukovany intracelularni signal. V této
situaci je mozné napiiklad zavést do bunek standardnimi postupy oligonukleotidy majici antisen-
se kodujici sekvenci proteinii podle vyndlezu, kter¢ budou Gcinné blokovat translaci mRNA
kédujici proteiny a tak blokovat Jejich expresi a tim dojde k inhibici nezadouciho téinku.
V jiném pfipadé se mohou pouzit jiné oligonuklcotidy: oligonukleotidy. kieré brani Jejich schop-
nosti viazat se na TRAF2 zplsobem. ktery interferuje s moZnosti navazani jinyeh molekul na
tento protein, zatimeo ve stejném Gasovem hscku nezprostiedkovava zadnou aktivitu ani modula-
¢ této melekuly. Na zaklade uvedenych charakteristik uvedené molckuly mohou poskodit inter-
akei TRAT2 se svym piirozenym ligandem, ¢imz pisobi jako inhibitory schopné zrusit iginky
zprosticdkované TRAT2, jako je napiiklad aktivace NI'—¢B. Takové oligonukleotidy se mohou
zavést do bunék za pouziti shora uvedeného rekombinantniho viru, pficemz druhd sekvence nese-
na virem je oligonukleotidova sekvence.

Ttnou moznosti je pouziti protilitek specifickych pro proteiny podle vyndlezu za Géelem inhibice

Jejich intracelularni signdlni aktivity.

Jesté dalsim zpasobem inhibice nezadouciho 0¢inku Je nedavno vyvinuty ribozymovy pfistup.
Ribozymy jsou katalytické molekuly RNA, které specificky Stépi RNA. Ribozymy se mohou
navrhnout tak. aby $tépily cilovou RNA., naptiklad mRNA kédujici proteiny podle vynalezu,
Takové ribozymy budou mit sckvenci specifickou pro mRNA proteinii a budou schopny s nimi
vzajemné reagovat (komplementarni navazani ). Pak nasleduje Stepeni mRNA, co7 vede ke snize-
ni {nebo Gplné ke ztrate) exprese proteing, Stupeni zeslabeni exprese zdvisi na stupni ribozymoveé
exprese v cilové buiice. Za Gtelem zavedeni ribozymi do zvolenych bunék (napf. ty. které nesou
proteiny vdzajici se na TRAF2) s¢ mize pouzit libovolny vhodny vektor napfiklad plazmid.
zviteci virové vektory (retrovirus), které se obvykle pouzivaji pro tyto Gcely (uvedeno v odst. (1)
shora v textu. kde virus obsahuje jako druhou sekvenci cDNA kodujici zvolenou ribozymovou
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sekvenci) (metody v souvislosti s ribozymy se popisuje v publikaci Chen, C. J. et al.. (1992) Ann,
N.Y. Acad. Sci. 660: 271-273: Zhao, J. J. and Pick, L. (1993) Nature 365: 448-451),

(i) mohou se pouzit pfi izolaci, identifikaci a klonovéni jinych proteini, které jsou schopny je
vazat. napiklad jiné proteiny, které se podileji na intraccluldmiin signdinim postupu. které jsou
downstream TRAF2. Sekvence DNA kodujici proteiny podle vynalezu se mohou naprikiad
pouZit v kvasinkovém dvou-hybridnim systému, ve kterém se kddované proteiny budou pouzivat

jako .ndvnada* pro izolaci klonu a identifikaci jinych sekvenci z knihoven ¢DNA nebo £enomo-

v¢ DNA (.dravec™) kodujici proteiny. které se mohou vézat na klony proteind. Stejnym zpiiso-
bem se da také stanovit, zda proteiny podie vyndlezu se mohou vézat na jiné bunécné proteiny,
napfiklad jiné receptory super-rodiny receptorii TNF/NGF.

(iv) Kodované proteiny, jejich analogy, fragmenty nebo derivaty se mohou také pouzit pii izola-
cl. identifikaci a klonovani jinych proteini stejné tiidy. to jsou ty, které se vazi na TRAF2. nebo
funkéné pribuzné proteiny a proteiny zahrnuté v intracelularnim  signalnim procesu. V této
pfihlasce se mize pouzit shora uvedeny kvasinkovy dvouhybridni systém nebo se mize pouZit
prave vyvinuty systém. kde se pouziva Southernova hybridizace za nestringentnich podminek, po
niz nasleduje PCR klonovani (Wilks, A. F. et al.. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 1603—
1607).

(v) Dalsim piistupem vyuziti kédovanych proteini podle vynalezu, jejich analogu, fragmentd;
nebo derivatl je jejich pouziti v metodach afinitni chromatografie pfi izolaci a identifikaci jinych
proteinit nebo faktord. na které jsou schopny se vazat. napf. proteiny ptibuzné s proteinem
TRAF2 nebo jiné proteiny nebo faktory. jez se podileji na intracelularnim signalnim procesu.
Pfitomto pouziti sc mohou proteiny. Jejich analogy. fragmenty nebo derivéty podle vynalezu

tednotlivé pripojit na matrici afinitni chromatografie a pak se dostanou do kontaktu s bunéénym

extraktem nebo izolovanym proteinem nebo faktory. o kierych se predpoklada, ze se podili na
intraceluldrnim signalnim procesu. Pak nasleduje afinitni chromatografie. Jiné proteiny a faktory,
které se vizi na proteiny. jejich analogy, fragmenty ncho derivaty podle vyndlezu se mohou eluo-
val. izolovat a charakterizovat.

(vi) Jak se popisuje shora v textu, proteiny, jejich analogy. fragmenty nebo derivaty podle vyna-
lezu se mohou také pouzit jako imunogeny (antigeny) za vzniku specifickyeh protilatek. Tyto
protilatky se mohou také pouzit za Géelem &teni proteindi podle vynalezu bud' 7 bunéénych
extraktl nebo 2 transformovanych bunéenych linii, které je, jejich analogy nebo fragmenty pro-
dukuji. Dale se tyto protilatky mohou pouzit pro diagnostické ucely pfi identifikaci poruch vznik-
lych abnormalni funkei receptorového systému, ve kterém funguji. naptiklad nadmérné aktivni
nebo méne aktivni bunééné dcinky indukované TRAF?2. Pak takove poruchy mehou vzniknout na
zakladé Spatné funkce intracelulamiho signalniho systému, ktery zahrnuje proteiny podle vynale-
zu. takové protilitky budou slouzit jako dulezity diagnosticky nastroj. Termin ~protilatky™ zde
zahrnuji polyklonalni protiiatky. monoklonalnf protilatky (mAB). chimérické protilatky. antiidio-
typicke protilatky (anti—Id) k protilatkam, které se mohou znagit v rozpusténé nebo vazané formé,
stejné jako jejich fragmenty, jako jsou napfiklad fragmenty Fab a F(ab"),. kterym chybi Fc frag-
ment intaktnich protilatck, které jsou schopny vazat antigen.

(vii) Protilitky zahmujici fragmenty protilitek podle vynalezu se mohou pouzit ke kvantitativni
a kvalitativni detekei klont podle vynalezu ve vzorcich. To se mize uskutecnit imunofluores-
cencnimi metodami, kde se pouzivaji fluorcscenéné znagené protilatky ve spojeni se svételnym
mikroskopem, cytometrickym nebo fluorometrickym stanavenim.

Protilatky (nebo jejich fragmenty) podle vynilezu se mohou pouzit pii histologickém vysetient,

Jako je imunofluorescenéni nebo imunoelektronovi mikroskopie za G¢elem in situ detekee klond

podle vyndlezu. Detekee in situ se maze uskutednit vyimutim histologického vzorku 7 pacienta
atento vzorek se oznadi protilatkami podle vynalezu. Protilatky (nebo fragment) se prednostng
aplikuji na vzorek v nadbytku. Pouzitim takového postupu je mozné stanovit ne pouze pritomnost
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klonii, alc také distribuci v testované tkani. PFj pouziti uvedeného vynalezu si odbornici musi
uvédomit. 7e libovolnd z riznych histologickych metod (jako je napFiklad barveni) se maze
modifikovat za Uéelem dosazeni detekee in sifu.

Takoveé testy kloni podle vynalery v tvpickém piipade obsahuji inkubaci bioiogického vzorku,
jako je biologickd kapalina, thafiovy extrakt. Gerstvé schrané buniky. jako jsou lymtoeyty nebo
leukocyty nebo buiiky. které se inkubovaly v tkanové kultufe za pritomnosti detekovatelné ziace-
nych protilatek, které maji schopnost identifikovat kédované proteiny a detekovat protilatky libo-
volnym poétem metod. které jsou dobfe znamy v oboru.

{viii) Kodované proteiny podle vynalezu se mohou také pouzit jako nepfimé modulatory Fady
jinych proteind G¢inkem jejich schopnosti vazat se na Jiné intracelularni proteiny. Tvto jiné intra-
celularni proteiny se mohou vazat jests na jiné intraceluldrni proteiny nebo intracelulirmi domenu
transmembranového proteinu.

Za ucely modulace échto Jinych intracelulamich proteind nebo intraceluldrnich domén frang-
membranovych proteinil se tyto proteiny podle vynalezu mohou zavést do bunék fadou zplsobi,
Které se uvadeji shora v textu v odstave ().

Také by se mélo poznamenat, 7¢ izolace. identifikace a charakterizace proteini podle vynalezu sc
muZe uskutecnit za pouziti libovolné ze anamych standardnich testovacich postupil, Napfiklad
Jeden z téchto testovacich postupii je kvasinkovy dvou-hybridni postup. ktery se pouzil pfi iden-
tiftkaci proteina podle vyndlezu. Pi izolaci. identifikaci a charakterizaci proteind podle vynalezu
nebo pfi izolaci. identifikaci a charakterizaci daltich proteinil, faktord, receptori atd., které Jsou
schopny se vazat na proteiny podle vynalezu, s¢ mohou pouzit i Jmé postupy. jako je afinitni
chromatografie, hybridizace DNA atd... jak je znamo v ohoru.

Mohou se v3ak pouzit samotné proteiny. o kterveh se zjistilo, Ze se vazou na proteiny podle vyna-
lezu. a to analogovym zptsobem jako s¢ proteiny podle vynalezy pouzivaly pit izolaci, identifi-
kaci a charakterizaci jinyeh proteinii, faktort atd.. ktere Jsou schopny se vazat na proteiny podle
vynalezu. To znamend proteiny. které mohou reprezentovat faktory zahrnuté dale downstream
v asociovaném signalnim postupu nebo kieré mohou mit Jelich signaini aktivitu a proto reprezen-
tji proteiny zahrnuté v odlisnyveh signalnich postupech.

Sekvence DNA a kédovangé proteiny podle vynalezu se mohou produkovat libovolnym standard-
nim postupem rekombinace DNA (napf. Sambrook et al., {1989) Molecular cloning: a laboratory
manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.), pi kterém vhodné
eukaryontni nebo prokaryontni hostitelske buiky se transformuji vhodnymi eukaryontnimi neho
prokaryontnimi vektory, které obsahuji sckvence kédujici proteiny. Vyndles také zahrnuje takoveé
expresivii vektory a transformované hostitele, které se mohou pouzit pfi produkei proteint podle
vynalezu. Jak se uvadi shora v textu, tyto proteiny také zahenuji jejich biologicky aktivni analo-
gy. fragmenty a derivaty a tak vektory je kodujici také zahrnuji vektory kodujici analogy a frag-
menty téchto proteind a transformovani hostitele zahrnuji ty, kieré takové analogy a fragmenty
produkuji. Derivity téchto proteinii jsou derivaty produkované standardni modifikaci proteini
nebo jejich analogli nebo fragmenti, které produkuji transformevani hostitelé.

Vynilez se také tyka farmaceutickych kompozic pii modulaci Géinki zprostiedkovanych TRAF2.
Farmaceutické kompozice obsahujici jako aktivni latku jednu nebo vice ze skupiny zahrnujici: (i)
Jednu nebo vice sekvenci DNA podle vynalezu nebo jeji ¢asti subklonované do vhodného expre-
stvniho vektoru: (ii) protein podle vynalezu. jeho biologicky aktivni fragmenty. analogy, derivaty
nebo jejich smés: (1ii) rekombinantni zvifeci virovy vektor kadujici protein podle vynalezu, jeho
togicky aktivni fragmenty. analogy ncho derivaty.

Farmaceutiché kompozice se aplikuji vzhiedem k onemocnéni. kters se ma I¢¢it a v mnoZstvi,
Které je vyhodné pro pacienta v zavisiosti na télesné vize a Jinych dvahach, jak stanovi I¢kar.
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Jak se uvadi shora jedno se specifickych provedeni protein( vazajicich se na TRAT podle vyna-
lezu je protein vazajici se na TRAF2. V zavislosti na Zjisténi, Ze se v souladu s vynalezem protein
NIK vaze specificky na protein TRAF2 a Jako takovy je mediatorem/modulatorem TRAF? a
mize a mive tak sprostiedkovarmodulovat aktivity TRAT? pii akiivaci NF- B a proto jeho
mozna dloha pii které TRAF2 funguje nezavisle nebo ve spojeni s jinymi proteiny (napf. recep-
tory p55 TNF a p75 TNF, receptor FAS/Apol, MORT=1, RIP a TRADD). Je dilezité vytvorit
Ieky. které mohou zesilit nebo inhibovat interakei TRAF2-NIK. Jak se pozaduje. Naptiklad je-Ii
nutne zesilit bunéénou eytotoxicitu indukovanou FNF, je nutné inhibovat indukei NF=B, inhibi-
¢i interakce TRAF2-NIK nebo inhibici specificky TRAF2 a/nebo NIK. Je-li nutné inhibovat
bunécnou cytotoxicitu indukovatelnou TNE bude potieba sesilit indukei NF-¢B zesilenim inter-
akce TRAF2-NIK nebo zesilenim TRAF?2 a/nebo NIK specifické indukce NF—B. Existuje fada
onemocneni, pfi kterych takové Iéky mohou byt velkou pomoci, Mezi né patfi {(uvedeno dale
viextu) akutni hepatitida. pfi které dochazi k akutnimu poskozeni jater. coZ pravdépodobng
reflektuje na odumirani bunék jater zprostiedkované receptorem FAS/APOL. coz nasteduje po
indukei ligandem Fas: autoimunné-indukovatelné odumirani bunék, jako jsou [3-Langerhansovy
buiky pankreatu, coz vede k cukrovee; oduntirdni bundk v implantatech (napiiklad ledviny, srdec
a jatra). odumirani oligodendrocyti v mozku vede ke sklerdze: a AIDS-inhibované odumirani T
bunck. které zpiisobuji proliferaci AIDS viru a proto onemocnéni AIDS.

V takovych pripadech je nutné inhibovat cestu bunééng cytotoxicity zprostredkovanou recepto-
rem FAS/APOI (apoptdzu) a zesilit receptorem FAS/APO| zprostiedkovanou indukei NF—B
pres TRAF2 a interakei TRAF2-NIK, Jedna z cest by bvla zvysit mnozstvi NIK v buikach neho
zvySit mnozstvi TRAF2 a NIK tak. 7c se zvysi indukee aktivace NFB zprostiedkovana protei-
nem NIK nebo interakei TRAF2- NIK. coz znamena, 7e sc posili aktivace NF B a proto schop-
nost bunck prezit: nebo tak, ze dojde k zesileni primych nebo nepiimych interakei mezi recepto-
rem FAS/APOL a TRAF2 (nebo TRAF-NIK)., coi vede ke snizeni interakei receptory
FAS/APOI s bunéenvmi cytotoxickymi mediatory (napt. MACIHL schéma na obr. & 2b), aby
doslo ke zvyseni indukce aktivace NF-B a schopnosti bunék prezit,

Naopak v pfipadé¢ nadori a infikovanych bunék (uvedeno shora v textu) je nutné zvysit eytoto-
xicitu zprostiedkovanou receptorem FAS/APO| . aby doslo k zesileni odumirani bunék. V tomto
pripadé bude nutné inhibovat interakce FAS/APOI receptoru=TRAF2 (nebo TRAF2-NIK)
a/nebo inhibovat pFimo protein NIK a tim snizit indukei aktivity NF—B.

Je mozné, Ze protein NIK nebo spise Jeho izoformy, analogy ncho fragmenty mohou slouzit jako
«prirozené” inhibitory samotného proteinu NIK nebo interakce NIK-TRAF?2 tak slouzi jako inhi-
bitory indukee aktivity NIF-;B. Takoveé inhibitory se mohou pouzit jake specifické inhibitory,
které se popisuji shora v textu, napfiklad tyto inhibitory sc pouzivaji, kdy? je tieba zvysit Ginky
bunééné toxicity TNF nebo ligandu receptoru FAS/APOI za acelem zvysit odumirani bunek.
Ve skutecnosti, jak se uvadi dale v textu, se v souladu s vynalezem izolovaly rizné analogy pro-
teinu NIK a muteiny, které jsou kindza—deficitni analogy/muteiny a kieré jsou schopny biokovat
indukci aktivace NF—B zprostiedkovanou receptory TNF. receptorem FAS/APOI, jejich asocio-
vanymi proteiny TRADD, RIP a MORT], stejné jako zprostiedkovanou receptorem [L-1 (jehoz
aktivace je prostfednictvim proteinu NIK. ale nezavisla na TRAF2); a také je sprosticdkovana
bakterialnim endotoxinem (LPS). forbolmyristatacetatem a proteinem TAX HTLV-I. Jiné Jatky.

Jako jsou peptidy, organické latky. protilatky atd. se mohou také testovat za uéelem ziskani speci-

fickych Iéka, které jsou schopny inhibovat interakei TRAF? NIK nebo aktivitu proteinu NIK,

Podobnym zpiisobem kdyz je nutné zvysit aktivitu NT—B v riiznych situacich, Jak se uvadi shora
viextu, je mozné zvysit naptiklad mnozstyi proteinu NIK a/nebo TRAF2 v buiikach riznymi
standardnimi metodami popsanymi shora v textu. {napt. zavedeni DNA kodujici protein NIK
a/ncbo TRAF2 do bunék za aéelem indukovat zesilenou expresi nebo pripravit vhodné formulace
obsahujici protein NIK a/nebo TRAF2 vhodnou pro pfimou indukei do bunék nebo libovoiné jiné
zpusoby podle vynalezu). Jing latky. jako jsou peptidy., organické latky atd. se mohou testovat za
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ucelem ziskéni specifickych Iéki. které jsou schopny zvy3it aktivitu proteinu NIK nebo zesilit
interakei TRAF2-NIK.

Neomezené ptiklady peptidovych inhibitora interakee NIK-TRAF? Jsou pripraveny na zakladé
predchozi studie peptidovych inhibitors ICT protedz ncbu piotcde pudobnych (CE, substratove
specifit¢ ICE a strategiich analyzy epitopu za pouZiti peptidové syntézy. Zjistilo se, 7¢ na 0¢inné
stiepeni peptidu pomoci ICE jsou minimalni pozadavky. kdyZ na levé strané mista Stépeni jsou
Ctyii aminokyseliny s preferenci pro kvselinu aspartovou v pozici P1 a s metylaminem, kiery je
podstatny na pravé strané v pozici P1 (Sleath. P. R. et al.. (1990) J. Biol. Chem. 265, 14526-
14528: Howard, A. D. et al.. (1991) J. Immunol. t47. 2964 -2969: Thornberry. N. A. et al.,
{1992) Nature 336, 768 774). Navic fluorogenni substratovy peptid {tetrapeptid), acetyl-Asp-
GlusaI—Aspma—(ci--me[hylcoumaryI—7—amid_) zkracené Ac-DEVD-AMC, koresponduje  se
sckvenci poly (ADP-ribéza) polymeraza (PARP). kterd je stépena v buiikich kratce po stimulaci
FAS-R. stejn¢ jako jin¢ apoptopické postupy (Kaufimann, S. H. (1989) Cancer Res. 49, 5870-
3878: Kaufmann, S, I1. (1993) Cancer Res, 53. 3976-3985; Lazebnik, Y. A. ¢t al.. (1994) Nature
371.346-347). a je stépena ucinné CPP32 (Clen rodiny protedz CED3/ICE) a protedz MACH,

Podobné jako Asp v pozici 1 substratu Jevi se byt dilezité tetrapeptidy majici Asp jako &tvrty
aminokyselinovy zbytek a u riiznych kombinaci aminokyselin v prvnich tfech pozicich zbylk se
mize rychle testovat navazani na aktivni mista proteaz za pouZiti napfiklad zpisobu, ktery Vyvi-
nul Geysen (Geysen H. M. (1985) Immunol. Today 6. 364-369. Geysen H. M. et al., (1987
1 Immunol. Meth. 102, 259-274). kde velka Fada peptidii na pevnych podkladech se testovala za
Uéelem zpisteéni specifickych interakei s protilatkami. Navizani protedaz MACH na specifické
peptidy se mohou detekovat riznymi v oboru dobie znamymi metodami, jako je radioaktivn{ zna-
ceni atd. Tato metoda podle Geysena se ukdzala byt schopna testovat nejméng 4600 peptidh
v kazdém pracovnim dnu.

Steinym zpisobem se déd stanovit presnd vazebna oblast nebo oblast homologie. ktera stanovuje
interakei mezi TRAF2 a NIK (nebo libovolym jingm proteinem a proteinem vazajicim se na
TRAF) a pak se mohou testovat schopnost peptidii blokovat tuto interakei, Naptiklad syntetizo-
vanc peptidy maji sckvenci podobnou s tou, kterou obsahujc vazebna oblast. nebo komplementar-
ni s tou. ktera miZe soupefit s prirozenym proteinem NIK (ncbo proteinem vazajicim se na
TRAF) pii navazani se na TRAF? (nebo TRAF).

Vzhledem k tomu, ze maze byt vyhodné navrhnout peptidové inhibitory tak, 7e selektivné inhi-
buji interakce TRAF2-NIK (nebo interakci protein vazajici se na TRAF-TRAF). aniy interferuji
s fyzikalni procesy odumirani bunék. pi kterych se Ucastni jini Elenové intracelularni signalni
cesty, napfiklad MACH protedzy (castaici se odumirani bunék. které jsou &leny rodiny protcaz
CED3/ICE. peptidy vazajici se na TRAF2 (nebo TRAF) nebo protein NIK (nebo proteiny vazaji-
ci s¢ na TRAT), v testu takovém jako je ten. co se popisuje shora v textu. se mohou dale synteti-
zoval jako fluorogenni substratovy peptid, za ii€elem testovani selektivniho navazani na takové

Jiné proteiny, aby doslo k selekei pouze (&ch, Které jsou specifické pro TRAF2/NIK (nebo protein

vazajici s¢ na TRAF/I RAF). Peptidy. kter¢ jsou specifické naptiklad pro TRAF2/NIK. se mohou
modifikovat tak, aby se zvysila bunééna permeabilita a inhibovala se aktivita TRAF2 a/nebo
proteinu NIK a to bud vratné ncho nevratné. vV publikaci Thornberry. N. A et al.. (1994) Bioche-
mistry 33. 3934-3940 s¢ uvadi. e tetrapeptid (acyloxymetylketon Ac-Tyr-Val-Ala-Asp-
CH:()C(_(_))I:.ﬁ—(CFz)]“,h Je potentni deaktivator ICE. Podobné v publikaci Miiligan, C. E. et al,
(1995) Neuron 15, 385-393 se popisuje, 7¢ tetrapeptidove inhibitory, které zahrnuji chlorometyl-
Ketonové (nevratné) ncho aldehydové skupiny, (vratng) inhibuji ICE. Navic se zjistilo, ze latka
benzyloxykarboxyl- Asp-C1H,0C(0)-2.6--dichlorbenzen (DCB) inhibuje ICE (Mashima et al.,
(1993) Biochem. Biophys. Res. Commun. 209, 907 915). Pti podobném zpisobu letrapeptidy.
ktere se selektivn¢ vazi napfiklad na TRAF2. nebo protein NIK se miize modifikovat napiiklad
aldehydovou skupinou, chloromethylketonem, (acyloxy)methylketonem nebo CHOC(O)-DCB
skupinou za vzniku peptidového inhibitoru aktivity TRAF2/NIK. Déle za Géelem 7lepseni
permeability se mohou peptidy napiiklad dale chemicky modifikovat nebo derivatizovar, aby se




10

20

[2%)
“h

Lot
h

-H)

C7 299682 4

avysila jejich prichodnost bundénou membranou a umoznil se transport takovych peptida
membrénou az do cytoplazmy. V publikaci Muranishi. S. et al . (1991) Pharm. Research 8, 649 s¢
popisuje derivatizujici thyrotropin uvolfiwjici hormon s kyselinou laurovou za vzniku lipofilniho
lauroylderivatu s dobrymi charakteristikami penetrace bunéénymi membranami. V publikaci
Zaccharia S et al (1901} Eur. I, Pharmacol. 203, 353-357 se iakd popisuje oxidace metioninu
na sulfoxid a nahrazeni peptidu spojeného se svym ketomethylenizoesterem (CQCI1,). aby se
umoznil transport peptidé skrz bunéénou membranu. Tyto modifikace a derivaty jsou také dobie
znamé v oboru.

Dale 1ékové nebo peptidové mhibitory. které jsou schopny inhibovat aktivitu napfiklad intcrakce
NIK-TRAF2 a podobn¢ interakce mezi proteiny TRAF a proteiny vazajicimi se na TRAT. se
mohou spojovat nebo tvofit komplexy s molckulami, které umoziiuji jejich vstup do bunék.

Patent US 5 149 782 popisuje konjugaci molekuly za déelem transportu skrz bunéénou membra-
nu s cinidlem, jenz snadno prochazi membranou, Jako jsou fazogenni polypeptidy, polypeptidy
tvofici iontovy kandl, jiné membranové polypeptidy a mastné kyseliny s dlouhym fetézcem, napf.
kyselina myristova, kyselina palmitova. Tato &inidla prochazejici membranou zaglefiuji moleku-
lové Kkonjugaty do lipidové dvojvrstvy bunénych membran a umoznuji jejich vstup do cytoplaz-
my.

Low ¢t al. v patentu US 5 108 921 popisuje dostupné metody pro transmembranové zavadéni
molekul. jako jsou napiiklad proteiny a nukleové kyseliny. jejichz mechanizmem je receptorem
zprostiedkovand endocytotickd aktivita, Tyto receptorové systémy zahrnuji ty, co rozeznavaji
galaktézu, manndzu. mannoza—6- fosfore¢nan, transferin, asialoglykoprotein, transkobalamin
(vitamin By»), o-2-makroglobuliny, inzulin a jiné peptidové ristoveé faktory, Jako je epidermalni
rastovy taktor (EGF). Low et al. v patentu US 5 108 921 uvadi. Ze nutrién{ receptory, Jako jsou
receptory biotinu a folatu, se mohou s vyhodou pouzit pii zvyieni transportu skrz bunéénou
membranu, coz umozinje pozice a multiplicita receptorii biotinu a folitu na povrchu membran
vetsiny bunék. Tak komplex vznikly mezi slouceninou. kierd se zavadi do cytoplazmy, a ligan-
dem, jako je biotin nebo folat. se uvadi do kontaktu s buné¢nou membranou nesouci biotinovy
nebo foldtovy receptor az dojde k iniciaci trans- membranového transportniho mechanizmu zpro-
stredkovaného receptorem, ¢imy. se umoziiuje vstup pozadované latky do buiiky.

Je znamo, ze ICE ma schopnost toleravat liberalni substituce v pozici P» a tato tolerance k libe-
ralnim substitucim vedla k vyvoji potentniho a vysoce selektivniho alinitniho znaceni obsahuyjici-
ho biotin tag (Thornberry, N. A. et al.. (1994) Biochemistry 33, 3934-3940). Pozice P, stejné

Jako N-konec tetrapeptidového inhibitory se miige modifikovat ncbo derivatizovat tak. 7e se

piida dalsi molekula biotinu. aby sc zvysila permeabilita téchto peptidovych inhibitora skrz.
bun¢énou membranu.

Navic je v oboru znamo, 7c lizujici pozadovana peptidova sekvence s vedouci/signalni sekvenci
za vzniku .chimérického peptidu™ umoini. aby ,.chiméricky peptid~ se transportoval skrz buné¢-
nou membranu do cytoplazmy.

Peptidove inhibitory interakee proteinu vazajiciho sc na TRAF-TRAF napiiklad interakee
TRAF-NIK podle vynalezu zahrnuji peptidomimetické I¢ky nebo inhibitory, u nichz se maze
rychle testovat navazani. napfiklad TRAF2/NIK. aby se umoznilo navrzeni mozna vice stabilnich
inhibitord,

Také je vhodné, aby stejné zplisoby. které umoziuji nebo zesiluji transport peptidovyeh inhibi-
torli skrz bunéené membrany. jak se diskutuje shora v textu, se daly aplikovat na proteiny vazaji-
¢i se na TRAF, napfiklad protein NIK., Jeho analogy, fragmenty nebo jeho izoformy, stejné jako
peptidy a proteiny, které maji intracelularni Ucinky.

-4 -
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5 ohledem na protilatky, které se zmifuji zde v textu, termin protilitky™ zahrnuje polvklonalni
protilatky, monoklonalni protilatky (mAb). chimérické protilatky, antiidiotypické {(anti-ld)
protilatky k protilatkam, které se mohou znadit v rozpustné nebo v navizané forme, stejné jako
Jejich fragmenty, které vznikaji znamymi metodami, jako je naptiklad enzymatické Stépeni,
peptidova syntéza nebo metody rekombinace,

Polyklonilni protilatky jsou heterogenni populace molekul protilatek odvozenveh ze séra zvifat
imunizovanych antigenem. Monoklonalni protilatky obsahuji v podstaté homogenni populaci
protilitek specifickych k antigeniim, jejich populace obsahuji v podstaté stejny cpitop vazeb-
nych mist. MAb se mize ziskat zpiisoby. které jsou znamy v oboru (Kohler and Milstein. Nature,
256: 495-497 (1975): patent US 4 376 110: Ausubel et al., cds. Harlow and Lane Antibodies: A
Laboratory Manual. Cold Spring Harbor [aboratory (1988); a Colling et al., cds.. Current
Protocols in Immunology, Green Publishing Assoc. and Wiley [nterscience N, Y., (1992-1996).
Takovymi protilatkami mize byt libovoing tiida imunoglobulind zahrnujici 1gG. IgM, IgE, [gA,
GILD a libovolna jejich podifida. Hybridom produkujici mAb podle vynalezu se mize kultivovat
in vitro. in situ nebo in vivo. Vysoce se preferuje produkce uvedenou metodou, protoze umoznuje
venik vysokého titru mAb in vivo nebo i siry,

Chimérické protilatky jsou molekuly, Jelichz rizné ¢asti se odvozuji 2 riznych zvifecich specii,
Jako jsou ty, které maji variabilni oblast odvozenou z mysich mAb a 7 konstantni oblasti lidského
imunoglobinu. Chimérické protilatky sc primarn¢ pouzivaji pfi redukci imunogenicity pfi aplika-
ci a ke zvySeni vytézki produkce. napfiklad tam kde mysi mAb maji vyssi vytezky z hybridomi,
ale vy38i imunogenicitu u lidi, pak se pouzivaji lidské/mysi chimérické mAb. Chimérické proli-
latky a zpisoby jejich produkce Jsou dobic znamy v oboru. popisuji se v publikacich: Cabbily et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 3273-3277 (1984). Morrison et al., Proc. Natl Acad. Sci.
USA 81:6851-6855 (1984); Boulianne et al.. Nature 312 643-646 (1984); Cabilly et al., prihlag-
ka evropského patentu EP 125 023 (uvefejnéna 14. 11, 1984): Neuberger et al.. Nature 314: 268-
270 (1985); Taniguchi et al., ptihlaska evropského patentu EP 171 496 (uvetejnéna 19. 2. 1985);
Morrison ct al., prihlaska evropského patentu EP 173 494 (uvefejnénd 5. 3. 1986): Neuberger et
al.. prihlaska PCT WO 86/01533 (uvefejnéna 13. 3. 1996): Kudo et al.. piihlaska evropského
patentu EP 184 187 (uvciejnéna | 1. 6. 1986): Sahaga et al.. J. Immunol. 137: 1066-1074 (1986):
Robinson et al.. mezindrodni patentovi prihlaska WO §7/0267] (uvercinénd 7. 5. 1987); Liu et
al.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3439-3443 (1987): Sun et al.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84
214-218 (1987): Better et al.. Science 240: 1041—1043 (1988): a Horlow and Lane, Antibodies:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1988); a Colling et al., eds., Current
Protocols in Immunology. Green Publishing Assoc. and Wiley Interscience N, Y .. (1992-1996),

Anti-idiotypické (anti-Id) protilatky jsou protilatky. které rozeznavaji jeding determinanty, ktcré
se obecné spoji s protilatkou v misté, kde se vaze antigen. Id protilatky s mohou pfipravit imuni-
zaci zvifat stejnych specii a genetického typu (napt. kmen mysi) slouzici jako 7droj protilatek,
pro které se anti-Id protilatky pripravuji. Imunizovana zvifata budou rozezndvat a odpovidat na
idiotypické determinanty imunizujicich protilatek produkei protilitck k témto idiotypickym
determinantam (anti-Id protilatky) (naptiklad patent US 4 699 880).

Anti-Id se mohu také pouzit jako ~imunogen™ pti indukei imunitni odezvy jesté dalsich zvitat,
pitcemz vznikaji anti anti-[d protilatky. Anti--anti-Id protilatky mohou byt epitopicky identické
$ plivodnimi epitopicky identické s pivodnimi protilatkami, které indukuji anti-Id. Pak za pouziti
protilatek k idiotypickvm determinantim mAb Je mozné identifikovat jiné Klony exprimujici
protilatky s identickou specifitou.

Monoklonalni protilatky vzniklé proti proteintim vazajicim se na TRAF, jejich analoglim, frag-
mentum a derivatim (napf. protein NIK, jeho izoformy, analogy, fragmenty nebo derivaty) podle
vyndlezu se mohou pouzit pii indukci anti-1d protilatek ve vhodnyeh zvitatech, jako jsou
BALB/c mysi. Buiky sleziny takovych imunizovanych mys{ se pouzivaji pfi produkei anti -Id
hybridomii sekretujicich anti-Id monoklonalni protilatky. Dale anti-1d monoklonaln protilatky
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se mohou spojovat, aby nesly klicovy lumpethemocyanin (KLH) a mohly se pouzit pfi imunizaci
dalsich BALB/c mysi. Séra z téchto my&i budou obsahovat anti-anti-Id protilatky. které maji
stejn¢ vlastnosti navazani jako pivodni monoklonakni protilatky specifické pro epitop prolinu
vazajiciho se na TRAF nebo jeho analogi. fragmentd a derivata,

Anti—Id monoklondlni protilatky tak maji své vlasini idiotypické epitopy nebo ..idiotypy* struk-
turné podobné epitopu, ktery sc hodnoti jako GRB protein-a.

Termin _protilatky™ také zahrnuje ob¢ intaktni molekuly, stejné jako jejich fragmenty. jako jsou
naptiklad Fab a F(ab')2. kter¢ jsou schopny vazat antigen. Fragmentim Fab a F(ab’)2 chybi F¢
fragment intaktnich protilitek, nevydrzi tak dlouho v obhu a vykazuji niz§i nespecifické tkanové
navazani ve srovnani s intaktnimi protilatkami (Wahl et al, J. Nucl. Med. 24- 31 6325 (1983)).

Je vyhodné, aby Fab a F(ab')2 a jcjich fragmenty protilatek se pouzily podle vynalezu pFi detekei
a kvantifikaci proteinu vazajiciho se na TRAF zpiisobem, ktery se zde popisuje v souladu s intak-
tnimi molekulami protilatek. Takové fragmenty se v typickém ptipadé produkuji proteolytickym
Stepenim za pouZiti enzymi takovych, jako je papin (pfi produkei fragmentil Fab) nebo pepsin
(pii produkci fragmentii F(ab')2).

Rika se. Ze protilatky jsou .schopny se vazar™ na molekulu, Jestlize jsou schopny specificky
reagovat s molekulou.

Termin _epitop™ znamena &ast libovolné molekuly, kterou je protilatha schopna vézat a kterou je
také protilatka schopna rozeznat. Lpitopy nebo .antigenni determinanty™ obvykle obsahuji
chemicky aktivai povechové skupiny molekul takové Jako aminokyseliny nebo vedlejsi fetézee
cukrt a maji specifické tfirozmérné strukturni charakteristiky, stejné jako charakteristiky speci-
fického naboje.

~Antigen™ je molekula nebo ¢ast molekuly. kterou jsou protilatky schopné vazat a kiera je navic
schopna indukovat 7vifata k produkei protilatek vazajicich se na epitop uvedeného antigenu.
Antigen mize mit jeden ncho vice epitopi. Zde uvedena specifichd reakce znamend. ze indikuje,
aby antigen reagoval vysoce selcktivnim zpisobem se svou odpovidajici protilitkou a ne s ostat-
nimi protilatkami. které mohou byt evokovany jinymi antigeny.

Protilatky, mezi néz patfi fragmenty protilatek, pouzitelné podle vynalezu se mohou pouit ke
kvantitativni nebo kvalitativni detekei proteinu vazajiciho TRAF (napi. NIK) ve vzorku nebo pfi
detekei pritomnosti bunék, které exprimuwji protein vézajici se na TRAF podle vynalezu. To se
mtize uskutecnit zpisobem imunofluorescence za pouziti fluorescenené znadenych protilatek
(uvedeno dale v textu) ve spojeni s metodami svételné mikroskopie, cytometrie nebo fluoromet-
rické detekee.

Protilatky (ncbo jejich tragmenty) pouzitelné podle vynilezu sc mohou pouZit pii histologickych
testech, jako je imunofluorescence nebo imunoelektronova mikroskopie pii in situ detekei
proteinu vazajiciho se na TRAT podle vynalezu. Detekee in sifu se miie uskutecnit tak. Ze se na
histologicky vzorek z pacienta aplikuji znacen¢ protilatky podle vynalezu. Protilatky (ncho frag-
ment) prednostné vznika aplikaci nebo nadmérnou aplikaci znacenych protilatek (nebo fragmen-
tu} na biologicky vzorek. Pouzitim takového postupu je mozné stanovit ne pouze pkitomnost
protemu vazajiciho TRAF, alc také jejich distribuci v testované tkani. i pouziti tohoto vynalezu
odbornik musi predpokladat. 7e libovolna z téchto riznych histologickych metod (jako jsou
barvici postupy) se mohou modifikovat za icelem dosazeni detekee i sifu.

Takové testy za ucelem zisténi proteinu vazajiciho se na TRAF podle vynalezu v typickém
pripadé zahrnuji inkubaci biologického vzorku, Jako je biologicka tekutina, extrakt thané. cerstvé
ziskané buiiky, jako jsou lymfocyty nebo leukocyty nebo buniky. které se kultivovaly v tkanovych
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kulturich v pritomnosti detekovatelné znacenyeh protilatek schopnych identifikovat protein vaza-
Jici se na TRAF, a detekei protildtek libovolnou z fady metod dobie znamou v oboru.

Biologicky vzorek se mize nanést na podporu s pevnou tazi nebo na nosic, jako je nitroceluldza
nebo na fint pevny podklad nebo nosic, kiery je schopen imobiiizovai buky, bunecné partikute
nebo rozpustné proteiny. Podklad nebo nosié se pak muze promyt vhodnymi pufry a pak nasled-
ne aplikace detckovatelné znadenych protildtek v souladu s vynalezem, jak se popisuje shora
v textu. Podklad nebo nosic se pak mize podruhé promyt pufrem, aby se odstranily nenavazané
protilitky. MnoZstvi navazanych znacek na uvedensém pevném podkladu nebo na nosici se pak
mize detekovat béznymi zpisoby. Terminy . podklad pevné faze™, .nosi¢ pevné fize™, .pevny
podklad”, .pevny nosié™. _podklad™ nebo ..nosic™ se rozumi libovolny podklad nebo nosi¢ schop-
Yy vizal antigen nebo protilitky. Dobie znamé podklady nebo nosi¢e zahruji sklo, polystyren,
polypropylen. polycthylen. dextran. nylonamylazy, pfirozené a modifikované celulozy, poly-
akrylamidy. gabbro a magnetit. Podstata nosice mize byt bud’ v uritém rozsahu rozpustna nebo
nerozpustna pro Gcely vynalezu. Podkladovy material mize mit libovolnou moznou strukturni
konfiguraci, pokud piipojena molekula Je schopna se vizat na antigen nebo protilatku. Pak konfi-
gurace podkladu nebo nosite muze byt prostorova. jako napiiklad kulicky. cylindrickd, jako je
viitini povreh zkumavek ncho vngjsi povrch tycinky. V jiném pfipadé povich mize byt rovay,
Jako je napfiklad list nebo testovaci prouzek ald. Preferovanymi podklady nebo nosici jsou poly-
styrenove kulicky. Odbornik zna jiné nosi¢e vhodné pro navazani protilatek nebo antigenu nebo
na zikladé vlastnich experiment( dojde ke stejnvm zavéram.

Vazebng aktivita danyeh protilatek podle vynélezu, které se popisuji shora v textu. se maze
stanovit podle dobfe znamyeh metod. Odbornik je schopen na zakladé experimenta stanovit opti-
malni a operativni testovaci podminky pro kazdé stanoven.

Do testi, je-li to nutné a vyzaduje-li to situace. se mohou pridat dalsi kroky, jako je promyvani,
michani, koltbani nebo filtrace.

Jednim ze zplsobi, ktery mize podle vynilezu detekovatelné znacit protilatky je jejich pripojeni
kenzymim a jejich pouziti v enzymatickém imunclogickém testu (FIA). Tento cnzym, kdyz se
pozddJi prida vhodny substrat. bude reagovat takovym zpisobem. Ze budou vznikat chemické
latky, které se detckuji. napiiklad spektrofotometricky, fluorometricky nebo vizudlng. Enzymy,
ktere se mohou pouzit za elem detekovatelného znaceni protildtek. zahrnuji napriklad malat-
dehvdrogendzu, stafylokokovou nukleazu, delta-5—steroidizomerazu. kvasinkovou alkohol-
dehydrogenazu, alfaglycerofostitdehydrogenazu, triosafostatizomerazu, kfenovou peroxidazu,
alkalickou fosfatazu, asparaginizu, glukézovou oxidazu. beta—galaktoziddzu, ribonukleazu,
urcazu. katalizu, glukéza—6—foslatdehydrogenazn, glukoamylazu a acetylcholinesterdzu. Detekee
se muze provést kolorimetrickymi metodami. kieré pouzivaji pro enzymy chromogenni substrat.
Detekce sc také miize provést vizualnim porovnanim rozsahu enzymatické reakce substratu ve
srovnani s podobné piipravenymi standardy.

Detekee se mize uskutednit za pouziti libovolného 2 riznyeh imunologickyeh testd. Napiiklad
radioaktivnim znadenim protilatek nebo fragmentii protilatek je mozné detekovat R—PTPazou 7a
pouziti radioimunologického testu (RIA). Test RIA Je dobfe popsan v publikaci: Laboratory
Techniques end Biochemistry in Molecular Biology. Work, T. S. et al.. North Holland Publishing
Company, NY (1978), zvlasté v kapitole s titulem .An Introduction to Radioimmune Assay and
Related Techniques™. jejimz autorem je Chard, T. Radioaktivni izotop s¢ mize detekovat napfi-
klad pouzitim poéitade gama zdfeni, scintilacniho pocitace gama zafeni nebo autoradiografii.

Také je mozné oznadit protilatky v souladu s vynaiezem fluorescenéni latkou. V piipadé. ze fluo-
rescencni latkou 7nacené protilatky jsou vystaveny pusobeni svétla s vhodnou vinovou délkou.
Jejich piftomnost se pak mize detekovat Nuorescenéne. Mezi nejbéznéyi uzivané fluorescenéni
znacici latky patii fluoresceinizothiokyanat, rodamin, tykoerytrin, pykocyanin, allofykocyanin,
o - ftaldehvd a fluorescein.
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Protilétky se mohou také detekovatelné znagit za pouziti kovi emitujicich fluorescenéni zareni,

Jako je "E nebo jiné séric lantenida, Tyto kovy se mohou navazat na protilatky za pouziti tako-

vveh kovovych chelatovyeh skupin, jako je kyselina diethylentriaminpentaoctova (ETPA).

Protilatky se mohou také detckovatelné znadit parovanim s chemoluminiscenéni sloudeninou.
Pritomnost protilatek oznatenyeh chemoluminiscenéni latkou se pak stanovi detekci pritomnosti
luminiscence, ktera se uvoliuje béhem pribchu chemické reakce. Priklady zvlasts pouZzitelnvch
chemoluminiscendnich znagicich sloudenin Jsou luminol. izoluminol, teromaticky akridinjum-
ester, imidazol, soli akridinia a aoxylatester.

Podobng se miize pouzivat ke znaceni protilatek podle vynalezu bioluminiscenéni latka. Biolumi-
niscence se jako typ chemoluminiscence nachazi v biologickych systémech, kde katalyticky
protem zvysuje uéinnost chemoluminiscenéni reakce. Dulezitymi bioluminiscenénimi latkami

Jsou pro (¢ely znadeni luciferin, Tuciferdza a aequorin,

Molekula protilatek podle vyndleau se mage adaptovat za ucelem vyuziti v imunometrickych
testech. které jsou také znamy jako dvoustranny* nebo _sendvicovy” test. Pi typickém imuno-
metrickém testu se uréité mnozstvi neznacenych protilatek (nebo fragmenti protilatek ) navaze na
peviy podklad nebo nosic a piida se urcité mnozstvi detekovatelns znacenych rozpustnych proti-
latek. coz umoziiuje detekei a/nebo kvantifikaci ternarnich komplexi vytvofenych mezi protilat-
kou na pevné fazi, antigenem a znacenou protilatkou.

Typické a preferované imunometrické testy zahrnuji .. forward™ testy, pfi kterveh protilatka vaza-
na na pevnou fazi pfichazi do kontaktu s testovanym vzorkem. pficemz dochézi k extrakei anti-
genu ze vzorku za vzniku binarniho komplexu protilatky na pevné fazi-antigen. Po vhodné inku-
bacni dobé se pevny podklad nebo nosi¢ promyje. aby se odstranil zbytek kapalného vzorku,
ktery obsahuje nezreagovany antigen. Pak dochazi ke kontaktu s roztokem, ktery obsahuje
neznamé mnozstvi znacenych protilatck (které funguji jako .reportni molekuly™). Po druhé inku-
baci protilatky vytvofi komplex s antigenem navazanym na pevny povrch nebo nosic prostred-
nictvim neznagenych protilatek. Pevny podklad nebo nosié se promyje podruhé, aby se odstranily
nezreagované protilatky,

U jiného typu sendvicového testu, kde Jje mozné pouzit antigeny podle vynalezu, se pouzivaji tzv,
~SOUDEZNE™ a reverznit testy. Soubézny test zahrnuje Jediny stupen inkubace, pii kterém se
protilatky vazou na peviy podklad nebo nosic a obé znacene protilatky se pridaji k testovanému
veorku ve stejném éase. Po inkubaci se pevny podklad nebo nosi¢ promyje a tim se odstrani 7byt-
ky kapalného vzorku a znadené protilatky. které nejsou v komplexu. Pritomnost znacenych proti-
latek asociovanych s peviym podkladem nebo nosicem se pak stanovi jako u bézného _forward™
sendvi¢oveho testu,

Pti .reverznim™ testu se do kapaliny vzorku postupné pridava prvni z roztoki znacenych protiis-
tek, pak po vhodné dobé inkubace nasleduje pfidani neznadenych protilatek vazanych na pevném
podkladu nebo nosiéi.

Po druhé dob¢ inkubace se pevnd faze promyje béznym zpisobem. aby se odstranil zbytck testo-
vaného vzorku a roztok nezreagovanych znacenych protilatek. Stanoveni nacenych protilatek
asociovanych s pevaym povrchem nebo nosicem pak prob&hne jako .soubéiny* a . forward™ test.

Jak se uvadi shora v textu vynles se také tykd farmaceutickych kompozic. kieré obsahuji rekom-
binantni vektory zvifecich virg kodujici proteiny vazajici se na TRAT. Tyto vekiory také kaduji
povrchovy virovy protein schopny se specificky vazat na povrchové proteiny cilovych bunék
(napf. rakovinové buiky) tak, aby fidily inzerci sckvenci proteinu vazajiciho se na TRAF do
bunék. Dalsi farmaccutické kompozice podle vynalezu obsahuji jako aktivni latku (a) oligonu-
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kleotidovou sekvenci kédujici anti-sense sckvenci sekvence proteinu vazajiciho se na TRAF
nebo (b) 16¢iva, kierd blokuji interakei proteinu vazajiciho se na TRAF-TRAT.

Farmaccutické kompozice podle vynélezu zahmuji podstatné mnostvi aktivni ingredience, aby
s¢ dosahilo pozadovanélio Géeiu. Navie farmaceutické kompozice mohou obsahovat vhodné far-
maceuticky pijatelné nosice. které obsahuji excipienty a pomocna ¢inidla, ktera umoziiuji zpra-
covani aktivnich latek do pripravki, kiera se mohou pouzit pro farmaceutické uceiy a ktera
mohou stabilizovat takové pipravky pii aplikaci subjektu.

Ocekava se. Ze protein vazajici se na TRAF a jeho izoformy nebo izotopy s¢ bude exprimovat
vriiznyeh thinich v riizné sile a zfejmé také s riznymi paterny izotypli, nez je tomu u riiznych

Jmych proteini, kieré se podileji na intracelularni signalni cests. Jak se uvadi v uvedenych paten-

tovych piihlaskach. Tyto rozdily mohou zpisobovat tkaové specifické rysy odezvy na
Fas/APO1-ligand a TNF. Jako v pripadé jinych homologi CED3/ICE (Wang, 1. ct al.. (1994)
Cell 78. 739-750); Alnemri, E. S. et al., (1995) . Biol. Chem, 270, 4312-4317) se uz drive uka-
zalo, Ze (v dfive uvedenych patentovyeh piihlagkich) MACH izoformy, které obsahuji nekom-
pletni oblasti CED3/ICE (napfiklad MACHo3) maji inhibicni Géinek na aktivitu spoletné expri-
mavanych molekul MACHu! nebe MACHo2a: také se zjistilo, Ze blokuji indukci Fas/APOI
ap5> R. Exprese takovyeh inhibi¢nich izoforem v buikach mize zahrnovat mechanizmus auto-
ochrany bufiky proti eytotoxicité zprostredkované Fas/APO1 a TNF. Siroké heterogenita izofo-
rem MACH. kieré zna¢n¢ prekracuji hodnoty pozorované u jinych proteaz rodiny CED3/ICE,
by méla umoznit 2vIaste dobré fadéni funkee aktivnich MACH izoforem.

V souladu s vynalezem se také izolovaly analogy/mutciny jednoho z proteind vazajiciho se na
TRAT. jmenovité protein vazajici se na TRAF2 NIK. fyto analogy/muteiny proteinu TRAF
{uvedeno shora v textu a v piikladech déle v textu) jsou inhibitory indukce aktivace NF-B zpro-
sttedkované proteinem NIK a receptory TNF. receptorem FAS/APOI1, iejich piibuznymi protei-
ny, receptorem [L—1 a jinymi ¢inidly. Protoze, jak se uvadi shora v textu. proteiny vazajici se na
TRAF nebo mozné izoformy mohou mit rizné Gcinky v riznych tkdnich s ohledem na Jejich
interakei s proteiny TRAF a tim i vliv na aktivitu proteind TRAF nebo intracelularni signalizaci
zprostiedkovanou proteiny TRAF.

Je také mozné, ze nekteré z moznych izoforem proteinu vazajiciho se na TRAF maji jesté dalsi
funkce. Naptiklad protein NIK nebo nékteré analogy proteinu NIK nebo jeho izoformy mohou
take piisobit jako doky pro molekuly. které se podilejt na jinych necytotoxickyeh dacincich napti-
klad receptory Fas/APO1 a TNF prostrednictvim interakce s TRAF2 nebo dokonce nezivisle na
TRAF2.

Diky jedinetné schopnosti receptorii Fas/APO1 a TNF zpusobovat odumirdni bunék, stejné jako
schopnosti receptorit TNF zpiisoboval dalsi tkang poskozujici aktivity, pak kazda odchyika ve
funkei uvedenych receptorii mize poskodit organizmus. Jak nadmémé tak i nedostateénd fungo-
vani téchto receptori se podili na patologickych manifestacich ruznych onemocnéni (Vassalli,
P.(1992) Ann. Rev. Immunol. 10, 411-452: Nagata, S. and Gostein. P. (1995) Science 267,
£449-1456). Identifikace molekul. které se podileji na signalizacni aktivits receptoril a stanoveni
zplisobldl modulace aktivity téchto molekul, mize fidit nove terapeutické pristupy. Vzhledem
k otckavané dilezité roli protcing TRAF, naptikiad TRAF2, a vzhledem k interakeim proteinu
vazajiciho sc na TRAF-TRAF, napiiklad interakce TRAF2-NIK. pfi aktivaci NF—B zprostred-
kovanc Fas/APOL a INF. sc «da zvIaste dilezité vytvotit léky, které mohou blokovat interakei
proteinu vizajiciho se na TRAF-TRAF, napiiklad interakce TRAF2-NIK, v pripadé. Z¢ je nutné
usmrtit buiiky (inhibici aktivace NF-yB), a opaéné, je-li nutné ochranit buiiky, tato interakce by
méla byt zesilena, aby se také zesilila aktivace NF=:B).

Vynalez tak¢ zahrnuje proteiny nebo jiné ligandy., které se mohou vazat na proteiny vazajici se na

TRAF podle vynalezu a tak modulovat/zprostiedkovat aktivitu protein{ vazajicich se na TRAF.
Takové proteiny nebo ligandy se mohou testovat. izolovat a produkovat libovolnou 7 uvedenych
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metod. Napfiklad se zde mize izolovat fada novych ligandi, které zahrnuji proteiny schopné
vazat se na proteiny NIK podle vyndlezu (takové nové proteiny/ligandy vylucuji znamy TRAF2
a pravdépodobné I;B. jestlize se protein NIK skuleéné vaze na [-¢B).

Jak e v deiailech popisuje shora v textu takové nové proteiny/ligandy vazajici se na protein,
ktery se vaze na TRAF, naptiklad proteiny vazajici se na protein NIK. mohou slouzit jako napfi-
klad inhibitory nebo zesilovace akitivity gprostfedkované proteinem NIK nebo aktivity zprostied-
kované napfikiad interakei TRAF2-NIK a jako takové budou mit dilezitou vlohu v riznych
patologickych a jinych situacich. jak se detailné popisuje shora v textu. Jind funkce proteino/li-
gandd vazajicich se na protein, ktery se vize na TRAF, je slouzit jako specificka ¢inidla pri
CiSténi proleind vazajicich se na TRAF. napfiklad pfi afinitni chromatografii. Tyto nové vazajici
se proteiny/ligandy jsou pfipojeny na vhodné chromatografické matrice, aby vytvorily pevny
nebo afinitni podklad/matrici, skrz ktery roztok. extrakt nebo podobné, obsahujici proteiny viza-

Jici s na TRAF. napfiklad protein NIK, bude prochazet a timto zpiisobem dojde k jeho ¢isténi.

Takové metody alinitni chromatografie jsou dobfe znamy v oboru.

Podobné viechny shora uvedené proteiny vazajici se na TRAF, analogy, fragmenty, izoformy
a derivaty podle vyndlezu se mohou pouzit pfi &isténi afinitni chromatografii riznych proteind
TRAT., na které se vazi. Napiiklad proteiny vizajici se na TRAF. na které se vazi. Napfiklad
proteiny vazajici se na TRAF. jako je protein NIK. a analogy. fragmenty a muteiny proteinu NIK
(uvedeno v piikladech dile v textu) se mohou pouzit pii ¢idténi afinitni chromatografii TRAF2.
Proto stejnym zpiisobem. jako u proteinu NIK, analogi/mutein podle vynalezu (uvedeno v pki-
kladech dale v textu) za pouziti metod a libovolnych jinych ekvivalentnich metod, které Jsou
odbornikovi zfejmé. se izotovaly a produkovaly libovolné jiné proteiny vazajici se na TRAI2.
Takova metoda pro identifikaci a produkei téchto proteinii vazajicich se na TRAF, napfiklad
proteiny vazajici se na TRAFZ, budou zahrnovat testovaci krok, pfi kterém protein 1RAF (napfi-
klad TRAF2) nebo pfinejmensim jeho specifickd Cast (napt. éast proteinu TRATF? mezi amino-
kyselinami 222 az 501) se pouzijc jako substrat nebo jako ..navnada™ pro ziskani protetnii nebo
libovoIncho jiného ligandu schopného sc na néj vazat; pak nasleduji kroky identifikujici a cha-
rakterizujici takto ziskané proteiny: a uvedené proteiny/ligandy sc produkuji ve v podstaté izolo-
vanych a ¢iSténych formach. Viechny tyto kroky jsou v oboru dobre znamy a popisuji se detail-
néji shora v textu a dale v textu.

Meélo by sc také poznamenal, ze postupy:

i) dvou-hybridni test a dvou-hybridni galaktozidazovy expresivni test: (it) indukovana cxpre-
s¢, metabolicke znacict a imunoprecipitadni proteiny; (i) in vitro navazani: (1v) odhad cytoto-
xicity: a (v) northenova a sekvenéni analyza. stejné jako jing postupy pouzivané v nasledujicich
ptikladech sc popisuji detailngji v predchozich publikacich s ohledem na jiné intracelularni sig-
nalni proteiny a cesty (uvedeno napriklad v publikacich Boldin, M. P., Varfolomeev. E. L., an-
cer. Z., Mett, I. L., Camonis, 1. H., and Wallach, D, (1995b). J. Biol. Chem. 270. 7795-7798:
a Boldin, M. P_, et s1.. (1996) Cell 85, 803—815: Boldin, M. P. et al.. (1995a) J. Biol. Chem. 270,
337-341). Tyto postupy sc také popisuji v izraelskych prihlaskdch vynalezi ¢ 114615, 114986,
15319, 116588, 117932 a 120367, stejné jako v odpovidajici pfihlasce PCT/US 96/10521 .

Pichled obrazki na vvkresech

Na obrazku ¢. 1 je zobrazen diagram struktury molekuly TRAF2.

Obrazek ¢. 2a a7 b zobrazuje schematické diagramy ilustrujici stejné proteiny. které se podileji na
aktivact NF—B. mezi néz patfi nové proteiny vazajici se na TRAF podle vynélezu (napf. NIK).
V Casti (a) je uvedeno Easteend schéma, v ¢asti (b) je uvedeno kompletni schéma.;
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Na obrazcich 3a az b je uvedena nukleotidova sekvence 5 -konce klonu 9 {a) a dedukovana
aminokyselinova sekvence jim kodovana (b):

Obrazek & 4 ukazuje nukleotidovou sekvenci klonu 10;

Obrarzky ¢. 5a az b ukazuji nukleotidovou sekvenci klonu 15 (a) a dedukovanou aminokyselino-
vou sekvenci jim kodovanou (b):

Obr. &. 6 ukazuje nukleotidovou sekvenci a dedukovanou aminokyselinovou sekvenci proteinu
NIK: a

Obr. ¢. 7 ukazuje usporadani sekvence proteinu NIK se sekvenci mysi proteinové kinazy

mMEKK (my$i MAPK a ERK kinaza kinaza) a fadu jinych kinaz. Oznaceny jsou oblasti odpovi-
dajici konzervativnim motivam [ az IX v proteinovyeh kinazach.

Pitklady provedeni vynalezu

Materidly a metody
i) knihovny cDNA:
a)  knihovna ¢cDNA B-bunek

Pouzila se knihovna iniciovana oligo—dT zkonstruovana z lidskych B bunék (Durfee,
1. et al.. (1993) Genes Dev. 7: 555-569). Knihovna ¢cDNA se za¢lenila do restrikéniho
mista Xho! vektoru pSEL1Q7 zalozenc¢ho na vektoru pACT ve fizi s aktivaéni doménou
GAL4.

by knihovna Agt10 cDNA varlete

Pouzila se knihovna ¢cDNA z lidského varlete. Knihovna je ndhodné iniciovana nukleo-
tidy a praméma vehkost mzertu je 200 az 400 bp.

i} Kmeny kvasinek

Jako hostitelské kmeny pro transtormaci a testovani se pouzily dva kvasinkové kmeny: kmen
HE7¢. ktery se pouzil ve dvou—hybridnim testu a kinen SFY 526, ktery se pouzil v b-galaktozida-
zovych testech. Oba kmeny nesou auxotrofni markery trpl a leu2, tvto kvasinkové kmeny nemo-
hou rist v miniméalnim syntetickém médiu, které neobsahuje tryptofan a leucin, aniz nejsou trans-
formovany plazmidem nesoucim divoké verze téchto geni (TRP1, LEU2). Dva kvasinkové kme-
ny nesou dele¢ni mutace v genech GAL4 a GALS0) (mutace gald az 542 a al80 a7 538).

Kmeny SFY326 a HF7¢ nesou ve svém genotlypu reportér lacZ: genom kmene SFY 526 se Tazo-
val s UUAS a s ¢asti TATA promotoru GAL1 a genom kmene HF7¢ obsahuje tit kopie | 7-mérové
sekvence GAL4 a ¢asti TATA promotoru CYC1, které jsou fuzované s lacZ. Jak GAL] UAS
a 17-méry GAL4 odpovida)i za transkripéni aktivator GAL4. Navic kmen HF7¢ nese reportér
1S3 fozovany s UAS a TATA ¢asti promotoru GAILLL.

i}y Klonovani lidshého TRAF2.

Lidsky TRAF2 se klonoval pomoci PCR zknihovny ¢cDNA HL60 (aby se ziskala sekvence
TRAF2, detaily se popisuji v publikacich Rothe, M., Wong S. C., Henzel. W. J. and Goeddel.
D (1994} Cell 78: 681-692; Rothe, M., Sarma, V.. Dixit, V. M., and Goeddel, D. V. (1995a).
Science 269, 1424-1427; Cheng, G. and Baltimore, D. (1996) Genes Dev. 10, 963 973: Hsu, 1,
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Shu, H. B., Pan, M. G., and Goeddel. D. V. (1996) Cell 84, 299-308: a Wallach, D). {1996) Eur.
Cytokine Net. 7, 713-724). Pouzivaly se primery: a) 30-mérovy forward primer se sekvenci
CAGGATCCTCATGGCTGCAGCTAGCGTGAC odpovidajici kodujici sekvenci hTRAF2,
kterd za¢ina v kodonu pro prvni metaonin {podtrzeno) a zahrnujici linker s restrikénim mistem
BamHlI; b) 32-mérovy reverzni primer se sekvenci GUTCOGACTTAGAGCCUTGTCAGGTCC-
ACAATG. kiery zahrnuje terminaéni kodon (podtrzeno) genu hTRAF2 a ve svém linkeru rest-
rikéni misto Sall. Program PCR zahrnuje pocatecni denaturacni krok 2 minuty pri teploté 94 °C,
pak nasleduje 30 cvkli teplota 94 °C po dobu 1 minuty, teplota 64 °C po dobu 1 minuty a 72 °C
po dobu 40 vtefin. Amplifikovany lidsky TRAF2 se pak zaclenil do restrikénich mist BamHI az
Sall vektoru pGBT19 ve spojeni s GAL4 DNA vazebnou doménou.

iv)  Dvou-hybridni test knihovny B-bunék

Dvou—hybridni test j¢ metoda {popis uvedeny v citovanych publikacich shora v textu) pouzivana
za Ucelem identifikace faktorll, které jsou spojeny s uréitou molekulou slouzici jako navnada.
TRAF2 podle vynalezu se pak klonoval do vektoru pGBTY. ktery slouzi jako navnada. TRAF2 se
exprimoval spoleéné s testovanou knihovnou ¢cDNA B-buniky v kmeni kvasinek HF7¢. TRAF2
klonovany pomoci PCR se spojil rekombinantni fizi s doménou vazajici DNA CAL4 a testovana
knihovna ¢DNA se flizovala s aktivaéni doménou GAL4 ve vektoru pSE1107. Reportni gen
v kmenech HI'7¢ a HIS3 se fiozoval s upstream aklivujici sekvenci (UAS) promotoru GALI1,
ktery odpovidd transkripénimu aktivatoru GAL4. Transformanty, které obsahovaly oba plazmidy
pGBTY a PSEAT07, se wzolovaly zkultury na plotndch, které neobsahuji tryptofan a leucin.
Z ploten bez tryptofanu, leucinu a histidinu a s obsahem 50 mM 3-aminotriazolu (3AT) se ve
druhém stupni izolovaly pozitivni klony, které exprimuji vzajemné reagujici dvou—hybridni pro-
teiny. a proto aktivovaly GALI-HIS3,

v)  [-palaktozidazovy test

Pozttivni klony, které se izolovaly ve dvou hybridnim testu. se podrobily barevné detekei pomoci
fac/Z. v kvasinkovych buiikiach kmene SFY526 podle instrukei uvedenveh v publikaci Clontech
Laboratories’ manual (detailni informace se popisuii shora v iextu v uvedenych publikacich
a v patentovych pfihlaskachy. Transtormanty se kultivovaly pii teploté 30 °C po dobu 2 a7 4 dni,
az dosahly velikosti okolo 2 mm v praméru. pak se prenesly na filtry Whatman. Filtry se zmrazi-
ly/rozmrazily za (celem dosazeni prichodnosti bunéénych membran, pak s¢ namoéily do pulru
(16.1 mg/ml Na,HPO, . 7 H,0: 3.5 mg/ml Na,HPO, . HO: 0.75 mg/ml MgS8O, . 7 -0, plI=7)
obsahujici 0,33 mg/ml X—gal a 0.35 mM [--merkaptoethanol. U kolonii se sledoval vyvoj modré
barvy, coZ je indikace zavedeni 3—galaktozidazy.

vi) Exprese klonované cDNA.
Zkonstruovaly se dva druhy expresivnich vektord:

a) Vektory zalozen¢ na pUHD!0-3 obsahujici otevieny Cteci ramec (ORT) bud’ klonu 9. 10
nebo 15 ve fizi s epitopem hemeaglutininu (HA).

b) Vektor zalozeny na pUHDI0-3. do kterého se zavedla sekvence oktapeptidu FL.AG, pravé
pted klonovany TRAF2, vektor se pojmenoval FLLAG/B6/TRAF2.

Konstrukee obsahujici ORF klonu 9. 10 nebo 15 se transfekovaly do bunék Hella-Bujard (tyto
buiky se popisuji v publikaci Gossen, M. and Bujard. M. (1992) PNAS 89: 5547-5551) bud’
samostatné nebo se ko-transfekovaly s vektorem FLAG/B6/TRAT2 za pouziti standardni metody
s fosforeCnanem vapenalym (metoda se popisuje napfiklad v publikaci {(Ausubel et al.. Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publications and Wiley Interscience. New York, NY,
[987-1993).

"y
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vii) Luciferdzovy test.

V typickém pripadé se shromazdilo $x10° transferovanych bunék, promyly se tfikrat chlazenym
PBS a resuspendovaly se ve 400 b extrakéniho pufru (0,1 M K>HPO/KH,PO, pH=7.8: 1| mM
DTT). Lyze bunék se dosahlo tiemi cykly zmrazenim a rozmrazenim v kapalném dusiku. Bungg-
ny odpad se odstranil centrifugaci (5 minut pti 10 000 x g). V luciferazovém testu se pfidalo do
S0 pi dyzawu 200 pl tuciferazového pufru (25 mM  glyeylglvein, 15 mM K-HPO/KH,PO,
pH=7.8.15mM Mg50;, 4 mM EGTA, 2 mM ATP, | mM DTT). Do reakce se nasledné pridalo
100 pd 0.2 mM D-luciferinu, 25 mM glyeyiglycinu. 1 mM DTT. Aktivita luciferazy se stanovila
odectem emise svétla za pouZiti luminometru Lumitron nastaveného na 10 vtekin, (popisuje se
v publikacich uvedenych shora v textu).

Priklad I: Klonovani novych kioni 9, 10a 15.

V knihovné cDNA piipravené z B-bunék sc testovaly proteiny, které jsou asociované s TRAF2
za pouziti dvouhybridni metody. jak se popisuje v ¢dsti Materialy a metody v odst. (iv). Doména
vizajici DNA GAL4 a doména aktivujici transkripei se spojila pouze u transformantii, které
exprimu]ji jak TRAF2 tak i protein schopny reagovat s TRAF2. Vysledkem byla aktivace a expre-
s¢ reportniho genu, v tomto pripadé HIS3 fizoval s TATA &asti promotoru GAL1.

Na zaklade testu se izolovalo 200 kiona, které byly schopny riist na plotnach bez Trp, Leu a His
§ 3AT, Ze 165 ndhodné vybranych pozitivnich klond se piipravila DNA, kiera se docasné trans-
fekovala do kvasinkového kmenu SFY 526 spolu s TRAF2 klonovanym do vektoru pGBT9. Test
B-galaktozidazové aktivity probéhl na transformovanych kvasinkovyeh koloniich kmene
STY 326, jak se popisuje v casti Materialy a Mctody v odst. (v) Modra barva indikovala kvasin-
kové kolonie, kter¢ obsahuji ¢cDNA kddujici protein nebo polypeptid. ktery véze TRAF2.

Vysledky dvou hybridniho testu: schopnost izolovanych klont rist na 3AT plotnach a indukovat
LacZ, jak se meéfi barevnym testem, jsou uvedeny v tabulee &, 1. Dva z testovanych pozitivnich
kloni nesly ¢DNA kodujici znamé proteiny: TRAF2, které jsou schopny se mezi sebou spojovat
a tvofit homodiméry a beta receptor lymfotoxinu. jejich7 intracelulami domény jsou schopny se
vizat na TRAF2. TFi 7 klonovanyeh ¢cDNA (klony 9. 10 a 15) jsou nové.

Pozitivini klony se dale testovaly v testech pro specifitu navazani. Testovala se Jejtch interakee
s irelevantni ndvnadou. Jak se¢ uvadi v tabulce ¢ 2. pouze klony 9 a 10 reagovaly s TRAF2
a nenavazaly se ani na jediny z fady irclevantnich testovanyceh proteind. Kion 15 na druhé strané
s¢ evdze ma protein MORTI, ani na intracelulari receptory p33 a p75 TNEF., ale slabé se vaze na
lamin a cyklin D.

Za acelem zizit oblast molekuly TRAF2, kterd vzajemné reaguje s klony 9. 10 a 15, se piipravily
dvé dalsi konstrukee. Jedna konstrukce obsahuje N--terminalni ¢ast molekuly TRAF2, amino-
kyseliny | a7 221, kiera zahrnuje motivy .ring finger” a . zin¢ finger™. Druha konstrukee zahrnuje
pouze C—terminalni ¢ast molekuly aminokyseliny 222 az 501, ktera zahrnuje oblast-TRAF a dal-
sich 42 aminokyselin. Tyto dvé konstrukce slouzi jako navnada pii dvou—hybridnim testu.
Vysledky jasné naznacuji, ze zatimco klony 9, 10 a |5 vzajemné nereaguji s konstrukei obsahu-
Jici aminokyseliny 1 az 221 molekuly TRAF2, viechny se vazi na C—terminalni konstrukei
obsahujici oblast TRAF se stejnou G¢innosti jako se vazi na molekulu TRAF2 v piné délce.

d
»2




34

CZ 299682 B6

Tabulka ¢. II: Vysledky dvou hybridniho testu, kde se pouziva TRAF2 jako ndvnada a p#i kterém
se 1zolovaly klony 9. 10 a 5.

Schopnost Barevny test ID/oznadent Cislo
risiy na 50 mM | (min.)} klanmi, dak se |nezavislych
3AT definuje jeho | klénu
sekvenovaninm
+++ 10 min TRAFZ 150
++ 2C wmin novy klén £. 9|6
+4+ 15 min novy klén ¢ 2
+et 1¢ min beta receptor |2
o lymfotoxinu
+ 15 min ~ lnovy klén &. 5
15

Tabulka ¢. 1I: Testy specifity
(interakce s irelevantnimi navnadami ve dvou—hybridnim testu)

Klon klen 9 klon 10 klon 15
navnada

LAMIN - - K
cyklin D -~ - TG
p75-1C - - -
055-1C - - -

MORT1 - - -

TRAF2 ++T +4+ +++

Po PCR amplifikaci ¢DNA klonu 10. sc klonovala plna délka ¢DNA zknihoven cDNA
ziskanych z RNA lidskveh tkani. Tento protein se oznadil na zakladé skutenosti, ze obsahuje
oblast proteinové kindzy. jako protein NIK vhodny pro (Kindzu indukujici NF—B™ (uvedeno dale
v lextu). Je numé poznamenat. Ze sckvence klonu 10, (na zakladé pocatecni analyzy, ktera se
provedia pied tim, nez s¢ ziskal protein NIK pomoci PCR) kdduje protem piivodné oznadeny
jako NMPI (uvedeno v publikaci 1L 117800). Zjistilo se, Ze tento NMPI nebo protein kédovany
klonem 10 ma sekvence odpovidajici konzervativnim motivim [ az X1, kieré charakterizuji
Ser/Thr proteinové Kinazy.

Priklad 2: Sekvenovani novych klon.

[zolovaly sc tfi nove ¢DNA Klony (klony 9, 10 a 15) a amplifikovaly se v bakteriich E. coli
a sekvenovala se jejich DNA. Zjistilo se. ze viechny tfi klony jsou ¢asteéné ¢cDNA Klony.

Celkova délka klont 9, 10 a 15 byla piiblizné 2000, 2 00 a 1300 pari bazi.

Obrazky 3 a 5 ukazuji sckvenovanou ¢ast klond 9 a 15 a obrazek ¢. 4 zobrazuje celou sekvenci
klonu 10.
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Obrazky ¢, 5a az b ukazuji celou nukleotidovou sekvenci klonu 15 sekvenovanou 7 obou konei
5" a 3" (a) a jimi kédované dedukované aminokyseliny (b). Zjistilo se, ze klon 15, ktery je
Caste¢né klon cDNA, koduje protein obsahujici 172 aminokyselin.

> Kiony 9a i3 jsou casteéné kiony, kterym chybi vétina jejich 5'konce kodujicich sekvenci DNA.
Viechny dedukované aminokyselinové sekvence, které jsou zobrazeny na obr. ¢ 3b. 4b a 5b
zalinaji prviniim nukleotidem klonu,

Sekvence analyzovaného klonu 10 (&aste¢ny ¢DNA klon) kaduje protein nazyvany NMPI_ jak se

1o uvadi shora v textu, kiery obsahuje motivy Ser/Thr proteinové kindzy. Cela délka klonu cDNA
ziskaneho pomoci PCR za pouziti klonu 10. jak se uvadi shora v texiu. ukazuje novou kindzu
NIK vézajici se na TRAF2, jak se uvadi shora v textu.

Cela nukleotidova sekvence proteinu NIK a jeji dedukovana aminokyselinova sekvence je

s zobrazena na obr. &. 6, kde je podtrzen inicidtor ATG na pozici nukleotidu & 232 a kde terminag-
ni kodon na pozici nukleotidu &. 3073 je oznaden hvézdickou. Zeela sekvenovany klon proteinu
NIK na abr. ¢. 6 zahrnuje 4 596 nukleotidi. které obsahuji kodujici sekvenci proteinu NIK., Tato
sekvencee kdduje protein NIK s 947 aminokyselinovymi zbytky.

20 Prazkum dat v databance ukdzal. ze nova aminokyselinova sekvence proteinu NIK ukazuje
2v1aste vysokou homologii se skupinou kindz. Vétsina uvedenych kinaz slouZi jako MAY kinaza.

Obr. ¢. 7 zobrazuje uspofadani:

23 mySiho MEKKK(SH).
BYR2(52).
Tpl-2(S3),
onkogen Ewingova sarkomu ($4),
SS3(S5).
kl) (STE11) (S6),
(NPK1}(S7).
(BCK1)(S8) a
(NIK) (89).

35 Zjistilo se, 7e nékteré  téchto kindz maji onkogenni aktivitu, ktcrou vykazuji v piipadé vvskyiu
v mutované formé.

Priklad 3: Exprese klonované ¢cDNA a jejich spoletnd imunoprecipitace s TRAF2.

40
Buky HelLa-Bujard se transfckovaly TRAF2 oznafenym FLAG v expresivnim vektoru
pUHDI10-3. Konstrukee obsahujici ORF klonu 9, 10 nebo 15 se fizovaly s epitopem FA, jak se
popisuje v Casti Materidly a Metody v odst. (iv). Buiky se pak inkubovaly po dobu 24 hodin
v Dulbeccove modifikovaném Fagle médiu (DMEM) s 10% telecim sérem. kam se dile pridal

15 YSometionin a ¥S-cystein. Na konci inkubace se buiiky lyzovaly v radioimunologickém pufru
(10mM Tris-HCI, pH7.5. 150 mM NaCl. 1% Nonident P—40, | % deoxycholat, 0.1 % SDS
al mMEDTA: 1 ml/5x107 bunék) a lyzat se pretistil inkubaci s irelevantnim kralicim antisérem
a s kulickami sefarozy s proteinem G. (Pharmacia. Sweden). Imunoprecipitace probehla inkubaci
alikvold lyzitu s anti FLAG (ziskanych od firmy Eastman Kodak C0.) po dobu jedn¢ hodiny pfi

s teploté 4°C nebo s anti-HA monoklonalnimi protilatkami (kion 12CAS (Field. J. et al.. (1988)
Mol. Cell. Biol. 8: 2159-2165)). Exprimované proteiny sc analyzovaly na gelu SDS-PAGE. a pak
nasleduje autoradiografie.
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Vysledky takovych pokust ukazuji. ze ¢astecné cDNA klony 9, 10 a 15 koduji proteiny s mole-
kulovou hmotnosti okolo 50 000 az 65 000, 45 000 a 26 000.

r. jii‘mu e, 2¢ Klon 15 m:lt:dLuu: s TRAFZ, ale prmemy kodované Klom 9aio (NIK) StLJne _]ak()
cely protein NIK munopreupﬂovalv spoleéné s proteinem TRAF2, Vfor]\y bun¢k, které se ko-
transfekovaly TRAFZ a bud’ jednim nebo druhym klonem a imunoprecipitovaly s¢ bud” s anti-
FLAG nebo s anti-HA protilatkami. Pak nasleduje analyza na SDS-PAGE. jak se popisuje shora
v textu, na které sc ukazaly v kazdé draze tfi pruhy: jeden pruh odpovida proteinim kodovanym
bud klonem 9 nebo 10 a dalsi dva odpovidaji zdvojenému proteinu TRAF2 s molckulovou hmot-
nosti 42 000 a 44 000.

Priklad 4: Funkéni testy.

Na 7akladé retardacniho gelového testu se zjistilo. 7¢ protein NIK indukuje NF—B. V typickém
pripadé se (L5 az | x 10° bunék 293 EBNA transfekovalo bud' t0 pg klonu 10 ve vektoru pcDNA
(obr. ¢. 7. draha 1), 3 pg pcDNA3 obsahujici ¢cDNA pro receptor p75 TNF (obr. &. 7. draha 3)
nebo klonem 10 (10 pug) a receptorem p75 TNF (3 pg) (obr. €. 7 draha 2). Pfi kazdé transfekci
mnozstvi transickované DNA se doplnilo prazdnym vektorem pcDNA3 na celkové mnozstvi
I5 ng. Jako kontrola slouzi buiiky 293 EBNA transfekované |5 pg samotného vektoru pcDNA3
(obr. ¢. 7 draha 4). Bunky se kultivovaly po dobu 24 hodin v médiu DMEM s 10% telecim sérem,
pak se shromazdily a dale se osetiily podle publikace Schreiber, E. Matthias. P.. Muller, M, M.
and Schaffner. W. (1989), Nuc. Acids Res. 17: 6419. Vzorky se pak nanesly na 5% polyakryl-
amidovy gel. NF—(B se monitoroval za pouZiti sady oligonukleotidii radioaktivné nacenych

pomoci P, které odpovidaji sekvenci vazebnému mistu NF—B a slouzi jako sonda. {Sckvence
sond Jsou GATGCCATTGGGGATITCCTCTTT a CAGTAAAGAGGAAATCCCCAATGG).

Jak je uvedeno v tabulee & IV protein indukuje NF—B dokonce s vét3i G¢innosti nez TRAF-2
Na druhé strané klon 10 nemél tento Geinek.

Test s reportnim genem probéhl nasledovng:

Buiiky 293 EBNA se ko-transfekovaly vektorem pcDNA3, kiery obsahuje oblast HIV LTR spo-

Jenou s luciferazovym reportnim genem. spolu s bud’ plazmidem pecDNA3, jenz obsahuje cDNA

samotného receptoru p75, nebo s plazmidem pcDNA3 obsahujicim samotnou ¢cDNA klonu 10
nebo s plazmidem pcDNA3 obsahujicim ¢DNA receptoru p75 TNF a plazmid peDNA3 uvedeny
viabulee lVaVv.

Vysledky uvedené v tabulce V ukazuji:

a}  transfekee klonem 10 neaktivuje indukei NI~ B, zatimco protein NIK siln¢ aktivuje uvede-
nou indukei,

b) klon 10 stejn¢ jako protein NIK, kde aktivni misto lyzinu se nahradilo alaninem (N1K'), sil-
n¢ inhiboval indukci NF—B prostiednictvim ¢cDNA uvedené v prvnim sloupci v tabulce

¢ IV,

Delece 3'UTR proteing NIK (NIK-3'UTR) znaéné zesilila jeho expresi a nasledné jeho schop-
nost blokovat indukei NF (B, v piipadé. Zc je exprimovan v mutované formé.

-3A -
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Tabulka & 1V: Aktivace NF—3 prostiednictvim proteinu NIK. Gelovy retardaéni test. Cisla
udavaji stupe radioaktivity. jak se stanovilo ..fosfozobrazenim™ plotny.

Transfekovand cDNA | stupen plocha {mm’)
radicaktivity

samotny vektor 327 B 70,7

TRAFZ 2471 70,7

NIK 6537 70,7

kion 10 343 70,7

Tabulka ¢. V: Dominantné negativai uc¢inek klonu 10, NIK K—>A | na indukci NF—:B nadmémou
expresi TRAF2, TRADD, MORTI/FADD, TNFR-I, TNFR-II, chiméra TNFR-
I/'AS, RIP a aktivace NF—B pomoci proteinu NIK. Luciferazovy test.

Indukova | samotny | N1K NTK- klén 10 | w7g* NIK"- TRAFZ
L=l NF- vektor I0TR 3°UTR 225-501
KB

TRAF?2 300 1 000 | 25 30 ND
TRADD 300 800 1000 [1o0 10C 5 ND
MORTL/F | 300 1 600 25 80 90
ADD L

TNIR=-T | 200 §00 1 000 |50 160 5 ND
TNFR-IT | 200 750 800 20 90 6 ND
chirédra | 300 1200 25 50 30
FAS

RIP 300 800 75 50 ND
NIK 500 ‘ 200 10 ND
TNF 200 80

Priklad 5 Dalsi charakteristiky proteinu NIK.

Vedle testa specificity v prikladu 2 (uvedeno shora v textu) dalsi dvou-hybridni testy vazebnych
viastnosti proteinu NIK ukézaly (vysledku se nepublikujt). z¢ 2 pocatku izolovany Castetny klon
proteinu NIK {NIK 624-947) sc specificky vdze na C terminalni oblast TRAF2 (doména
C-TRAF), zatimco naopak protein NIK v cel¢ délce se vaze na doménu C—TRAF a na oblast
upstream od ni {(doména N-TRAT). Protein se¢ také nevaze na TRAF3. Dale chimérickd molekula
obsahujici doménu C-TRAF TRAF2 a N-terminalni ¢ast TRAF3 by mohla vazal ¢ast molekuly
NIK (NIK 624-947), ale nikoli protein NIK v plné délce. coz ukazuje. 7e navazani celého pro-
teinu NIK na TRAF2 vyzaduje obé oblasti TRAF2, jak C—TRAF tak i N-TRAF.

Proteiny NIK se vzdjemné nespojuji. ani se nevazi na intracelularni domény receptori pSS a p75
TNF: receptor CD40 (&len rodiny receptord TNF/NGF), a FAS/APOI (receptor CD95). Protein
NIK se také nevaze na intraceluldrni proteiny spojené s témito receptory. jako jsou napfiklad
TRADD. MORTT a RIP. Tyto vysledky korcluji s témi, které jsou zobrazeny v tabulce 1T {uvede-
n¢ shora v textu), pficemz se berou do lvahu vazebné specifity proteind kodovanych klony 9, 10
a 15. Ruzné interakce mezi riznymi receptory a proteiny jsou schematicky znazornény na obr.
¢ 2aa b, Obr. & 2b je vice kompletni.
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Northernova blotaéni analyza ukazuje, 7¢ existuje jediny transkript proteinu NIK exprimovany
v riznych tkanich v rizné sile. Velikost takového transkriptu je okolo 3000 nukleotida, které jsou
v podstaié stejné juko klonované cDNA proteinu NIK (uvedeno shora v textu, obr. &. 6).

Diie, juk s¢ uvadi shora v textu s ohiedem na protein kodovany kionem 10 (puvodné oznaeny

Jako NMPI). cely protein NIK ma také motiv serin/threonin proteinové kinazy podobny nékolika

MAP Kinazovych kindz (MAPKKK), jak také vyplyva ze sekvenéniho uspofadani uvedeného na
obr. &. 7.

lestovani kinazove aktivity proteinu NIK in vitro ukézalo, ze protein NIK mize bvt autofosfo-
rylovan. K autofosforylaci nedojde. kdyz mistné aktivni lyzin a vedlejii lyzin jsou nahrazeny
alaninem (analog proteinu NIK nebo jeho mutein ozmaceny NIK KK429 430AA indikujici, e
lyziny v pozicich 429 a 430 jsou nahrazeny alaninem). To také odpovida shora uvedenym vysled-
kam uvedenym v prikladu 4 a v tabulce ¢, 1V s ohledem na mutein NIK .

Jak se uvadi shora v textu nadmémd exprese proteinu NIK v buiikach 293 EBNA indukuje
NE—B jeste k zesileni nadmérné exprese TRAF2. ale nadmérng exprese &asteéncho proteinu
NIK (NIK 624-947) nepfindsi aktivaci NF-¢B. Navic shora v textu uvedeny analog/mutein pro-
teinu NIK. oznateny NIK KK429-430AA. také. je-li nadmérné exprimovan, neakiivuje NF—B.
Pak indukce NF— B prostrednictvim proteinu NIK zavisi na funkei intaktni kinazy NIK, Naopak
protein RIP (uvedeno ma obr. €. 2a), kiery také nese kindzovou doménu, mize stale indukovat
aktivaci NF—B, v piipade. Ze jeho kindzové aktivity je dosazeno mutaci.

Aktivace NF B pii nadmérné expresi proteinu NIK nelze rozesnat od aktivace, ke které dochazi
pfi odetfeni bunek 'INF a pfi nadmérné expresi TNF nebo TRAF2. 7akladni komponenty NF-—«B
aktivované proteinem NIK jsou p50 a p65. Nadmérna exprese proteinu NIK zplsobuje degradaci
IxBat a blokovani této degradace N-acetyl-Leu -Leu-norleucinolem (ALLN) vede (stejné jako
s TNF) k akumulaci molekul [xBa. které v SDS-PAGE migruji pomaleji, coz indikuje fosforylo-
van¢ molekuly [y Ba.

Jin¢ testy ukazaly. ze NF—<B se mize aktivovat v buiikach 293 EBNA pomoci TNF stejné jako
nadmdrnou expresi receptoru p35 a p75 nebo nadmeémou expresi receptoru p55 TNF, kde
intraceluldrni doména receptoru p33 TNF je nahrazena doménou receptoru FAS/APO1. NF— B
sc také mize aktivovat nadmérnou expresi TRAF2, TRADD, RIP nebo MORTI. ale ne deleci
MORTI v mutantu, kterému chybi oblast upstream mrtvé domény MORTI. Jak se uvadi shora
vtextu. cely NIK, ale nikoli mutein proteinu NIK oznaceny NIK KK429 430AA ani Casteny
NIK (NIK 624 az 947). indukuje aktivaci NF ¢B. Aviak cxprese muteinu NIK KK429-430AA
nebo NIK 624-947 v buikach 293- EBNA spolu s libovolnym jinym shora uvedenym ¢inidlem,
to jsou napf. receptory nebo asociované proteiny. vede ke zablokovani indukee aktivace NF-B
vsemi jinymi €inidly, coz indikuje. Ze aktivita proteinu NIK se podili na indukci NF—:B. Podob-
né shora uvedena inhibice aktivnimi molekulami NIK koreluje se snizenou redukei 1, Bo,

NF—B se také aktivuje pomoci IL-1 (schéma je zobrazeno na obr. ¢. 2b). Tento atinek je zjevné
zavisly na TRAF2 (IL-1 se nevaze na TRAF2 a G¢inek IL -1 neni blokovan expresi dominantné
negativniho mutantu TRAF2). Utinek 111 se inhibuje expresi mutantii proteinu NIK. Navic
aktivita NF—B pozorovana pfi nadmémé expresi homologu p65 Rel v buiikach 293 EBNA neni
zpusobena ko—expresi kindza deficitnich mutantdl proteinu NIK, coz indikuje, Ze protein NIK
neovliviiuje pfimo funkci proteinit Rel, ale podili se na jejich aktivaci indukované receptorem.

Cytotoxickd aktivita TNF (jasné zprostfedkovand MORT I-asociovanou proteazou MACH,
obr. & 2b) podléha negativni regulaci nékterveh NF—(B indukovatelnych genii. Antagonizujici
okolnosti indukee genti zprostfedkované NF—B a aktivace MACH mohou vysvétlit, pro¢ samot-
ny TNF stejn¢ jako IL-1 mize indukovat bunéénou rezistenci k TNF cvtotoxicité. V souladu
s tim sc také zjistilo, Ze exprese dominantnich negativnich mutantii v bunkach 293 FBNA podle
vynalezu podstatné zesiluje jejich citlivost k odumirani na zikladé piisobeni TNF a 7¢ nadmeéma
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exprese nativniho (ceiého, divoky typ) proteinu NIK inhibuje odumirani bunék na zakladé piso-
beni TNI" nebo nadmémé exprese receptoru p5S TNF (tento receptor mé intracelulirni doménu,
kterd zahrnuje tzv. oblast mrtvé domény, jeZ exprimuje-li se v buiikdch bez piitomnosti libovol-
ncho TNF, miaze indukovat svou vlastni bunéénou cytotoxicitu.

Prikiad 6: Dalsi funkni testy v piipadé biologické aktivity proteinu NIK.,

V souladu s vynaiczem se také zjistilo, Ze exprese dominantnich negativnich mutantd by mohla
také blokovat indukci aktivace NF (B v buiikach 293 EBNA pomoci dalSich indukénich éinidel,
kter¢ zahrnu)i: (i) dobfe znamy bakteridlni endotoxin, lipopolysacharid (L.PS): (ii) dobfe znamy
forbolmyristatacetdt, ktery je znam jako aktivator proteinové kinazy C a (i) HTLV-1 pro-
tein TAX.

Dale se zjistilo. Ze exprese dominantnich negativnich mutanta proteinu NIK v buiikach 293~
EBNA nema v podstaté zadny a¢inck na aktivitu Jun kinazy indukovanou TNF. ktera indikuje, Ze
protein NIK specificky a pfimo zvysuje fosforylaci 1B, aniZ se MAP kinazy podili na fosforylaci
Jun.

Z uvedeného vyplyva, ze kindzova aktivita proteinu NIK je ¢ast signalni kaskady, ktera je odpo-
védna za aktivaci NF—B a je béZnd u receptord TNF. receptoru FAS/APO! a receptoru
IL-1. Protein NIK se ucastni této kaskady. Navazani proteind NIK na TRAF2 mize umoznil, aby
protein NIK byl ovlivnén receptory TNF a receptorem FAS/APOI. Prostiednictvim analogu
k MAP kinazovym kaskadam mize NIK slouzit jako substrat pro kinazu (MAPKKKK). Tento
substrat pozaduje TRAF2, aby stimuloval receptory tak, Zc kdyZz protein NIK je fosforvlovan,
fosioryluje a aktivuje jiné kinazy (nebo mize indukovat piimo aktivaci NF—B piimou fosforyla-
¢t 1B). Aktivace NF—B indukovana IL-1 je nezdvisla na TRAF2 a proto aktivace receptorem
[L-1 se mize zprostfedkovat daliim proteinem IRAK. scrin/threonin kindzou, kterou posiluje po
stimulaci receptor [L-1 (Cao. Z. et al., (1996b) Science 271, 1128-1131), a také pomoci TRAF6,
kiery se vaze na IRAK (Cao, Z., et al., (1996a) Naturc 383, 443-446). schéma na obr. &. 2b). Jak
se uvadi shora v textu, cilem proteinu NIK nebo kinazové kaskady. kicrou aktivuje, je pravde-
podobné 1 B. Protein NIK mize také fosforylovat proteiny TRAF nebo regulaéni proteiny, které
se na ne vazi. napriklad TANK-VTRAF (Cheng, G. and Baltimore, D. (1996) Genes Dev. 10,
963-973: Rothe, M., Sarma. V., Dixit, V. M., and Goeddel. D. V. (1995a) Scicnce 269, 1424
1427) za vzniku mist pro jiné proteiny.
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PATENTOVE NAROKY
1. lzolovany polypeptid, kiery se vaze na faktor 2, asociovany s receptorem TNF (TRAF2)
a moduluje aktivitu nuklcarifio fakioru B (NF B). polypeptid je tvoren
a} sckvenci aminokyselin. kédovanou nukleotidovou sekvenci SEQ ID No:3 sekvenci amino-
hyselin. kddovanou nukleotidovou sekvenci SEQ 1D Noz6. nebo sekvenci aminokyselin SEQ ID

No:7,

b) sekvenci aminokysclin. ktera je fragmentem a) ktery se vize na TRAF2 a moduluje aktivity
NF-—B.

c) sekvenci aminokyselin, ktera je analogem a) neho b), obsahuje méné nez deset zmén
v sekvenci aminokyselin a) nebo b) a kterd se vaze na TRAF2 a moduluje aktivitu NF (B,

d) derivitem a). b) nebo ¢). ktery sc vaze na TRAF2 a moduluje aktivitu NF—B.

2. lIzolovany polypeptid podle naroku 1. kterym je polypeptid a) se sekvenci, kédovanou
nukleotidovou schvenci SEQ 1D NO:3.

3. lzolovany polypeptid podle naroku I, kterym je polypeptid a) sc sekvenci SEQ ID NO:7
a s vlastnosti Kinazy, indukujici NF—¢B (NIK).

4. lzolovany polypeptid NIK podle naroku 3. klery obsahuje alespoi ¢ast sekvence amino-
kyselin SEQ 1D NO:7.

3. lzolovana sekvence DNA, kodujici polypeptid. ktery se vaze na TRAF2 a moduluje aktivitu
NF-B. zvolena ze skupiny

1) ¢DNA. (vofena nukleotidovou sekvenci SEQ ID NO:6.
i) ¢DNA. tvoiena nukleotidovou sekvenei SEQ ID NQO:3,

iti) tragment sckvence i) neho i), kodujici polypeptid. kiery se vaze na TRAF2 a moduluje akti-
vitu NF=.B ncho

iv) sekvence DNA. schopna hybridizace se sekvenci 1) az i) za mirné omezujicich podminck
a kodujici polypeptid, ktery se vaze na TRAF2 a moduluje aktivitu NF-(B.

6. [zolovand sekvence DNA podle naroku 5. kterou je nukleotidova sekvence SEQ ID NO:3.

7. lzolovana sekvence DNA podle néroku §, kterou Je DNA sekvence kodujici protein NIK se
sekvenci SEQ ID NO:7,

8. Vektor, ktery obsahuje sckvenci DNA podle nékterého z narokii 6 a 7.

9. Vektor podle naroku 8, ktery je schopny se exprimovat v ¢ukaryontnich hostitelskych buii-
kach.

10. Vektor podle naroku 8, ktery je schopny se exprimovat v prokaryontnich hostitelskych buii-
kéch.

L. Transformované eukaryontni nebo prokaryontni buriky, které obsahuji vektor podle naro-
Ku 8.

~ A0 -
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12, Zpisob produkee izolovancho polypeptidu, ktery se vaze na TRAF a moduluje aktivitu NF-
«B.vyznaujici se tim, 7escpolypeptid exprimuje v transformovanych hostitelskych
bufikach podle néroku 9 za podminek. vhodnych pro expresi tohoto proteinu. jeho izoformy, frag-
nciiu, anaiogu nebo derivaiu, a daie se v pripade potreby uskutecni posttranslaéni modifikace za
vzniku uvedeného proteinu, jeho izoformy, fragmentu, analogu nebo derivétu a exprimovany pro-
tein, jeho izoforma, fragment, analog nebo derivat se izoluje.

13. Protilatky nebo jejich aktivni frapmenty nebo derivaty, specifické pro polypeptid podle
nékterého 7z naroki | az 4.

14. Zpusob izolace a identitikace polypeptidu podle nékterého 2 narokii | a7 4. schopného sc
vazat na TRAF2 a modulovat aktivitu NFB, vyznacujici se tim. 7esc aplikuje kva-
sinkovy dvouhybridni postup, pii ném7 je sckvence, kadujici TRAF2 nesena jednim hybridnim
vektorem a sckvence z knihovny ¢DNA nebo 7 knihovny genomové DNA je nesena druhym
hybridnim vektorem, picemZ tyto vektory se pak uziji k transformaci kvasinkovych hostitel-
skych bunck, pozitivni transformované buiiky se izoluji a pak se extrahuje uvedeny sekundarni
hybridni vektor, kédujici polypeptid, ktery se vaze na TRAF2.

I5. Farmaccutickd kompozice pro modulaci (¢inku na buiiky, modulovaného/zprostiedkovang-
ho TRAF2. vyzmacujici se tim, 7 jako aktivni latku obsahuje polypeptid podle
n¢kterého 7 naroki 1 az 4.

16. Farmaceutickd kompozice pro modulaci 0¢inku na buitky, modulovaného/zprostiedkova-
ncho TRAF2, vyznadujici se tim. 7e jako aktivai latku obsahuje rekombinantni zvife-
ci virovy vektor. kodujici protein, schopny se vizat na bunéény povrchovy receptor a dale koduji-
ci alespoii jeden polypeptid podle nékterého 2 naroki | a7 4.

17. Farmaceutickd kompozice pro modulaci Géinku na buriky. modulovaného/zprostredkova-
n¢ho TRAT2, vyznadujici se tim. e jako aktivni latku obsahuje oligonukleotidovou
sekvenel, kédujici anti-sense sckvenci sekvence mRNA, kadujici polypeptid podle nékterého
znaroki | az 4,

18. Tarmaceuticka kompozice pro prevenci nebo iéceni patologick¢ho stavu, spojeného s induk-
ci NF—(B. na ktery se vaze polypeptid podle nékterého 2 narokii [ a7 4, s skupiny nadorova
onemocnéni. akutni hepatitis, autoimunitng indukované uhynuti bunék. odmitnuti stépu a dalsi
choroby, vyzadujici imunostimulaéni ucinek, roztrouiend skleréza a AIDS, v yznacujici
se tim. 7o obsahuje G¢inné mnoZstvi proteinu. kédovandho nukleotidovou sehvenci
SEQ 11y NO:3 nebo molekulu DNA, kédujici tento protein.

19. Farmaceutickd kompozice pro prevenci nebo Iéeni patologickéhe stavu, asociovaného
s ndukei NF-B, na ktery se vaze polypeptid podle nékterého z naroki | a7 4. ze skupiny nado-
rova onemocnéni, akutni hepatitis, autoimunitné indukované uhynuti bunék, odmitnuti §tépu
a dal3i choroby. vyzadujici imunostimulaéni 0¢inek, roztrousend skleréza a AIDS. v Yznacu-
jici se tim, 7cobsahuje 0¢inné mnozstvi proteinu NIK. nebo molekuly DNA. kadujici tyto
latky.

20. Farmaceuticka kompozice pro prevenci ncho léceni patologického stavu. asociovaného
s indukci NF—B, na Ktery se vaze protein, kodovany nukleotidovou sekvenci SEQ [D NO:3 pod-
le niroku 2, ze skupiny nadorova onemocnéni, akutni hepatitis, autoimunitné indukované uhynuti
bunck. odmitnuti $tépu a dalsi choroby. vyzadujici imunostimulaéni Ginek. roztrousend skleroza
a AIDS. vyznmadujici se tim. Ze obsahuje U¢inné mnostvi proteinu, kddovaného
nukleotidovou sckvenci SEQ 1D NO:3 nebo molekulu DNA, kodujici tento protein.
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21. Farmaccutickd kompozice pro prevenci nebo lé¢eni patologického stavu, asociovaného
s indukei NF—cB. na ktery se véze protein NIK, Jeho izoforma, fragment, analog nebo derivat
podle naroku 3, ze skupiny nadorovd onemocnéni, akutni hepatitis, autoimunitné indukované
uhynuti bunék, odmitnuti $tépu a dalsi choroby, vyzadujici imunostimulani U¢inek. roztrouiena
shicrézaa AIDS, vyzwadujici se tim. e obsahuje ucinne mnozstvi proteinu NIK nebo
molekulu DNA, kédujici tyto latky.

22. Zpisob testovani ligandu. schopného se vizat na polypeptid podle nékterého 2 naroki 1 a3
4, vyznacujici se tim. e se matrice afinitni chromatografie. na niz je uvedeny poly-
peptid zachycen uvede do styku s bunéénym extraktem. pficemZ s¢ ligand navaze na uvedenou
matrici. naeZ sc uskutecni eluce, izolace a analyza uvedencho ligandu.

23. Zpisob pripravy ligandu. schopného se vizat na polypeptid podle nékterého z naroki 1 az 4.
Vyzmadujici se tim. Ze sc aplikuje kvasinkovy dvouhybridni postup, pfi némz je sck-
vence. Kodujict polypeptid nesena jednim hvbridnim vektorem a sekvence z knihovny cDDNA
nebo 7 knihovny genomové DNA je nesena druhym hybridnim vektorem, pricemz tyto vektory se
pak uziji k transformaci kvasinkovych hostitelskych bunék, pozitivni transformované buiiky se
izoluji a pak se extrahuje uvedeny sekundarni hybridni vektor za vzniku kodové sckvence pro
uvedeny ligand.

24. Zpusob identifikace a produkee ligandu, schopn¢ho modulovat bunéénou aktivitu, modulo-
vanou nebo zprostiedkovanou polypeptidem podle néroku 1. v yznacujici se tim, 7

a)  vyhleda ligand. schopny se vazal na polypeptid. obsahujici sekvenci NIK, SEQ ID NO:-7.

b) identifikuje a charakterizuje se ligand, odlisny od TRAF2 nebo ¢asti receptoru receptorové
rodiny TNF/GNFT, nalezeny krokem vyhledavani tak. aby byl schopen uvedené vazby a

¢} ligand se produkuje ve v podstaté izolovang a &iténé forms.

25, Zpisob identifikace a produkee ligandu. schopn¢ho modulovat bunéénou aktivity, modulo-
vanou nebo zprostiedkovanou NIK. vyzna é ujici se tim, 7cse

a}  vyhleda ligand, schopny se vazat na sekvenci NIK., SEQ ID NO:7,

b) identifikuje a charakterizuje se ligand, odlisny od TRAF2 nebo ¢asti receptoru receptorove
rodiny TNF/GNF, nalezeny krokem vyhledavani tak. aby byl schopen uvedené vazby a

¢) ligand se produkuje ve v podstaté izolované a ¢igtené forme,

26. Anti- sense oligonukleotid, tvoreny sekvenci, komplementarni k alespor Iragmentu kodové
mRNA pro polypeptid. ktery s vaze na TRAF? a obsahuje sekvenci aminokyselin, kédovanou
nukleotidovou sekvenci SEQ 1D NO:3. sekvenci aminokyselin, kddovanou nukleotidovou sek-
venei SEQ 1D NO:6 nebo sekvenci aminokyselin SEQ 1D NO:7. piicemz anti—sensc oligonukleo-
tid je schopen ucinné blokovat translaci svrehu uvedené mRNA.

27. Poutiti polypeptidu podle nékterého z narokii 1 az 4 pro vyrobu farmaceutické kompozice
pro podani nemocnym, ktefi trpi patologickym stavem, asociovanym s indukei NF—B, zpro-
stfedkovanou TRAF2, na které se vaze polypeptid podie nékterého z naroki | a7 4.

46 vykresh

-47 .
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