PRIHLASKA VYNALEZU | & oo
zvefejnéna podle § 31 zdkona &. 527/1990 Sb. 2009-96
(19) (22) P#ihlageno: 12. 01, 95 (13) Druh dokumentu: A3
(32) Datum podan{ prioritn{ ptihlasky: 13.01.94 5 6
CESKA 31) &tslo prioritnf prihlasky: 94/181492 (51) Int. CL.™
REPUBLIKA (31) Cislo prioritn prihldsky Y C12N 15/12
(33) Zemé priority: US C12N 15/70
(40) Datum zvefejnéni prihlasky vynalezu: 17. 12. 97 G O1 N 33/68
(Véstnik &. 12/97) CO07K 14/725
AGlK 38/17
(86) PCT ¢islo: PCT/US95/00408
(87) PCT ¢éislo zvetcjnéni: WO 95/19435
URAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI
(71) ptihlasovatel:
T CELL SCIENCES, INC., Needham, MA, US; He
(72) pPavodce: rrad " e n
Makrides Savvas C., Bedford, MA, US; AL TN N TS TS I Y
Kung Patrick C., Lexington, MA, US; - o2 -
(74) zastupce: pKTB-YP5.3 (6.7 kb)
Cermak Karel Dr., Narodni 32, Praha 1,
11000;
— «

g

Tot"
(54) Nézev ptihlasky vynalezu:

Proteiny V regionu antigenniho receptoru

T bunék a metody jejich pfipravy

{57) Anotace:

Predlozeny vynalez se tyka produkce
kompletnich proteinti V reigonti antigenniho
receptoru T buné&k. Vynalez poskytuje zpiiso-
by exprese proteini jakoZ i expresni vektory
pro zvySenou produkci kompletnich proteinti
V regiontt antigenniho receptoru. Vynalez
dale poskytuje Vb5.3 region protein. Proteiny
podle vynalezu maji pouZziti v diagnostice a te-
rapii s imunitou spojenych chorob.

2009-96 A3

Cz




36 1x
2150q

izlsz | T 09-9¢
. | ;. ;Eg/c, vl\) )C'w
| | Z/ =2 oo
! / 5 o

"“ML.AM —_ x’% [ ;
Proteiny V regionu antigennfho receptoru T bJ:EE_E-ﬁéTU&yV

jejich pripravy

Oblast techniky

Predkl4dany vyndlez se obecné tyka oblasti imunologie
a mediciny a tyk4 se plnd rekombinantnich proteina V oblasti
receptoru T bunék (TCR), expresnich vektoru pro produkci
komeréné vyuZitelného mnoZstvi rekombinantnich proteinu
V regionu antigenniho receptoru T bunék a metod uziti plné
rekombinantnich proteina V regionu antigenniho receptoru
T bunék k diagnose a 1é&bé& chorob nebo poruch imunitniho

systemu.

Dosavadni stav techniky

1 .ANTIGENNt RECEPTOR T BUNEK

Imunitni odpovéd na cizorodé antigeny je rozdélena do
protilatkové odpovédi, zprostredkované B bunkami a bunséné
imunity, zprostredkované T bunkami. Receptorové molekuly
uzivané B burikami k rozpoznani antigenu jsou
imunoglobuliny,které rozpoznidvaj{ konformadni epitopy na
globularnich proteinech. Antigent receptory na T bunkéach maji
vztah k imunoglobulintm, ale v4%{ zpracovanou antigenni
molekulu v asociaci s molekulami hlavniho histokompatibilniho

systemu (MHC) (Dembic et al.,1986,Inunol.Today,7:308).

TCR geny,stejné& jako imunoglobulinové geny,sestévaji
z kodujicich regioni(nebo genovych segmenta) ,které se
preskupuji b&hem vyvoje T bunky (Chien et
al.,1984,Nature,312:31-35,Hedrick et al.,1984,Nature,308:
149-153,Yanagi et al.,1984,Nature,308:145-149). Lokus lidského




{3fetézce receptoru T buné&k bxl rozsadhle studovan od klonovéan{
prvni cDNA kodujici 1 fetézecﬂ(Yanagi,Y.et

al.1984, Nature, 308:145-149, Hedrick et

al.1184, Nature, 308:149-152,Siu et al.,1984,Cel1,37:393-401).
Tento lokus je komplex genu obsahujfci oblasti kodujict Znamé
regiony nebo domény {3fetézce: variabilni (V), diversity(D),a
joining (J) domeny. Tyto kodujici{ regiony se Vv somatickych
buiikach u&astni na prestavbé spolu s oblastmi kodujficimi
konstantni{ (C) domenu (Chien et al.,1984,
Nature,309:322-326). In situ studie identifikovaly umfstén{
TCR{Blokusu na chromosomu 7 v 7935 (Isobe et al.,
1985,Science,228:580) .Podle novéjsich hodnoceni se tento
komplex rozklad4 na vice nei 600kb a obsahuje 70-80 segmentl
regionu (Concannon et al.,1986 , Proc.Natl.Acad Sci.
USA,83:6598-6602,Tillinghas et al.,1986,Science,

223:879-883, Kimura et al.,1987,Eur.J.Immunol.,17:375—383,Lai
et al, 1988, Nature,331:543-546). Tyto genové segmenty

V regionu soused{ se dvéma tandemové organisovanymi regiony,z
nichz kazdy zahrnuje D a C genovy segment nasledovany
nakupenim 3esti nebo sedmi genovymi segmenty J regionu
(Tunnacliffe et al,1985,Nucleic Acid res.,13:

6651-6661, Toyonaga et al.,1985,Proc.Natl.Acad.Sci.USA,92:
8624-8628).Po uspé3né prestavbé V,D a J kodujicich
regioni(genovych segmentd) se translatovany polypeptid
{5fetézce paruje s TCR a fetézcem a miZe byt exprivovan na
povrchu.T bunék (zminéno Kronenbergem at
al.,1986,Ann.Rev.Immunol.,4:529-591).

TCR a a & lokus jsou vedle na chromosomu l4. TCR 6
kodujici regiony jsou uplné uvnitf a genového
lokusu (Satyanarayna et al.,1988, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 8S:
. 8166~-8170,Chien et al.,1987,Nature,330: 722-727, Elliot et
al.,1988, Nature,1985,331:627-631). Odhaduje se, Ze je




minimalné 45 — 50 Va kodujfcich regionad (Becker et al.,198S,
Nature, 317:430-434), zatimco je pouze pribliZné 10 V6
kodujicich regioni (Chien et al,1987,supra).V perifern{ krvi
"se jevi byt dva V6 kodujfc{ regiony predominantn&
exprivovany, jmenovité V6 1 a V6 2.

Gama TCR gen byl prvné identifikovadn u my3{ (Saito et
al, Nature,309: 757-762,Kranz et al.,198S, .
Nature,313,762-755,Hayday et al.,198S, Ce11,40:259—269) a poté
u 1id{ (Lefranc et al., 1985,Nature,316: 464-466 ,Murre et
al,1985, Nature, 316:549-552).Lidsky gama TCR lokus se patrné
sestava z 5 az deseti V,pé&ti J a dvou C kodujicich regioni
(Dialynas et al., 1986, Proc.Natl.Acad.Sci.USA,83:2619).

TCR diversita a tak specifita T bunék,je odvozena
z n&kolika pramenu (Barth et al,1985, Nature,316:
517-523,Fink et al,1986, Nature, 321:219-225):multiplicity
genovych segmentu germinativnich linii (Chien et
al.,1984,Nature,309:322-326, Malissen et al,1984,Cell,37:
1101—-1110,Gascoigne et al.1984,Nature, 310:387-391,Kavaler et
al., 1984,Nature,310:421-423,Siu et
al,1984,Nature,311:344-349,Pattern et
al.,1984,Nature,312:40-46) ,kombinatoridlni diversitou
zpisobenou nahromadénim raznych V, D a J kodujicich regionu
(Siu et al,1984,Cell 37:393-401,Goverman et
al,1985,Cell,40:859-867),a junkénf flexibilitou,diversitou
N regionu a uzitim bud hromadnych D regiona nebo kteréhokoliv
ze t£i translaénich &tecich rameéku pro DB segmenty.TCR
diversita patrné neprameni z mechanismu somatické hypermutace
pozorované pro imunoglobuliny (Barth et al,
supra.)Vysledkem tohoto mechanismu je , Ze TCR jsou generovany
s odlisnostmi v jejich amino-termindlnich nebo N-termindlnich

doménach ( t.j.jsou konstruovany z kombinaci V,D



a J kodujfcich regioni),ale jinde se shoduji, zahrnujfc v to
jejich karboxy — termindlni nebo C-terminadln{ domény (které
tvof{ konstantni regiony TCR). V souladu s tim je generovén

extremnd siroky repertoar TCR molekul.

Studie struktury a diversity variabilnich kodujicich
regiona lidskych TCR {bfetézcﬁ vedly k rozdéleni t&chto
kodujicich regionu do odlisnych podrodin V regionu
(Tillinghast et al.1986, Science,223: 879-883, Concannon et al.
1986, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 83:6598-6602, Boerst et
al.,1987, J.Immunol,139:1952-1959). Kazda z podrodin V regionu
miZe byt charakterisovadna shodou sekvenci{ a obsahuje podobné
kodujici regiony vykazujic tak vétsi neZ 75% podobnost v DNA
sekvenci. Napriklad,3sestnidct my3ich V:ﬂ sekvenci bylo
kategorizovano do &trnacti odlisnych podrodin ustanovenou ;
ale jednoduchou numerickou nomenklaturou pro V{}genové
segmenty (viz Barth et al,198S, "The Murine T Cell receptor
Employs a limited repertoire of expressed V{)gene segments",
Nature,316:517-523). V souladu s touto nomenklaturou ¢lenové
podrodiny sdfl{ prvni &islici a 1i5i se v druhé,proto
VﬂS.l, V{8.2 a Vﬁ8.3 jsou &leny V48 podrodiny.Podobny system
byl navrZen pro lidské kodujici regiony. U lidf bylo pribliZné
60 Wﬁ kodujicich regiona rozdéleno do alespon 24 rodin.
(Toyonaga a Mak, 1988, Ann.Rav.Immunol. 5:585,Wilson et
al.,1988,Immunol.Rev.,101:149,a
Robinson,M.A.,1991,J.Immunol.,146:4392).

2. T BUSKY V AUTOIMUNITé&

T bunky hraji{ osovou roli v diferenciaci a regulaci
efektorovych mechanismd v imunitnim systemu (Paul et al,
1987, Science,195: 1293-1300). Spole&né rozpoznavani antigenu
a molekul hlavniho histokompatibilnfho systemu musi byt



specifické a precisné regulované, protoZe nevhodna imunitn{
odpovéd vede k autoimunité. N&kolik laborator{ studovalo
éhoroby, ve kterych se jevi byt nevhodnid imunitn{

odpovéd, jako je autoimunita a nékteré formy imunodeficienci,a

ur&ovalo roli T bunék v patogenesi takovychto chorob.

Nékteré nezadouci imunitni odpovddi jsou charakterisovany
klonalni nebo oligoklonadlni expansi zvlastn{ TCR komposice
jako napriklad prfi malignitach,které vedou k T — bunéénym
leukemiim nebo lymfomtm.(viz, napf.Jack et
al., 1990, Am.J.Pathol.,136:17, Nitta et al., 1990 ,
Science,249:672,a Yoshino et al.1991,Int.J.Cancer,47:654). V
T bunséé&nych leukemiich a lymfomech hraje TCR roli jako
unikatni nadorovy marker,protoZe je stabilné prfestavovéan
a presentovan na povrchu buné&k. Zv1a3tn{ TCR komposice je také
naznaéena u orgénovych stépa,jejichz T lymfocyty maji TCR
reaktivni s MHC antigeny jednotlivych darcu,napriklad dércu

kostni drfené.

Nekolik skupin popsalo selektivni expresi TCR V regionu
v jistych autoimunitnich situacich. Napriklad Grunvéld et al.
zminil prednostni expresi V a 2.3 genového produktu na CD
4+ bunkach z bronchoalveolarni lavadZe ve srovnadni s lymfocyty
z periferni krve u pacientd se sarkoidosou (Grunvald et
al,1992, Eur.J.Immunol.,22: 129). U Kawasakiho choroby byla
zminéna prednostni{ expanse Yﬂ2 a WQS T bunék v poéatku nemoci
(Abe J.,et al.,1992, Proc.Natl.Acad.Sci.USA,89:4066)

Revmatoidni artritis (RA) byla 3iroce studovédna z téchto
hledisek.Nskterfi vyzkumnici zminili prednostnou expansi
jistych podskupin T bunék ,t.j. DerSimonian et
al.,1993,7J.Exp.Med.,177:1623 (preferenéni expanse T bunék
nesoucich V alfa 12.1 v CD8+ T lymfocytech perifern{



krve),Stamenkovic et al.,1988, Proc.Natl.Acad.Sci.USA,85:1179
(T buinky infiltrujfc{ synovidln{ membranu kultivované IL2 byly
oligoklonalnf prfi Southern blot analyze), Paliard et
al,1991,Science,253:325 (hypotesa,ze superantigenem aktivované
ng4 T bunky, vcetne autoreaktivnich T bunék,expanduj{
klon4dlné a migrujf{ do synovidlni tekutiny RA pacientid), Howell
et al.,1991 , Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 88:10921 (zmiriuje uziti
jednotlivych genu Y§3,14,a17 V regionu T bunék v IL 2R+
bunkdch ze synovidlni tekutiny RA pacientd),Uematsu et

al, 1991, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 88:8534 (uZiti{ oligoklon&dlni
geny V oblasti T bunék v T bunkach synovialni tekutiny
jednotlivych RA individui),Mezindrodni Patentov4d Publikace WO
90/06758 ( implikace V3,9 a 10 u RA).

74nétlivé stfevni choroby byly také Siroce
studovany.Nékolik skupin zminilo expansi populace T bunék nebo
preferenéni uZit{ genu V regionu TCR t.j. Posnett et al.1990,
J.Clin.Invest,85:1770, Spencer et al.,1991,
J.Clin.Pathol.,44:915, Treidosiewitz et al., 1991,
Clin.Exp.Immunol.84: 440, Van Kerckhove et
al.,1992,J.Exp.Med.,175: 57. Jini popsali preferenéni vyuZiti
TCR V genu u Mycobacterium leprae (van Shooten et al.,1992
Proc.Natl.Acad.Sci.USA 89:11244, Wang et al.,1993,
Proc.Natl.Acad.Sci. USA 90:188.

Roztrousensd sklerosa (MS) je autoimunitni onemocnéni
charakterisované infiltraci centrdlniho nervového systemu
mononukleidry a demyelinizaci.A&koliv je patogenese MS
neznadmé,pri vzniku choroby se uplatnuji{ jak vlivy genetické
tak vlivy prostrfedi. Hlavni slozky genetické predisposice
zahrnuji asociaci choroby s jednotlivymi haplotypy tfidy II
hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) (Terasaid et

,1976,Science, 1933:1245-1247,,Ho et al., 1982,



Imunnogenetics, 15:509-517, Spielman et
al.,1982,Epidemial.Rev.,4: 45-65,Francis et

al.,1986, Lancet,1:211, Elian et al.,1987, Disease
Markers,5:89-99,Urban et al.,1988,Cell, S4: 577-592,Vandebark
et al., 1989, Nature,341:541-544, Howell et al.,1989,
Science, 246:668-670).

Bylo ukazé4no, Ze T bunky isolované z cerebrospindlniho
moku pacientd trpicich MS vyuZivaj{ omezenou sadu genu
V regionu TCR. Demonstrace in vivo aktivovanych T bunék
specifickych k myeli basickému proteinu (MBP) implikovala MBP
reaktivni MBP reaktivni T bunky v patogenesi onemocnéni
(Wucherpfenig,K.W.et al.,1990, Science, 248: 1016-1019).Studie
s vyuzitim amplifikace cDNA polymerasovou rfetézovou reakci
(PCR) s TCR VB primery ukézala, Ze MBP reaktivni T buné&é&né
linie vyuZivaji pouze omezené mnozstvi VB kodujicich regionu
(Wucherpfennig,K.W.,et al., 1990,supra (VB17 a v mendim
rozsahu V812 jsou ¢asto vyuZivané k rozpoznéani
imunodominantniho regionu lidského autoantigenu
MBP) ,Oksenberg J.R., et al., Nature, 362:68-70 (prestavba VB5.2
a/nebo VBS.3 gend byla detekovadna v mozcich pacientd s jistym
HLA fenotypem),Kotzin,B.L., 1991, Proc.Natl.Acad.Sci.USA
88:9161~-9165 (prednostni uziti ﬁ retézca variabilniho regionu
5.2/5.3 a men3im rozsahu Vﬁ 6.1 pozorované mezi MBP
specifickymi klony od pacientu s MS). Vysledky nékterych studif
také naznacduji, Ze je omezeni exprese gena TCR Va v MS
mozkovych 1lézich (Oksenberg J.R. et al., 1990,
Nature,345:344-346).

3.PRISTUPY K TERAPII ZPROSTREDKOVANE T BURKAMI

V minulosti byly snahy selektivné ovlivnit T bunéénou

populaci jednotlivce zaméfeny na vakcinaci celymi Zivymi nebo



atenuovanymi T lymfocyly (pro prehled tohoto pristupu viz
Cohen,I.R.,1986, Immunol.Rev.,94:5-21) ,nebo s peptidovou
vakcinou zaloZenou na selekci specifické &4sti peptidu TCR

V regionu. Tyto pfistupy byly zaloZeny na novém zjistent, Ze
potencialné patogenni T buiky preferenéné uzivaj{ limitovanou
sadu V kodujfcich regionia. Pffstup vyvinuty Cohenem uziva zZivé
nebo atenuované T bunky jako vakcinu k 1é¢&bé nebo

prevenci, inter alia, experiment4ln{ autoimunitni
encephalomyelitidy (EAE). Nicméné,tento pristup je omezen
zavislosti na isolaci klont pro onemocn&ni specifickych

T bunék: je nezbytné 16&it kazdého pacienta jeho vliastnimi

expandovanymi burkami, jak vyZaduje "3it4 na miru nebo

individualni terapie.(viz. Zhang, et al.,1993,Science,261:1451).

Jini predpokladali terapeutické uziti TCR peptidi
zalozenych na vyuziti TCR V regionu ( Offner
H.,1991,Science,251:430( lé&ba peptidy zaloZenymi na TCR V(B8
aminokyselinovych sekvencich redukovala vaZnost choroby
a akcelerovala zotaveni u krys Lewis),Hashim,G.A.,et al, 1992,
J.Immunol.,149:2803-2809,0fner .H.et al.,1992,J.Immunol.,
148: 1706-1711,0ffner H.et '
al.,1991,J.Immunol.,146:4165~417,ale viz.Sun,
D.,1992,Cell.Immunol.,141:200-210).Tyto peptidy jsou v3eobecné
kratké peptidy,obvykle mezi 8-25 aminokyselinami délky,

a vyjme&né délky vétsi ne? 30 aminokyselin.Napriklad 21
aminokyselinovy peptid prfitomny na TCR rfetézci asociovany

s EAE byl uZit k prevenci EAE u krys Lewis ( Vandenbark A.A.
et al.,1989, Nature,341:541-544,Vandenbark A.A.,International
Patent Publication WO 91/01133, viz také

Janeway, C.A.1989, Nature,341: 482-483). Jini popsali, Ze
jests kratii peptidy o 8-11 aminokyselinach, korespondujici

s 84sti B rfetézce VDJ regionu nebo J alfa regionu se ukazujf

byt efektivni jako vakciny pro bud prevenci nebo redukci



vazZznosti EAE na krysim modelu (Howel,M.D., et al,1989,
Science,246:668-671, Howel,M.D.et al., Mezindrodni patentova

publikacee WO 92/12996).

Peptidy odvozené od TCR proteind byly obecné& vybrany jako
kandidati pro autoimunitn{ terapeutika vzhledem ke snadné
peptidové syntese a vzhledem k tomu, Ze 24dnid z metod nebyla
dfive vhodnid pro produkci del3ich proteind TCR V regionu
v dostateéném mnoZstvi a se signifikantni{ biologickou
aktivitou. Jests dulezité&jsi je to, Ze hlavni nedostatek
malych syntetickych peptidid je ten, Ze jejich uziti vyzaduje
predpovézeni jednotlivé sekvence, kterid bude efektivni
v modulovadn{ imunitni odpovédi. Uréenf{ musi byt provedeno jako
antigenn{ a imunogenni vlastnosti navrZeného peptidu, jako
napriklad vyskyt v hypervariabilnim nebo komplementaritu
uréujicim regionu(CDR) V regionu. Navic, velikost navrhovanych
peptidd odvozenych z jednotlivych TCR musi poéfitat s udrZenim
sprdvné epitopové struktury k navozeni aktivity
T supresorovych bunék nebo k navozeni uvolnéni protildtek
namirfenych proti subpopulaci T bunék nesouci jednotlivy TCR
(se kterym peptid koresponduje). Peptidy takovych vlastnosti
vyZaduji znaény &as a vyzkum, a mnoha pripadech zamyilené
terapie u 1id{ nemohou byt nezbytné experimenty provedeny

z humdnich nebo etickych davodu.

Navic, aby se ziskala specifickd antigenni odpovéd
prostrfednictvim regulaénich T bunék musi byt peptid navézéin na
MHC molekuly jednotlivce. MHC antigeny pritomné na povrchu
bunék maji polymorfni regiony ve kterych jsou specifické alely
asociovadny s jednotlivymi individui. Navic,jednotlivci budou
mit dva haplotypy, coZ znamena, Ze zde budou dvé odlisné alely
jednotlivého MHC antigenu pro stejny lokus. Ne viechny peptidy
maji kapacitu pro vazbu na MHC antigeny, a ani viechny MHC



antigeny se nevadZ{ na jednotlivé peptidy, protoZe existuje
mnoZstvi{ MHC antigend pro kazdy haplotyp. Proto vhodnost
takového peptidového pristupu k T bunkami zprostfedkované
terapii mus{ byt determinovédna k haplotypu kaZdého
jednotlivce, vyzZadujic tak vytvorfeni{ peptidid pro jednotlivé

pacienty.

4 .PRODUKCE SOLUBILNICH ANTIGENNICH RECEPTORu T BUREK

Produkce vétsiho mnoZstvi solubilnich TCR proteinu
rekombinantn{ technikou byly problematické z nékolika
davodu.Hlavni prfek&dZkou pri produkci solubilniho antigenniho
receptoru T bundk je sekrece v nepritomnosti transmembrénového
regionu (Traunecker A. et al., 1986, Immunol.
Today,10:29-32). Jeden vyzkumnik byl schopen ukidzat sekreci
celé délky monomerniho B rfeté&zce mysiho TCR véetné V,

Dal régionu nasledovanou zkracenou formou CB regionu.
Metodika vyuZzivala vyhody homologie mezi karboxylovym koncem
lehkého retézce imunoglobulinu a sekvenci okolo Cys 241

v TCRB retézci.Vysledny konstrukt vyuzival chimerického genu
kodujiciho sekvenci k-retézce uvodniho peptidu od MPC 11

a rearanZzovany VDJ exon.Vysledny konstrukt byl exprivovéan

v savé&ich bunkach a byl detekovan v bunéé&ném
supernatantu.Metoda nebyla presvédéivd,nicméné, znamenala
ziskdni plné délky proteinu V regionu za nepritomnosti cizich
proteinovych sekvenci,protoze sckrece byla z4visla na
pritomnosti zkrAceného qﬁ exonu (Gasgoigne ,N.,1990,
J.Biol.Chem.,265 (16):9296-9301).

'Jina skupina se pokousela dosahnout exprese solubilni
formy TCRB rfetézch v biochemicky signifikantnim mnoZstvi
expresi rekombinantniho TCR heterodimeru ukotveného fosfatidyl
inositol glykanovou vazbou.Metoda produkovala malé (0, Smg)
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mnozstvi{ celého TCR reté&zce, ktery vyZadoval 3tépeni od
povrchu transfektovanych bunék fosfatidyl inositol specifickou
fosfolipasou C ( Lin,A.Y.,1990,Science,249:677- 679).

Jini produkovali chimerické molekuly michdnim variabilnich
a konstantnich domen my3iho TCR s konstantni oblast{ lehkého
retézce ;Aimunoglobulinu.VszumnIci byli schopni dosihnout
‘malého mnoZstvi secernované solubiln{ formy heterodimerického
aTCR (Gregoire C. et al.,1991, Proc.Natl.Acad.Sci.USA
88:8077-8081). Gregoire et al. predvedli my3{ chimeru
sestavajici se z Ca a Va genu KBS-C2 spojenych
s C regionem kapa lehkych rfetézci monoklondlni protilatky
S105. Také predvedli VBCBC kapa chimeru.Obé& byly
" transfektovidny do savéich B -~ myelomovych bunék , které
neexprivovali lehké ani tézké retézce nativnich imunoglobulina
( viz téz Weber,S., et al.,1992, Nature,356:793-795).

Novotny et al.,1991, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 88: 8646—-8650,
demonstrovali metodu pro produkci solubilniho TCR
s antigen-kombinujicimi vlastnostmi.Synteticky oligo linker
byl klonovidn do C konce VB a N konce Va regionu vytvarejic
tim jednoretézcovy VB Va. Vznikly expresni vektor koduje
pelB leader n4dsledovany okamzité v rdmeéku VB,linkerem,a
V alfa segmenty.Exprese konstruktu je pod kontrolou lacZ

promotoru a je proto IPTG-indukovatelna.

Neddvno jedna skupina uk&zala sekreci malého mnozZstvi
V regionu T bunéé&ného receptoru fusovaného k karboxy
~ termindlnimu polyhistidinovému "ocasu". Plasmidy obsahuji
pelB leader a jsou pod kontrolou chemicky indukovaného
promotoru ( Ward, E.S.,1991, Scan.J.Immunol.,34:215-220).
Prdce nicméné selhdvad v popisu jak ziskat proteiny V regionu

antigeniho receptoru T bunék pri absenci fusniho partnera nebo
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jak ziskat komeré&né vyuzitelné mnoistv{ receptoru V regionu.

Proto je zde velka potfeba agens a farmaceutickych
komposic, které maji vliastnosti specificity pro cilenou
autoimunitn{ odpovéd, predvidatelnosti v jejich selekci
a vyhodnosti a reprodukovatelnosti

prtipravy.

Podstata vynalezu

Pfedklédany vyndlez se tyka vyse zminénych problemi tim,
2e poskytuje poprvé Uspésnou produkci universélniho agens.pro
1é&bu uvedenymi T bunkami zprostrfedkovanych chorob, ve
kterych jsou implikovany podskupiny T bunék. Presnéji, vynélez
poskytuje vyuzitelné mnoZstvi kompletnich proteini V regionu
TCR, které mohou byt prirozend zpracovany, poskytujice tak
mnohotné aktivni fragmenty pro in vivo zpracovéni,a |
presentované antigen presentujicimi buiikami kaZdého
jedince, za eliminace potfeby "na miru sitych" terapeutickych
agens. Také je poskytovana trida rekombinantnich expresnich
vektord pro produkci proteina V regionu TCR
v bakteriich. Rekombinantni proteiny V regionu TCR tohoto
vynidlezu jsou vyuZitelné v 1é&bé, prevenci nebo supresi
imunitnich chorob. V jiném vyuZiti mohou byt TCR
molekulykombinovany ve smési s farmaceuticky prfijatelnym
nosicdem pro uziti jako terapeutick4 komposice. V jiném vyuZit{
mohou byt nadrokované proteiny V regionu TCR uzity diagnosticky
k charakterisaci jednotlivych imunitnich chorob. Proteiny TCR
V regionu predkladaného vynalezu mohou byt uzity jako
diagnostické sondy vzhledem k jejich schopnosti vazat se
s autoprotilatkami. Vyhodou predkladaného vynilezu je to, Ze
proteiny V regionu antigenniho receptoru T bunék jsou

exprivovdny v nepritomnosti fusnich proteini nebo afinitnich
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koncovek. Dals{ vyhodou predkladdaného vynadlezu je to, Ze
proteiny V regionu TCR jsou produkovdny v komeréné prijatelném
‘mnoZstvi, které je pouZitelné k pripravé kompozic, které jsou
terapeuticky efektivni v 1é&bé autoimunitnich chorob

zprotrfedkovanych T burikami.

Vynadlez dile poskytuje expresni vektor pro produkci g&isté
kompletni molekuly V regionu TCR. Expresni vektor vynélezu
zahrnuje jako zA&kladni jednotku kodujici region pro V region
antigenniho receptoru T bunék. TCR kodujici region vynalezu
molekula nukleové kyseliny kodujici kompletni protein
V regionu TCR. Ve vyhodném provedeni zahrnuje TCR kodujici

region strukturdlni kodujici sekvence pro VBS5.3 region.

Expresni vektory zde popsané poskytuji prostrfedky pro
indukovatelnou expresi proteina V regionu TCR.V pfeferovaném
proveden{ je kodujici sekvence pro V region antigenniho
receptoru T bunék pod trankripéni kontrolou indukovatelného
bakteridlniho promotoru. V souladu s timto vynadlezem je
indukovatelny bakteridlni promotor subjektem bud chemické,
nebo termdlni regulace. Nejlépe je indukovatelny bakteridlni

promotor subjektem termalni indukce.

V jednom uplatnéni zahrnuje expresni vektor predkladaného
vyndlezu regulaéni geny kodujici proteiny schopné vazby na
promotor a tak schopné potladovat transkripci
s indukovatelného promotoru. V preferovaném provedeni je
promotor odvozen z E.coli lac operonu a regulaé&ni geny
obsahuji funkéni mutaci E.coli lacl represorového genu. Tento
mutantni lacl gen (laclts) koduje teplotné sensitivni
represoricky protein a uziti téchto lacIts gend dovoluje
termalni indukci promotoru. V preferovaném provedeni je

indukovatelnym bakteri4dlnim promotorem trc promotor a termalni
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indukce je poskytnuta laclts regulaénfm genem.

V jednom provedeni je regulaénf gen umistén na
kotransformovaném vektoru. V jiném proveden{ je regulaédni gen
umistén na chromosomech hostitelskych bakterisdlnich bungk. V
preferovaném provedeni je regulaéni gen umistén na
rekombinantnim expresnim vektoru. V dal3im preferovaném
provedeni transkripéni smé&r mutantniho lacI genu je stejné
orientace jako strukturdlni gen antigeniho receptoru T bunék,

ktery ma byt exprivovan.

Rekombinantni{ expresni vektory prfedkladaného vyndlezu
mohou vyhodné obsahovat kodujici sekvence pro leader nebo
signalni peptid. Takov4 leader sekvence, fusovanid v ramec&ku
a SF do kodujiciho regionu TCR V regionu, ktery m4 byt
exprivovan, ridi syntesu proteinu V regionu TCR majiciho
NFterminélni leader peptid, ktery postupné ridi sekreci
rekombinantniho proteinu prfes membranu hostitelské bunky. Jiné
provedeni predkladdaného vynalezu nevyuZzivad leader sekvence

a Z&douc{ produkt V regionu je isolovan z bunék,t.j. extrakci

mode.

V preferovaném provedeni obsahuje rekombinantni expresni
vektor predkladdaného vynalezu v 5 -37 sméru:trec
promotor, vazebné misto pro ribosom,volitelnou leader
sekvenci, kodujici region pro kompletnf V region antigenniho
receptoru T bunék, stop kodon, jeden nebo vice transkripénich
termindtord, lacIts regulaéni gen tak, Ze smér transkripce je
stejny jako pro kodujici region V regionu antigeniho receptoru
T bunék, bakterialn{ zdroj replikace a gen resistence pro

tetracyklin.

Tento vynalez také poskytuje metody pro produkci proteinu
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V regionu TCR v signifikantné vét3fm mnoZstvi{ nez di{ive

popsané.

Predkl4ddany vyndlez poskytuje kompozice a metody
pro lé&bu pacientd majicich imunitni poruchy. Takova 1éé&ba
zahrnuje podan{ kompozic v souladu s timto vyndlezem
subjektu, které potrebuji takovou 1é&bu, v mnoZstvi a dobu
vhodnou pro regulaci rfedenych poruch imunity. Vyhodou
presentovaného vynilezu je to, Ze kompozice vynadlezu dovoluj{
1é¢bu imunitnich poruch bez potreby selekce jednotlivycyh
peptidovych fragmentd a bez upravovovani jednotlivych kompozic

pro jednotlivé lé&ené jedince.

Vyndlez se také tyka uzit{ proteint kompletniho V regionu
antigeniho receptoru T bunék v terapii autoimunitnich chorob
a poruch. Ve specifickém provedeni se vynalez tyka uZiti
kopletniho VB5.3 proteinu vc terapii. V jiném provedeni
poskytuj vynalez kompletni proteiny V regionu antigeniho
receptoru T bunék ve vyrobé 1éku pro 1é&bu autoimunitnich
chorob a poruch. Tak je v jednom provedeni vynadlez schopny uzit
kompletni proteiny V regionu ve vyrobé 1é&iva pro 1é&bu

imunitnich chorob jako je MS.

Popis obrézkd na pripojenvch vvkresech

Obr.1. Kompletni nukleotidovd sekvence [SEQ ID NO.25 a SEQ ID
NO.26] a aminokyselinov4d sekvence [SEQ ID NO.27] kompletniho
VB5.3 proteinu vynéalezu.

Obr.2. Plasmidov4 mapa pKTB-VB5.3.Tento plasmid obsahuje
Ptrc,trc promotor,gi0,g10 leader genovy segment z bakteriofagu
T7,SD1, vazebné misto pro ribosomy 1,MC,minicistron kodujici
vazebné misto pro ribosom 2 (SD2)AAG GAG (viz SEQ ID NO.28 pro
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kompletn{ nukleotidovou sekvenci minicistronu) a peptid Met
Tyr Arg Leu Asn Lys Glu Glu ( SEQ ID NO.29), STII ,STII leader
sekvence, VB5.3,VB85.3 kodujici region, T1T2,transkripéni
terminatory rrnB operonu, laclts gen kodujfci teplotnd
sensitivn{ lac represor, Ori, zdroj replikace a Tet5,gen

resistence na tetracyklin.

Predklddany vyndlez popisuje rekombinantni expresni
vektory a metody pro dostateénou produkci v&tsiho mnoZstvi
proteinu V regionu antigenniho receptoru T bunék a jejich
vyuziti, zahrnujic v to diagnosu, 1é&bu, prevenci nebo
supresi imunitnich chorob nebo poruch.

Pro produkci vysokych hladin kompletnich proteinu
V regionu TCR byla vyvinuta serie vektoru.Navic je poskytnuta
metoda pro produkci komeréné vyuZitelného mnozstvi kompletnich
rekombinantnich proteinad V regionu TCR uzitim expresnich
vektora predkladaného vyndlezu. Metody a expresni vektory
predklddaného vynélezu jsou unikadtni diky tomu, Ze poskytuji
produkci kompletni V region antigenniho receptoru T bunsk
v nepritomnosti jinych proteinovych sekvenci nebo fusnich
partnerid. Jak je detailné& popséno v podstaté vynadlezu,supra,V
region antigenni{ho receptoru T bunsk byl,
v minulosti produkovin pouze jako &4ast vétsiho proteinu a ve
velmi nizké drovni. Tyto cizi proteiny mohou zpisobovat
neZddoucf{ imunogenicitu, jsou -1i uzity in vivo, a jsou &asto
oznac¢eny povolovacimi Urady jako nedovolené
zne¢isdténi. Drive &isténé proteiny V regionu zahrnuji jiné
regiony TCR, jako je C region,fusovany s V regionem. Jiné
konstruované expresni systemy poskytovaly TCR V region jako
chimericky protein, t.j.V region fusovany na &ast

imunoglobulinové molekuly.

Expresni vektory a metody tohoto vynadlezu poskytuji dile
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zvysené hladiny exprese proteini V regionu antigenniho
receptoru T bunék. Primdrni udmyslem pri produkci proteinu ,
ktery ma komerén{ vyuziti, napriklad ve vyzkumu,diagnostice

a terapii,je vyrobeni komeréné& vyuZitelného mnoZstvi

proteinu. Predkladany vyndlez proto poskytuje zvysenou produkci
proteind V regionu TCR.Predkl4ddany vynadlez umoZniuje produkci
proteini V regionu ve vétsim mnoZstvi,t.j. od 1 do S00 mg /1
bakteridlni kultury,nebo vice. Vyhodné je uroven produkce
proteind alespori 100 mg/litr. V nejpreferovandjiim provedeni
prfedkladany vynadlez poskytuje produkci alespon 300 mg VB

proteinu na litr bakteridlni bunééné kultury.

Metody a expresn{ vektory prfedkladdaného vynalezu umoZnuji
produkci proteina V regionu TCR za absence cizich proteinovych
sekvenci. Vyndlez tak eliminuje nékolik krokd spojenych se
ziskavanim purifikovanych proteind V regionu TCR, pokud je
pripravovany podle predeslého. V jednom provedeni umoZnuje
vyndlez expresy zvy3eného mnoZstvi proteini V regionu termélni
indukci,kterd vyluduje nezbytnost eliminovani chemickych
inducerﬁ,jako je IPTG. ProtoZe proteiny V regionu TCR jsou
produkovany v souladu s vynadlezem bez pritomnosti cizich
proteind, umoZnuje vynadlez zjednoduSenou produkci relativné
¢istych produktd. Vynidlez eliminuje dalsi zpracovatelské
kroky, jako je zavedeni enzymi nebo chemickych reagens do
systemu vyloudeni proteind jako jsou jakékoliv fusované
non-TCR peptidové segmenty nebo afinitni konedky.Takové
manipulace nejsou pouze vhodné pouze k redukci mnoZstvi
nabytého V region produktu, také vkladaji elementy ,které musi
byt eliminovény,t.j. dalsimi purifikaénimi kroky.

1. V REGION ANTIGEN{HO RECEPTORU T BUNgK

Protein V regionu antigeniho receptoru T bunék
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predkladaného vyndlezu je kompletnf V region antigenniho
receptoru T bunék. Kompletni protein V regionu TCR je kodovany
kodujicim regionem pro V region antigenfho receptoru

T bunék. Kodujici region TCRV regionu je nukleotidovd sekvence
kodujici kompletn{ protein V regionu antigeniho receptoru

T bunék. V rozsahu tohoto vynidlezu zahrnuje V region variabilni
region antigeniho receptoru T bunék. V roz3ifeném pohledu mohou
byt poznatky tohoto vynAlezu aplikovdny k ziskdni zvysené
exprese TCR proteind véetnéd V regionu a navic, cely nebo &4st

D a/nebo J regionu. Proteiny V regionu TCR jsou produkované za
nepritomnosti cizych proteinovych sekvenci, jako je

napriklad, jiny TCR region, tak jako konstantni

region, transmembrédnovy region nebo cytoplasmaticky region.
Navic, protein V regionu TCR vynalezu je produkovéan

v nepritomnosti non-TCR fusnich partnert, jako jsou afinitni
konedky. Navic, protein V regionu TCR neni produkovan jako
soudast vét3iho chimerického proteinu obsahujiciho &ast jiné

proteinové molekuly jako je imunoglobulinovy protein.

Rozpozndni toho, Ze DNA sekvence kodujici jeden
z komplementaritu uréujicich regiond (CDR) V regionu receptorn
T bunék miuZe aktualné prfeklenout zndmé spojeni mezi
V a D kodujicimi regiony (tak jako v pripadé CDR 3 VB5.3) jak
je zde pouzZito, "cela délka" kodujiciho regionu V regionu maZe
zahrnovat celou kodujic{ sekvenci takového CDR, ktery
preklenuje V-D spojen{,d4st takového CDR, ktery je pouze
umistén ve znadmém V regionu nebo Z4dnou ze sekvenci kodujicich
takovy CDR. Navic,kompletni protein V regionu antigenniho
receptoru T buné&k predklddaného vyndlezu miaZe byt jakykoliv
V region antigenniho receptoru T buné&k a neni omezen pouze na
VB regiony (t.j.,V regiony TCR B retézce). Proto, proteiny
V regionu antigeniho receptoru T bunék mohou byt variabilni
regiony alfa podjednotky,beta podjednotky , delta podjednotky
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nebo gama podjednotky.

V preferovaném provedeni je protein V regionu TCR
jakykoliv V region antigeniho receptoru T buriky,pro ktery je
vhodna kompletni kodujici sekvence. Metody pro ziskani kompletn{
kodujici sekvence predkladaného vyndlezu jsou v oboru dobre
znadmé. DNA sekvence domén lidského V regionu mohou byt
izolovany podle dobre zndmych postupi z celé rady 11dschh
bunék.Vyhodng jsou témito burikami T lymfocyty periferni krve.

DNA sekvence predkladaného vyndlezu mohou byt pfipraveny
riznymi cestami. Je preferovadno, aby DNA sekvence V regionu
antigenich receptord T bunék byly prfipravovany polymerasovou
retézovou reakci (PCR) uZitim DNA sekvenci kodujicich intaktni
TCR jako templata. Lidsky V B region muze byt prfipraven
napriklad cestou amplifikace cDNA pfipravené z lidskych
lymfocytd periferni krve stimulovanych anti-CD3
protilatkou, podle postupu Choie et al.,1989,
Proc.Natl.Acad.Sci.USA 86:8941-8945.

V jednom aspektu predkladaného vynalezu je ziskan
kompletni V region antigeniho receptoru T bunék z jakéhokoliv
klonu obsahujiciho kompletni sekvenci.Napriklad ,nékteré
sekvence V regionu TCR a cDNA klony obsahujici kompletni
kodujici regiony jsou popsané Concannonem et al.,
1986,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 83:6598-6602.

Preferované proteiny V regionu TCR predkléddaného vynalezu
jsou ty , které jsou implikované u imunitnich choorob
a poruch,konkretné %4 8.1 (Kawasakiho choroba, viz. ,Abe et
al.,1992, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 89:4066), Vﬁ 6.1 (lepra,
viz.Wang et al., 1993 Proc. Natl.Acad.Sci.USA 90: 188,y§

S.1 (lymsk4 nemoc, viz,Lahesma et al.
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1993,J.Immunol.,150:4125), VB S5.2,nebo VB 5.3 nebo VB 6.1
(roztrousenad sklerosa, viz. Kotzin et al.,1991
Proc.Natl.Acad.Sci.USA 88:9161),V8 2.1 nebo VB 3.1

( revmatoidni artritida viz Uematsu et
al.,1991,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 88: 8534). (Viz také Hafler
,D.A. et al.,1988,J.Exp.Med.,167:1313, a Mantgazza R.et
al.,1990,Autoimunity,3: 431).

TCR exprivovany klony T bunék u autoimunitnich chorob nebo
klony T bunék odpovidajicich na jednotlivé autoantigeny mohou
byt identifikovany uzitim TCR specifickych
protilatek, napriklad polyklonalnich, monoklonidlnich nebo
chimerickych protilatek, které jsou specifické pro TCR
variabilni segment spolu s metodou znadeni{ protildtek, jako je
fluorescenéni mikroskopie, pratokovd cytometrie,
imunocytochemie nebo jiné techniky v oboru dobfe znamé. Takové
protilatky jsou popsény pro mnoZstvi alfa a/nebo beta retézcu
V regiond TCR ( viz ,napriklad mezinadrodni patentovad publikace

W0- 90/06758) .

Alternativné maZe byt DNA nebo m RNA kloni T bunék
oznaéena primo, nebo po amplifikaci PCR ( Synha et
al.,1988, Science, 239:1026, Saiki et al.,1986 Nature,324:163),
a specificky hybridisovdna probami nukleovych kyselin pro
rizné rodiny TCR genua uZitim hybridizaénich metod v oboru
dobre znadmych.TCR sekvence nebo jejich &4sti mohou byt ziskany

primo z amplifikované, rearanzované DNA nebo mRNA.

Exprese jednotlivych TCR muZe byt také identifikovéna
urdenim. sekvence nukleovych kyselin kodujicich alespoii &4ast
TCR, napriklad po klonovadni TCR V génu, nebo urdenim
aminokyselinové sekvence alespon éasti TCR proteinu.Je:

zjevné, Ze jakykoliv z vyse zminénych prfistupi, nebo jiné
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pristupy v oboru znamé, povedou k identifikaci TCR
exprivovaného na T bunkach nebo linifch T busek.

Pfiklady molekuldrnich pristupd uzitych ke korelaci TCR
genové exprese pri onemocnénich zahrnuji:
(1) produkci a analyzu cDNA knihoven ziskanych s chorobou
spojenych T bunék od jednoho nebo vice subjektta
majicich tuto chorobu,aby se uréila pr{tomnost frekventné

uZzivanych nebo dominantnich TCR genu.

(2) Southern analyzu vzorka choroby k urdeni specifického
genového polymorfismu (t.j.RFLP) nebo existence
oligoklonalnich TCR prestaveb.

(3) analyzu vzorkd choroby cDNA syntesou,PCR amplifikaci,

a slot blot hybridizaci,a

(4) in situ hybridisaci nukleovych kyselin nukleovych kyselin

T bunék TCR probami bez predeslé kultivace té&chto bunék.

Preferované proteiny V regionu TCR zahrnuji VB 8.1,VB
S.2,nebo VB 5.3.Dvouviaknova cDNA kodujici VB 5.3
a aminokyselinova sekvence pro VB 5.3 jsou ukidzény na obrézku
1 ( Viz SEQ ID NOS 25,26 a 27).

Klony V regionu antigeniho receptoru T buné&k mohou byt
zavedeny do expresnich vektort predklddaného vynidlezu metodami
v oboru dobre znédmymi. Napriklad,z cDNA klonu je V region
syntetizovan PCR inkorporovanim iniciaéniho ATG do
§‘koﬁce. MazZe byt syntetizovédno jakékoli vhodné restriként
misto, které inkorporuje iniciaéni kodon a rekonstituuje
5) kodujict region V regionu. V preferovaném provedeni je
restrikénim mistem Ncol misto. Stop kodon a vhodné restrikéni
misto jsou vloZeny do 3% konce kodujici sekvence pro V region

tak, Ze muZe byt subklonovédna do vektoru.
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M&lo by byt jasné, Ze metodologie tohoto vynidlezu miuZe byt
uzita k piipravé kompletnich V regiond TCR odvozenych ze

zvifecich druha jinych neZ huménich.

2 .EXPRESNt VEKTORY

Rekombinantnim expresnim vektorem v rozsahu tohoto
vynadlezu je plasmid,ktery obsahuje exogeni DNA ve formé
nukleové kyseliny kodujici V region TCR,kterey ma byt
exprivovan.Rekombinantni{ expresni vektor prfedkladaného
vynidlezu je vloZen do bun&k bakteridlniho hostitele napriklad
transformaci{ a transformanty,které exprivuji poZadovany

protein V regionu, jsou izolované a klonované.

Predkladany vynadlez se tyka expresnich vektoru
obsahujicich DNA sekvenci kodujici{ pro kompletni protein
V regionu TCR.Vyhodné&, proteiny V regionu TCR jsou ty proteiny
antigenich receptorit T bunék, které jsou zde popsé&ny. Expresni
vektor v rozsahu tohoto vyndlezu je plasmid, obsahujici geny
V regionu TCR, které maji byt exprivovany, pod transkripéni
a translaéni kontrolou regulaénich elementa, jako je napriklad
promotor, vazebné misto pro ribosomy a trankripéni
termindtor. Navic obsahuje zdroj replikace pro stabiln{
replikaci bakterie. Také vyhodné obsahuje geny kodujict
resistenci na antibiotika usnadrniujici selekci transformovanych
bunék nesoucich plasmid. Exprese klonovanych sekvenci se

vyskytuje, je—1i expresni vektor vloZen do vhodné hostitelské

buriky.

Expresni vektory uzité v predklddaném vyndlezu jsou <&asto
ve formé plasmidu. Plasmidy znamenaji cirkuldrni dvouvlaknové
DNA sekvence, které nejsou integrovany do chromosomid. Expresni

vektory predkliddaného vyndlezu mohou také obsahovat jiné DNA
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sekvence, jako naprfiklad leader nebo signdlni sekvence, které
jsou uzite¢né pro zaméfeni{ nebo stabilitu expresnich produktu

a/nebo regula&ni sekvence, které umoZiuji modulaci genové
exprese,napiiklad odpovédi na zménu teploty nebo zménu

sloZzeni kultivaéniho media.

Expresni vektory obsahujf{ jednu nebo vice kontrolnich
sekvenci funkéné vazanych na sekvence kodujici V region TCR.
Termin "funké&né vazany" v rozsahu tohoto vynidlezu znamena, Ze
jedna sekvence nukleovych kyselin, kter4d m4 regulaéni funkci
pro genovou expresi nebo koduje funkéni proteinovou domenu, je
kovalentné vazana na bud 3f,nebo.5f, ke druhé sekvenci
nukleovych kyselin kodujicich protein tak, Ze regulaéni funkce
pouZzita na druhou sekvenci nukleovych kyselin nebo kodovanych
funké&nich domen bude fusovéana do rédmeéku k proteinu kodovanému
druhou nukleovou kyselinou. Takové regulaéni funkce pro
genovou expresi obvykle zahrnuji{ iniciaci
transkripce, terminaci transkripce a zpracovani mRNA
transkriptu. Sekvence nukleovych kyselin, které vykazuji
takové regulaéni funkce na genovou expresi, zahrnuji promotory
transkripce,transkripéni terminatory a signdly mRNA
zpracovani. Funkéni domeny, které mohou byt funkéné vazané
k jinym proteinaim zahrnuji napriklad leader nebo signélni
peptidy, které dovoluji transport proteint pres buné&cnou

membranu.

V jednom provedeni miZe byt promotorem indukovatelny
promotor. V preferovaném provedeni je promotor takovy, Ze muZe
byt regulovan pritomnosti nebo absenci jistych komponent
media. V oboru zkudeni poznaji, Ze nékteré bakteridlni
promotorové subjekty ke konﬁjrole pritomnosti nebo absence
jistych komponent media, mohou byt uzity ve spojeni
s expresnimi vektory predklddaného vynalezu. Je preferovino aby
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promotorem byl silny bakteridln{ promotor jako je lac
promotor, tac promotor a trc promotor. Proto v jednom
proveden{ je ve vektoru tohoto vyndlezu promotorem pro
kodujici{ sekvenci V regionu TCR subjekt regulovany pritomnosti
nebo absenci isopropyl-f-D-thiagalaktopyranosid

( IPTG), spontdni chemick4 induktorov4d molekula lac,tac a trc
promotori. V preferovaném aspektu je IPTG - indukovatelnym
promotorem lac promotor nebo tac promotor. V preferovanéjsim
provedeni je IPTG-indukovatelnym promotorem trc promotor
(Brosius et al.,1985,J.Biol.Chem.,260:3539-3541) ,ktery je
podobny tac promotoru, derivovanému fazi 10-regionu lac UVS
promotoru s —-35 regionu tryptofanového operonu (de Boer et
al., 1983, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 80:21-25, Amann et

al.,1983, Gene,25:167-178). Trc promotor je shodny s tac
promotorem s vyjimkou jednoho paru bazi v promotoru (Brosius

et al., (1985)supra).

V dalsim provedeni je expresn{ vektor predkléddaného
vynadlezu modifikovan tak,aby umoZrioval sekreéni expresi
kompletniho proteinu V regionu TCR vynalezu teplotnim
posunem.Podle tohoto provedeni umoZfiuje expresni vektor
expresi proteinu V regionu TCR za absence chemickych
induktord,co? vyluduje potrebu uziti takovych elementd jako je
IPTG a retézce bakteridlniho hostitele obsahujic{ lacl nebo
lacIegeny. Preferované provedeni expresnich vektoru
predkladaného vyndlezu zahrnuji regulaé&ni geny ,které umoZnuji
termalni expresi. Regulaéni genovou sekvenci je nejlépe laclts

gen, ktery koduje teplotné sensitivni lac represor.

V dal3im preferovaném provedeni je laclIts gen lokalizovan
proximidlné od a po rfetézci od transkripéniho terminatoru,
a trankripéni smér je stejny jako u kodujici sekvence

V regionu.
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Navic, expresni plasmidy tohoto vyndlezu vyhodng
obsahuj{ jeden nebo vice selektovatelnych markeri.Vyhodné vede
selektovatelny geneticky marker k resistenci na antibiotika
jako je ampicilin, kanamycin nebo tetracyklin. Nejvyhodnéji je

selektovatelnym markerem gen resistence na tetracyklin.

Dale, vektory obsahuji bakteridlni zdroj replikace.
V preferovaném provedeni je zdroj replikace odvozen od
pBR322. Expresni vektor také obsahuje vazebné misto pro
ribosomy a transkripéni terminator rrnB ribosomdlniho RNA
operonu E.coli ( Brosius et al.,Plasmid,6: 112-118).

V preferovaném provedeni expresni vektor predkladaného
vyndlezu obsahuje jako zakladni elementy v S’~3!sméru: DNA
sekvenci, kterd obsahuje promotor a operator, DNA sekvenci,
kterad obsahuje vazebné misto pro ribosomy pro predloZeni mRNA
pozadovaného genu schopného vazby na ribosomy v hostitelské
bunice, ATG iniciaéni kodon nebo DNA sekvenci, kterid je
konvertovana do ATG iniciaéniho kodonu po inserci poZadovaného
genu do vektoru,restrikéni misto pro inserci poZadovaného
genu v ramedku s ATG inicia&nim kodonem nebo multiplikované
klonujici misto obsahujici nékolik restrikénich mist pro
inserci vhodného genu nebo kodujiciho regionu ,ktery mé& byt
exprivovan,sekvenci nukleovych kyselin kodujici sekvenci
V regionu antigeniho receptoru T bunék,kterd ma byt
exprivovana, a transkripéni termindtor, ktery slouzi k dG¢inému
ukonéeni transkripce. Vektor také obsahuje DNA sekvence, které
obsahuji zdroj replikace z bakteriélniho plasmidu schopného
autonomni replikace v hostitelskych burikdch a DNA sekvence,
které obsahuji geny asociované se selektovatelnymi nebo
identifikovatelnymi fenotypickymi rysy,které se manifestuji,

jestliZe je vektor pritomen v hostiteli. Expresni vektor muzZe
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volitelns obsahovat signalni nebo leader kodujfci sekvence
funkéné vazané,t.j. fusované v rémeéku, na Sﬂ konec sekvence
nukleovych kyselin kodujfci V region TCR tak,Ze translace
leadér sekvence — TCR V region sekvence vede k leader
peptid-V region TCR fusnimu proteinu, ve kterém leader peptid
na amino konci fusniho proteinu #ifdf sekreci proteinu

V regionu TCR pfes membranu hostitelské buiky. V jistém
preferovaném provedeni obsahuje expresni vektor regulaéni gen

pro expresi sekretovaného proteinu teplotnim posunem.

V preferovansdjsim proveden{ obsahuje expresni vektor

-nasledujici zakladni elementy v Sf—3[sméru: trc promotor ,
ktery je slozen z -10 regionu lac UV S promotoru fusovanému
s -35 regionem tryptofanového operonu ( de Boer et
al,supra, Amann et al.(1983) supra),silné ribozom vazajici
misto,kodujfic{ region V regionu TCR ,ktery m4 byt
exprivovan, dva transkripéni terminatory z rrnB ribosomdlniho
RNA operonu,lacIts gen kodujici pro teplotné sensitivni lac
represor, pBR322 zdroj replikace, a gen resistence pro
tetracyklin. P#iklad takového preferovaného provedeni
,expresni vektor pKBi-VB S.3 byl uloZen podle Budapestské
smlouvy v American Type Culture Collection (ATCC) pod
prirastkovym &islem 69739 6.ledna 1995.

Expresni vektory predkladaného vynadlezu mohou obsahovat
leader sekvence kodujici signadlni peptidy funkéné& vazané na
57 kodujici region V regionu TCR.V expresi bude £idit amino
terminalni koncovy peptid sekreci proteinu V regionu TCR pres
membrinu hostitelské buriky, do periplasmy kultivaéniho
media. Odbornik pozni, Ze mnoZstvi leader sekvenci maZe byt
uzito ve spojenim s expresnim vektorem predkléddaného
vynidlezu. Vhodnou leader sekvenci je pelB signdlni sekvence
z E.carotovora (Lei et al.,1987,J.Bacteriology,169:4379-
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4383). Jin4d vhodna leader sekvence je termostabilni{
enterotoxin II (ST II) signalni sekvence E.coli
(Morioka-Fujimoto et al., 1991, Biol.Chem., 266:1728-1732).

V jednom provedeni obsahuje expresni{ system STII leader
sekvenci, a kodujici region pro V region je PCR syntetizovén
tak,aby obsahoval vhodné restrikéni misto v 3/ konci
a zapracované Mlul misto na kaonci a tak miZe vhodné véazat
Mlul misto inkorporované do y.konce STII leaderu. Proto
v dalsim preferovaném provedeni{ obsahuje expresni vektor ve
sméru 5, - 3’ :trc promotor,ktery se skl14da z —-10 regionu lac
UV 5 promotoru fusovanému s —35 regionem tryptofanového
operonu, silné ribosom vazajic{ misto, STII leader,kodujict
region V regionu antigeniho receptoru T bunék,ktery m4 byt

exprivovan, transkripéni termindtor z rrnB operonu,laclts gen
kodujici teplotné sensitivni lac represor,pBR322 zdroj
replikace a gen resistence pro tetracyklin.V

nejpreferovandjsim uziti je vektorem pKB-V{5.3.

Expresni vektor predkladdaného vynédlezu muZe byt
konstruovédn uzitim standartnich technik znamych v oboru (Viz.
Maniatis et al.,Molecular Cloning:A Laboratory Manual,Cold

Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,NY,1982).

Pfedkladany vyndlez se navic zabyva hostitelskymi bunkami
obsahujicimi expresni vektor, ktery obsahuje DNA sekvenci pro
kompletni V region TCR.Navic, preferované hostitelské bunky
obsahuji expresni vektor, zahrnujici jednu nebo vice
kontrolnich DNA sekvenci schopnych prfimé replikace a nebo
exprese DNA sekvence kodujici pro kompletni protein V regionu
antigeniho receptoru T bunék. Vhodné hostitelské bunky zahrnuji
prokaryotické hostitelské bunky, v preferovaném provedeni jsou
prokaryotickymi hostitelskymi burkami bakteri&lni hostitelské



buiiky, nejlépe E.coli bunki. Odbornfci pochopi{ z okamzité
aplikace,?e uzit{ jednotlivych expresnich vektoru ovlivni
vybér hostitelskych kmenu vybranych pro produkci kodujici pro
kompletnich proteina V regionu TCR. Napriklad, expresni vektory
podrobené chemické indukci v rozsahu tohoto

vynadlezu, bakteridlni hostitelské kmeny, které nesou lacl nebo
lac Idgen, ktery reguluje trc promotor, jsou zejmena
vyuzivany. V expresnich vektorech v rozsahu tohoto vynalezu
jsou preferovany takové, které obsahuji genové regulaéni
sekvecence jako laclts gen,ktery poskytuje teplotné sensitivni
represor,a takové bakteridlni hostitelské kmeny , které
nenesou divoky typ lacl nebo lacld geny.Zejména je preferovana
hostitelsk4 bunka LJ24.

V jistém provedeni neobsahuje expresnf vektor
predkladaného vyndlezu leader sekvenci.V jistém preferovaném
provedeni je bakteridlnim hostitelskym kmenem E.coli
BL21,nebo lépe proteasa deficientni E.coli kmeny , jako je
SG21163,8G22094,SG21173.

Expresni vektory predkladaného vyndlezu mohou byt
zavedeny do hostitelskych buné&k ruznymi metodami zndmymi
v oboru,které se mohou ménit v z4avislosti na typu celularniho
hostitele. Napriklad, pusobeni chloridu véapenatého nebo
elektrokorporace jsou vieobecné poZivany pro prokaryotické
buiiky. (Viz obecné, Maniatis,et al.,Molecular Cloning:
A Laboratory Manual,Cold Spring Harbor Laboratory,Cold Spring
Harbor, NY (1982).)

Kdyz byl exprivovany vektor jednou vloZen do vhodné

hostitelské buiky,hostitelsk4 burka miZe byt kultivovana za
podminek dovolujicich expresi znaéného mnoZstvi V regionu TCR.
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Hostitelska bunka obsahujici{ expresni vektor ,ktery
obsahuje DNA sekvenci kodujici pro proteiny V regionu TCR muze
byt identifikovéna jakoukoliv vhodnou metodou.V nasledujicich
pifikladech,napfiklad,je produkce proteina V regionu TCR
detekovana imunologicky uzitim imunozkousky.

Alternativné, hostitelsk4 burika 6bsahujici expresni vektor
predkladaného vynédlezu muZe byt identifikovéana hodnocenim
hladiny transkripce DNA V regionu TCR métfenim specifickych
transkripta V regionu TCR v hostitelské bunice ( t.j. northern
blot analysa). V je3té dalsi metodé miuZe byt hostitelsk4 buika
obsahujici expresni vektory predkladaného vynélezu
identifikovana DNA-DNA hybridizaci za pouZiti prob
komplementarnich ke kodujicim sekvencim V regionu TCR vektoru.

DNA sekvence predkladaného vyndlezu, expresni vektory nebo
DNA molekuly mohou byt uréeny rdznymi metodami znadmymi
v oboru. Napriklad dideoxydovou retézovou terminaéni metodou
jak ji popisuje Sanger et al.,1977, Proc.Natl.Acad.Sci.USA
74:5463-5467.

Nasledujici priklady poskytuji a uzivaji jednu nebo vice
detek&nich metod popsanych vy3e,odbornici mohou ,bez
prehnaného experimentovéani,snadno vybrat kombinace expresnich
vektort a hostitelskych bunék,které poskytujf{ optimalni
expresi proteint V regionu TCR.Kombinaci jednotlivého
hostitelského kmenu s jednotlivym expresnim vektorem tohoto
vynidlezu je moZné ziskat relativné vysokou tUroven exprese
kompletniho proteinu receptoru T buniky.Vyhodné je uUroven
exprese kompletniho proteinu V regionu TCR alesponn 300 mg na
litr kultury.Takové hladiny mohou byt ziskény napriklad uzitim
preferovaného provedeni ve kterém je E.coli SG21173
bakterisdlnim hostitelskym kmenem a pKBi-VBS.3 expresnim
vektorem (viz pfiklady,infra).Takové kombinace hostitelu
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a expresnich vektoru tohoto vynalezu dovoluj{ produkci
signifikantni kvantity kompletniho proteinu V regionu TCR pri

meniich nakladech , neZ bylo moZné dive.

Jakmile jsou exprivovadny mohou byt proteiny vynédlezu
purifikovdny v souladu se standartnimi procedurami,véetné
precipitace amonium sulfatem,afinitn{
chromatografii, kolonovou chromatografii{, gelovou -
elektroforesou a pod. (viz,obecné,Scopes,R., Protein

Purification, Springer-Verlag,NY(1982).)

V preferovaném provedeni je V region antigeniho receptoru
T bunky solubilni.Timto je minéno, Ze V region antigeniho
receptoru T bunky je solubilni{ ve vodném systemu."Solubilni"
protein je v3eobecn& charakterisovidn selhidnim sedimentace pri
pokojové teploté pri vysoké G-sile centrifugace (100 000 x g)
z vodného pufru.Solubilita je zejmena dualeZitid pro
zjednoduseni purifikace V region antigeniho receptoru T buiky
Zz produkujicich bunék.Vodné pufry uzité v proteinévé chemii
typicky maji{ pufrovaci slouéeninu pro udrZeni uréitého
pH. (typicky v mezich fysiologického rozmezi okolo pH
5-9),poskytuji jednotlivé ionizované retézce ( typicky mezi
asi 10 mM a S00 mM), a éasto zahrnuji proteasovy inhibitor
a strfedni detergent.Prikladem standartnich pufrid jsou
fosfatovy pufrovany sal, Tris - pufrovand sal,a mnoZstvi pufru
uZzivanych k izolaci proteinu.(viz,obecné&,Methods in
Enzymology, Mahlers and Cordes Biological Chemistry (2d
Ed.) ,Harper and Row,New York (1966).)

3. UZITt PROTEINa ANTIGENiHO RECEPTORU T BURKY

Predkléddany vynalez poskytuje poprvé prostredky pro
dostateé¢nou a ekonomickou produkci diagnosticky, terapeuticky
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a védecky uziteéného mnozstvi proteini V regionu TCR,ktery

neni{ fusnim proteinem ani neni navadzan na cizi sekvence, jako

jsou afinitni koneéky.
A. Uziti ve vyzkumu a diagnostice

Proteiny V regionu TCR predklddaného vynélezu jsou
vyuzitelné ve strukturdlnich a funkénich studiich antigeniho
receptoru T bunék (TCR).Vedle nabidky substratu nebo vazebné
domeny pro specifické formy TCR mohou tyto proteiny slouZit
jako jako prostredky pro konformaéni studie,t.j.pro pribliZeni

nativni konformace ruznych &4sti receptoru T bunék.

Proteiny V regionu T bunék mohou také byt pouzity jako
diagnostické proby.V jednom preferovaném provedeni mohou byt
proteiny V regionu TCR predkladaného vynélezu uzity pro urceni
mnozstvi nebo pritomnosti jistych podrodin V regionu TCR
v biologickém vzorku.Jedna takova zkouska je popséna
Ritterhausem ,C.W. v,International Patent Publication WO
92/08981 pod nazvem "Therapeutic and Diagnostic Methods Using
Total Leukocyte Surface Antigens".Predkladany vynédlez
poskytuje metody pro diagnosu imunitnich chorob jako je
roztrousena sklerosa, detekci specifickych podskupin T bunék
asociovanych s chorobou.

V jiném provedeni miuZe byt predklédany vynadlez pouZit ke
generaci signifikantniho mnoZstvi{ proteina V regionu
antigeniho receptoru T bunék pro uziti v produkci
protilatek.Protilatky mohou byt prfipraveny pouzitim mnoha
technik v oboru znamych.Pro produkci monoklondlnich protilétek
(MAb)maZze byt pouzita jakékoliv metoda , ktera poskytuje
produkci protilatkové molekuly kontinuadlnimi buné&énymi liniemi
v kulture.Tato metoda zahrnuje, ale neni tim omezena ,.

hybridizaéni techniky origin4dlné popsané Kohlerem
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a Milsteinem,1975,Nature,256: 495-497),novéji hybridizaéni
techniky lidskych B bun&k ( Kozbor et al, 1983,
Immunol.Today,4:72,EBV techniky ( Cole et al.,Monoclonal
Antibodies and cancer Therapy,Alan R.Liss,
Inc.,pp.77-96(1985),a trauma techniky .Pro prehled metod
produkce protilatek viz:Hartlaw,E., et al., Antibodies:A
laboratory Manual,Cold Spring Harbor Laboratory Press,Cold
Spring Harbor,NY, (1988).

Proteiny V regionu TCR vynidlezu mohou byt uzity jako
diagnostické proby vzhledem k jejich schopnosti reagovat
s autoprotilatkami v biologickych vzorcich.

Predkladany vynalez také predklada znadené derivaty
proteind V regionu TCR , které mohou byt detekovany vhodnymi
monitory, jako je scintilaéni Geigrova komirka , nebo
radiograficky film.Takové derivaty zahrnuji napr.

1257 ,131],14C,355,3H4,112In,99M,Tc a podobné, pro in vitro a in

vivo diagnostické ucely.
B. TERAPEUTICK® VYUZITI

Jak bylo zminéno vyse,tento vynidlez je spojen s imunitnimi

chorobami.

Termin "imunitni choroby" zde oznadéuje chorby , ve
kterych je imunitni system zapojen do patogenese choroby
,nebo ve kterych vhodnid stimulace imunitniho systemu muZe vést
s ochrané pred chorobou. Relevantni choroby zahrnuji,ale
nejsou témito omezeny ,autoimunitni choroby, neoplastické
choroby,infekéni choroby , hypersensitivitu ,
transplantaci,reakci $tépu proti hostiteli,a degenerativni

choroby nervového systemu.Autoimunitni choroby zahrnuji, ale
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nejsou jimi omezeny , artritidu,jako je revmatoidn{
artritis,l typ diabetu, juvenilnf diabetes,roztrousenou
sklerosu , autoimunitni tyreoiditis (Hashimotovu
tyreoiditis),myastenii gravis, systemovy lupus erytematodes

( SLE),Sjogrenav syndrom, Gravesovu chorobu,Adisonovu
chorobu,Goodpesteurdav syndrom,sklerodermii, dermatomyositidu,
myxedem,polymyositidu, perniciosn{ anemii,z&nétlivé strevni
choroby véetnd Crohnovi nemoci a autoimunitni atrofické
gastritidy, a autoimunitni hemolytickou anemii.Neoplastické
choroby zahrnuji , ale nejsou jimi

omezeny, lymfoproliferativni choroby jako jsou leukemie,
lymfomy, Non-Hodgkinské lymfomy a Hodgkinské lymfomy,

a karcinomy jako je karcinom prsu,tlustého strfeva, plic,
jater, pankreasu, melanom, karcinom ledvin,atd.Infekéni
choroby zahrnuji , ale nejsou jimi omezeny,virové infekce
zpusobené viry jako HIV,HSV,EBV,CMV,Influenza, Hepatitis
A,B,nebo C; mykotické infekce jako jsou ty zpisobené kvasinkami
rodu Candida, parasitidrni infekce jako jsou ty , které
zpisobuji schisostoma, filarie,nematoda,trichinela nebo
protozoa jako trypanosomy zpasobujici spavou nemoc,plasmodium
zpisobujici malarii nebo leishmanie zpisobujici leishmaniosu,
a bakteridlni infekce jako napriklad ty, které zpuasobuji
mykobakterie, corynobakterie nebo
staphylococcus.Hypersensitivni choroby zahrnuj{ , ale nejsou
jimi omezeny, Typ I hypersensitivity,jako je kontakt

s alergenem, ktery vede k alergii,Typ II hypersensitivity jako

je u Goodpasteurova syndromu a myastenie gravis.

Terapeutické uziti proteinid V regionu TCR tohoto vynédlezu
je zaloZeno na korelaci mezi specifickymi imunitnimi chorobami
a preferendni{ expresi urditého proteinu V regionu bunééného
receptoru T bunék nebo uréité sekvence kodujici{ protein
V regionu TCR.A&koliv by predklédany vynidlez nemél byt
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limitovan uré&itou védeckou teorii,V regiony TCR jsou uZiteéné
z84sti proto , Ze mohou byt uzity k regulaci imunitni odpoveédi
u jednotlivca.Specificky , tam kde pfitomnost nebo abnormalné
vysoka exprese jednotlivého V regionu koreluje s jednotlivou
imunitni chorobou,lze 16é&it jednotlivce neutralisaci T bunék
nesoucich urdity protein V regionu.Navic zavedeni proteinu

V regionu TCR muZe ovlivnit imunosupresivni funkce stimulaci
regulaénich T bunék,které budou specificky reagovat

s T burikami nesoucimi cilovy T region.Je také pravdépodobné,
Ze proteiny.V regionu TCR mohou zvysSovat protilatkovou
odpovéd,kterd bude specificky interagovat s cilovym V regionem

na T burikdch a zp&tné regulovat imunitni odpovéd.

Kompletni proteiny V regionu antigenniho receptoru T bunék
predklddaného vyndlezu poskytuji jasné vyhody v 1éé&bé
imunitnich chorob.Pfed predkladanym vynidlezem zahrnovali
terapeutické moznosti imunitnich chorob souvisejicich se
specifickymi T bunkami: (a) Z4dnou 1é&bu s moZnym sponténim
vylécenim, (b) 1é&bu peptidy korespondujicimi k jednotlivym
segmentim V regionu antigeniho receptoru T bunék, (c)
nespecifickou 1é&bu ,jako je léé&ba steroidy nebo nesteroidnimi
protizanétlivymi agens. Nicméné , 24dny z té&chto pristupu
nedovoluje vyhody predkl4ddaného vynidlezu. Terapeutické metody
predklddaného vynalezu maji jasné vyhody proti predeslym
metoddm 1é¢&by imunitnich chorob v tom, Z2e metody
predklddaného vyndlezu jsou zaméreny pouze na jednotlivou
podskupinu T bunék nesouci urdity V region a mohou byt uzity
u rizného rozsahu postiZenych jedinca, protoZe vynilez
umozrniuje eliminaci potrfeby selektovat jednotlivé peptidy
vztaZzené k MHC haplotypim jednotlivych individui. Metoda
predkladaného vyndlezu se tésnéji pribliZuje cily modulace
pouze téch T bunék , které maji vztah k chorobé a usetrent
nebo neovlivnéni jinych T bunék subjektu. Vyndlez tak dosahuje
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vy331 specificity terapie mezi $ir3fi populac{.

V preferovaném provedeni miZe byt kompletni protein
V regionu antigeniho receptoru T bun&k uzit k down- regulaci
nebo eliminaci podskupin T bunék , které vykazuji TCR
inkorporujici{ stejné V regiony.Proteiny V regionu antigeniho
receptoru T bunék mohou byt uzity v terapeutickych situacich
k modulovédn{i aktivity téch T bunék , které nesou cilovy
V region nebo indukovani neodpovidavosti v populaci aktivné
odpovidajicich T bunék nesoucich cilovy V region.V této
situaci je antigeni receptor T bunék uZit jako terapeutickéa

komposice v subjektu.

Specifické proteiny V regionu antigeniho receptoru T bunék
asociované s danou chorobou jsou identifikovany jakoukoli
z mnozstvi technik v oboru dobrfe zndmych.Geneticky pfistup
s pouzitim pacienti s myastenia gravis nebo roztrousenou
sklerosou byl popsan Oksenbergem , J.R.,et
al,,1989,Proc.Natl.Acad.Sci.USA,86:988-992.

Terminem lé&ba v predkliddaném vyndlezu je minéna
"prevence", "suprese" nebo "lé&ba" choroby. "Prevence"
zahrnuje podédn{ protektivni komposice prfed vznikem
choroby.Tak, napriklad ,u zvirfeciho modelu experimentalni
autoimunitni encephalomyelitidy, EAE, Uspé3né podéni protektivni
kompozice pred podédnim encephalitogenu, ktery indukuje

chorobu,vede k "prevenci'" choroby.

"Suprese" zahrnuje podani kompozice po indukci,ale pred
klinickou aparenci choroby.Tak,prfi uziti EAE prfikladu, tspésné
podani{ protektivni komposice po injekci encephalitogenu ,ale

prfed neurologickymi symptomy, vede k " supresi" onemocnéni{.
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"Lé¢ba" zahrnuje podani protektivni komposice po objeven{
se nemoci. Na prikladu EAE, Gspé3né podanfi protektivni

komposice po injekci encephalitogenu a po klinickych

priznacich vede k "1éé&bé" nemoci.

Pro méreni preventivniho, supresivniho a terapeutického
benefitu proteinu V regionu TCR predkl4ddaného vynalezu byly
mérény jisté klinické vysledky.Zejmena byla méfena alterace
proliferarivni odpovédi lymfocytd in vitro.Zkousky pro mérfenf{
terapieutického benefitu jednotlivych proteint V regionu jsou

v oboru znémé.

Zvireci modelové systemy, které mohou byt pouzity ke
skriningu efektivity proteind v protekci nebo 1é&bé jsou
dosazitelné. Systemovy lupus erytematodes ( SLE) je testovén
na susceptibilnich my3ich jak popisuje Knight et
al.,1978,J.Exp.Med,147:1653 a Reinersten et
al.,1978,299:515.Myastenia gravis (MG) je testovana na SJL/J
my33ich samicich indukci choroby solubilnim AChR proteinem
z jinych druhu jak popsal Lindstrom et al., 1988,
Adv.Immunol.,42:233-284. Artritis je indukovani na vnimavém
kmenu my${ injekci II typu kolagenu jak popisuje Stuart et
al.,1984,Ann.Rev.Immunol.,42:233-284. Adjuvantni artritida je
indukovana vnimavym krysam injekci Mykobakterialniho
proteinu tepelného 3oku jak popisuje Van Edan et
al.,1988,Nature,331:171-173.Thyreoiditis je indukovéna my3im
podanim thyreoglobulinu jak popisuje Maro et
al.,1980,152:1115-1120. Insulin dependentni diabetes mellitus
(IDDM) se vyskytuje prfirozené nebo muZe byt indukovéan
u jistych kmena my3{i jako jsou ty , které popsal Kanasawa et
al.,(1984). EAE u my3{ a krys poskytuje model pro MS u 1id{i.V
tomto modelu je demyelinisaéni choroba indukovéna podanim
myelin basického proteinu (MBP) jafpopisuje
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Paterson,P.Y.,Textbook of Immunopathology, (Mischer et
al.,eds.),Grune and Stratton, New York,pp.179-213
(1986) ,McFarlin,D.E.,et al.,1973,Science,179:478-480:
a Satoh,J,et al.,1987,J.Immunol.,138:179~-184.

Samozrejmé,identické proteiny nemus{ byt G&inné u lid{
protoZze nemus{ korespondovat s vhodnymi misty na lidském
s chorobou asociovaném TCR.Je srozumitelné , Ze miZe byt
poZadovana takova modifikace proteinové sekvence uréené na
zvifecim modelu, aby 1é&ila subjekty ndlezici k jinému druhu

véetné 1lidi.

4. FARMACEUTICKE KOMPOSICE OBSAHUJfCt V REGION ANTIGEN1HO RECEPTORU T
BUNEK

Proteiny a kompozice predklddaného vyndlezu , nebo jejich
funkéni derivadty jsou vhodné pro pripravu farmaceutickych
komposic.Farmaceutické kompozice predkladaného vyndlezu mohou
byt podadny jakymkoli zvirfatim, u kterych jsou zkusenosti
s benefic¢nimi efekty kompozice vyndlezu. Prfedni mezi takovymi
Zivoéichy jsou 1lidé, acékoliv vyndlez nem&d v Umyslu byt tak

omezeny.

Farmaceutické kompozice predklddaného vynadlezu mohou byt
podavéany jakymikoliv prostrfedky , které dosahuji zamysleného
igelu.Napriklad, poddn{ miZe byt paranteralni, subkutanni,
intravenosni, intradermdlni, intramuskularni,
intraperitonealni, transdermalni nebo bukalni
cestou. Alternativng,nebo konkurentné, miZe byt podani cestou

oralni.

Proteiny a farmaceutické komposice mohou byt podany

parenterdlné bolusovou injekci nebo graduadlni perfusi bé&hem
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doby.

Podana davka bude z4visl4d na véku,pohlavi,zdravotnim stavu
a vize recipienta ,typu konkurentni 1é&by, je-li néjaka,
frekvenci 1é&by a povaze poZadovaného efektu.Davkové rozsahy
pro podani komposici predkladaného vyndlezu jsou dostatecné
mnozstvi umoznujici produkci poZadovaného efektu,&imZ je
napriklad dosazen4d imunitni odpovéd na proteiny mérena
odd4dlenou hypersensitivitou (DTH) nebo produkci protilétek
a signifikantni prevenci, supresi nebo 1é&bu imunitni
choroby. Davky by nemély byt prilis vysoké, aby nezpisobovaly

vedlejsi Géinky, jako je neZéddouci zkrfiZena reakce,

generalisovan4d imunosuprese, anafylaktickid reakce a pod.

Preferované davky u 1lid{ jsou v rozsahu 0.001-1 mg/kg

tédlesné hmotnosti.

Navic k proteinim predkladaného vynalczu, ktevrd jsou samy
farmaceuticky aktivni mohou farmaceutické komposice obsahovat
vhodny farmaceuticky akceptovatelny nosié obsahujici
excipienty a auxiliaria,kterd usnadruji zapracovan{ aktivni
slouéeniny do preparati,které mohou byt uzZity
farmaceuticky.Preferované sloudeniny zahrnuj{ inklusi
adjuvans, jako je oxid hlinity, nebo jinad adjuvans v
oboru znémé4.( Viz. napr. Warren et al.,1986,Ann.Rev.Immunol.,
4:369-388, Chedid,L,1986, Feder.Proc.,45:2531-2560.)

Ke zvyseni dostupnosti nebo biocaktivity mohou byt proteiny
inkorporovdny do liposomi uzitim metod a sloudenin v oboru

znamych.

Pfipravky které mohou byt podany oralné ve formé tablet
a kapsli, prfipravky, které mohou byt podadny rektdlné, jako
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jsou &ipky, a pripravky ve form& roztokd pro injekce nebo
ordlni{ podani obsahuji 0.001 az 99 procent , lépe od 0.0! do

95 procent aktivn{f sloudeniny , spoledné s excipientem.

Vhodnymi excipienty jsou zejmena plnidla jako jsou
sacharidy,napfiklad laktosa nebo sucrosa,manitol nebo
sorbitol celulosové prfipravky a/nebo fosforeénan vidpenaty
napriklad trikalciumfosfat nebo hydrogenfosforeénan
vapenaty,stejné jako pojiva jako 3krobova pasta,za uziti ,
napriklad kukufi&ného 3krobu,ryZového skrobu, bramborového
$krobu, Zelatiny, tragantu, methylcelulosy ,
hydroxypropylmetylcelulosy,karboxymethylcelulosy sodné a/nebo
polyvinylpyrolidonu.

Dals{ farmaceutické prepardty , které mohou byt pouZity
ordlné zahrnuji zasouvaci plnici kapsle vyrobené ze
Zelatiny,stejné jako mékké,uzaviratelné kapsle vyrobené ze
Zelatiny a plasticizéry jako je glycerol nebo
sorbitol. Zasouvaci plnic{ kapsle mohou obsahovat aktivni
slouc¢eninu ve formé& granuli, které mohou byt smichany
s plnidly jako je laktosa, pojivy jako je skrob,a/nebo
lumbrikanty jako je talek nebo stearat horfeénaty
a popripadé stabilizdtory. V mé&kkych kapslich je aktivni
sloudenina preferovanéd rozpuiténa nebo suspendovidna ve vhodné
tekuting, jako jsou mastné oleje,nebo tekuty parafin.Navic mazZe

byt pridan stabilizator.

MoZné farmaceutické komposice, které mohou byt pouzity
rektdlné, napriklad &ipky,které se setdvaji z kombinace jedné
¢i vice aktivnich sloucdenin a ¢ipkové base.Vhodnymi &ipkovymi
basemi jsou, napriklad, prfirodni nebo syntetické triglyceridy,

nebo parafinové uhlovodiky.
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Navic je také moZzné uzit Z2elatinové rektédln{
kapsle,které se skladdaj{ z kombinace aktivni sloudeniny
s baz{. MoZnymi materialy pro baze jsou, napfiklad, tekuté
triglyceridy,polyethylen glykol, nebo parafinové uhlovodiky.

Vhodné pripravky pro parenteradlni uziti zahrnuj{ vodné
roztoky proteind ve formé rozpustné ve vodé,napriklad ve formé
soli ve vodé rozpustnych.Navic, suspense proteinia miZe byt
poddna jako injekce vhodné olejové suspense.Vhodnd lipofilni
rozpoustédla nebo vehikula zahrnuji mastné
oleje,napriklad,sezamovy olej,nebo syntetické estery mastnych
kyselin,naprfiklad etyloledt nebo triglyceridy.Vodné injekén{
suspense obsahuji substance, které zvysuji viskozitu suspense
jako, napriklad, karboxymethylcelulosu sodnou ,sorbitol,
a/nebo dextran. Volitelnd miZe suspense také obsahovat

stabiliz4ator.

Proteiny jsou pripraveny uzitim konvenéné farmaceuticky
prijatelnych vehikul pro injeké&ni podani. Tato vehikula
jsou netoxickd a terapeuticka,a mnoZstvi formulaci je déno
v Remington’ s Pharmaceutical Sciences (Martin,E.W.,ed.) Mack
Publishing Co.Easton,PA (1990) .Nelimitujicimi pfiklady
excipienta jsou voda, salinicky roztok,Ringruv roztok,roztok
dextrosy,a Hankav vyvaZeny roztok.Formulace podle vynidlezu
mohou také obsahovat malé mnoZstvi aditiv jako jsou substance

udrzujic{ isotonicitu, fyziologické pH a stabilitu.

Proteiny podle vyndlezu jsou preferovanéd formulovany
v purifikované formé zejmena prosté agregatd a jiného
proteinového materidlu,preferované v koncentraci od 1.0ng/ml

do 100 mg/ml.

Uédinné davky proteini tohoto vyndlezu pro uziti v prevenci,
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supresi,nebo terapii imunitnich chorob jsou v rozmez{ od | ng
do 100 mg/kg télesné hmotnosti. Preferované rozmezi davky je
od 10ng do 10mg /kg télesné hmotnosti. Je3té& preferovan&js{
rozmezi davky je od 100ng do Img/kg télesné hmotnosti.

Metody ke zvysen{ Géinnosti proteini jsou v oboru znamé.
Tyto techniky mohou byt pouzity v konjunkci s proteiny
predklddaného vyné4lezu.

N4asledujf{ci pfiklady jsou nabidnuty pro ilustraci, ale

nejsou limitujici.

Priklady provedeni vynidlezu

Nasledujic{i obecné techniky jsou uZity v celych
nidsledujicich pfikladech.

1. Material a metody obecnsé

A. Bakterie, plasmidy a obecné metody

Escherichia coli GM 2929, methylasa negativni, a E coli LJ
24 ( lac delece) (Rasmussen et al.
1991,J.Bacteriology,173:6390~-6397) byly darované Dr.Martinem
Marinus—em, University of Massachusetts Medical School,
Worcester, MA. E.coli JM 109( Yanisch — Peron et
al.,1985,Gene,33:103-119) byly ziskadny od Promega
Corporation,Madison,WI (USA).BL21 (lon,ompT)
(Wood,W.B.,1966,J.Mol. Biol.16:118-133,Studier and
Moffatt,1986,J.Mol.Biol.,189:113-130) byly ziskadny od Novagen,
Madison,WI(USA).SG 22094 (lon,clp),SG 21163 (lon,htpr)a SG
21173 (lon,htpr,clp)byly darovany Dr. Susan Gottesman,
National Institutes of Health, Bethesda,MD(USA).Tyto
Gotesmanové kmeny m&ly deleci lacl genu.Bakterie byly
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vytvoreny kompetentnimi pro transformaci Morrisonovou metodou
1979, Meth.Enzymology,68:326-331, nebo byly zi{skany (DHS alfa)
od GibcoBRL,Gaitherburg,MD(USA).

pKK233-2 (Amann a Brosius,1985,Gene,40:183-190) byl
ziskan od Pharmacia, Piscataway, NJ (USA). pBR322 (Bolivar et
al.,1977,Gene, 2: 95-113) byl z{iskén od New England
Biolabs, Beverly, MA (USA). pBluescript II KS+ (Alting-Mees et
al.,1992, Meth.Enzymology,216:483 - 495) byl ziskan od
Stratagene,La Jolla,CA (USA). pDC9S2 obsahujici argU(dnaY)gen
(Lindsey et al.,1989,J.Bacteriology,171:6197-6250) byl darovan
Dr.Jamesem R.Walkerem, University of Texas, Austin,TX. pSE 420
(Brosius, 1992, Meth.Enzymology,216:469-483) a pKK480-3
(Brosius, (1992) supra) daroval Dr.Jurgen Brosius,Mount Sinai
School of Medicine, New York,NY. pUCts (Bukrinsky et
al.,1988,Gene,70: 415-417) byl ziskédn od Michaila

I.Bukrinskeho pres Jurgena Brosiuse.

Plasmidové konstrukce byly ziskédny standartnimi
procedurami (Sambrook et al.,Molecular Cloning:A Laboratory
manual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor,New York (1989)). DNA restrikéni
a modifikaéni enzymy byly ziskadny od New England
Biolabs, pokud neni uvedeno jinak, a byly uZity podle
specifikaci vyrobce. Syntetické oligonukleotidy byly ziskéany
od Operon Technologies, Inc.,Alameda,CA (USA),neni-1i uvedeno
jinak. Oligonukleotidy byly tepeln& zpracovény smiZenim
ekvimolarnich koncentraci komplementédrnich oligonukleotida
v 10 mM Tris pH 8.0, S mM MgClz a umistény ve 100 °C na 5 min
a potom pomalu ochlazovidny na 25 0C.Polymerizova fetdzova
reakce (PCR) byla provedena (Saiki et
al.,1988,Science,239:487-491) v zar4zeni Perkin Elmer Cetus
DNA Thermal Cykler,uZitim Gene Amp reagent kitu ( The Perkin
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- Elmer Corporation, Norwalk,CT (USA)). DNA sekvencovani
vyuzivad dideoxynukleotidovou rfeté&zovou termina&ni metodu
(Sanger et al., 1977, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 74:5463-5467)
uzitim Sequenase kitu (U.S.Biochemical, Cleveland, OH (USA)).
Vsechna chemick4 reagens byla nejvyssi dosaZené gistoty.

B.Rust a indukce bunéénych kultur

Pro chemicky indukované kultury bylo pouZito zmraZenych
glycerolovych Zivnych roztoka k inokulovani 5-25 ml 2XYT media
( 16 g Bacto— Tryptone(Difco 0123),10 g Bacto— Yeast extraktu
(Difco 0127),10g NaCl,pH 7.2-7.4, na litr vody) obsahujici
6 pg/ml tetracyklinu,které byly kultivovany pres noc pri
37 0C, 280 rpm. 1/100 objemu kultivované kultury pak byla uZita
k inokulovédni do kaidé ze dvou 12S5ml lahvid&ek obsahujicich 25
ml 2XYT media plus 6 pg/ ml tetracyklinu. Kultury rostly pri
370C,280rpm dokud Asso nebylo 0.5-1.0 absorbanénich
jednotek,a pak indukovany 1| mM
isopropyl—-8-D~-thiogalactopyramosidu (IPTG), a kultivovany
dal3{ 2 hodiny.

Pro termalni indukci kultury rostly pri 30 0C,280 rpm
dokud Asgonebylo 0.5-1.0 absorbanénich jednotek.Potom byla
jedna kultura udrZovédna pri 30 0C, a jinad byla indukovana
presunutim do vodni 14zné o 42 9C,a pak kultivovédna 2
hodiny.Alternativné byla kultura indukovéana ristem piri 30 0C
dokud Asso nebylo 0.3-0.6 absorbanénich jednotek a potom byla
rozdélena na dva stejné dily, jeden byl udrZovédna na 30 9C
a druhy byl kultivovan pri 42 0C.

K vyzkouseni vysledku indukce byly odebréany duplikitn{

vzorky ekvivalentni 1| ml bunék pri Assoe= 1.0 (tj.
predpokléddané Asgo=3.0, pokud bylo odebrdno 333 pl kultury).
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Vzorky byly centrifugovidny na Eppendorfové mikrocentrifuze pfi
14,000 x g,! min, supernatant byl odstranén a buné&éné pelety

byly uskladnény pri -20 °C.
C. Stabilitni studie

Bakterie byly postupné naocédkovany do jednotlivych kolonif{
a jednotlivé kolonie ze ti#f{ ploten byly inokulovany do 200 ml
XYT media obsahujiciho 6 pg/ml tetracyklinu. Kultura rostla do
Asgo= 0.5-1.0 absorbanénich jednotek, a 60 ml bylo
odebrano, smichadno se 40ml glycerolu a | ml alikvoty byly
rozdéleny do 100 lahviéek k uskladnéni pri -80 9C.Zbytek
kultury byl rozdélen do dvou alikvotnich gast{: jedna byla
inkubovdna neindukovand a druh4 byla indukovani prfidanim IPTG
nebo posunem teploty. Obé kultury rostly dalsi dvé
hodiny. Vzorky ekvivalentni iml kultury prfi Asso= 1.0 byly
odebréany pred a 2 h po indukci, a zkou3eny na Assgo
absorbanci, pH a produkci proteinu EIA, akrylamidovou gelovou

elektroforesou a Western blottingem.

Tei lahvidéky ze zmraZené banky byly testovadny paralelné na
bakteridlni rust a produkci proteina. Kazda lahvidka (Iml)
byla uZita k inokulaci 200ml 2XYT media plus 6 pg/ml
tetracyklinu, a inkubovidna do Asgo=0.5-1.0 absorbanénich
jednotek. Potom byla kultura rozdélena do dvou alikvotnich
¢asti, jedna byla inkubovana neindukovana, a druha byla
indukovana chemicky nebo termalné.Vzorky ekvivalentni Iml
kultury pfi Asgo=1.0 byly odebrany z obou kultur pfed a 2 h

po indukci a zkouseny jak je popséno vyse.

Pro stabilitni{ studie byly odebradny | ml alikvoty z jedné
ze tfi paralelnich kultur pred indukci, rfedény 1/1000 v 2XYT
mediu a 20 pl nebo 200 pl bylo inokulovano do 200 ml 2XYT media
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plus tetracyklin, a kultivovano do As380=0.5-1.0 absorbanénich
jednotek. Potom byla kultura rozdé&lena do dvou alikvotnich
gasti, jedna byla indukovdna,a obé& byly kultivovany dals{ dvé
hodiny.Vzorky ekvivalentn{ Iml kultury pfi Asgo=1.0 byly
odebrany pred a 2 h po indukci a zkou3eny jak je popséno

vyse.
D. Frakcionace bunék.

Bunky byly peletovany centrifugaci 7000 x g, 7 min
a supernatant (kultivaéni medium) byl recentrifugovédn pri
14000 x g , S min, pred elektroforesou. Bunééné pelety byly
resuspendovany ve 20% (hmotn./objem) sacharoze, 0.3
M Tris—-HCl1 pH 8.0,!mM EDTA za uziti 1/5 inicialniho objemu
kultury, inkubovany prfi 25 0C 1S min a centrifugovany pri
6000 x g, 7 min. Supernatant byl oddélen a proteiny uloZené
v periplasmé byly uvolnény osmotickym 3okem (Nossal and
Heppel,1966,J.Biol.Chem., 241:3055-3062) resuspendovidnim do
1/5 orginalniho objemu studené vody a inkubovédnim pri 0 0C ,
10 min.Po centrifugaci pri 9000 x g,10 min byl odebréan
supernatant (periplasmaticka frakce), bun&é&né pelety byly
resuspendovany do 1X TST (25 mM Tris-HC1 pH 8.0,200 mM NaCl,
Iml EDTA, 10ml/litr Tween 20), rozru3eny ultrazvukem ,
centrifugovany prfi 12000 x g ,15 min a supernatant byl

uloZen (solubilni frakce cytosolu).
E.Polyakrylamidov4 gelovad elektroforesa

IZmrazZené bunééné pelety E. colui byly resuspendovany
v 70 pl vody intensivnim vortexovanim nebo sonikaci pri 0 0C
(Sonic Dismembrator,Model 301, ARTEK Systems Corporation)
tfikrat vidy po dobu 5 sekund, pfi nastaveni sily 0.4.
Rozrusené burnky byly smichidny s 70 pl 2X plniciho pufru(12SmM
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Tris-HCl, pH 6.8, 4% SDS, 20% glycerol, 10%

B-merkaptoetanol, 0.002% bromfenolov4d modr) (Laemmli,
1970,Nature,227:680-685) .Vzorky byly inkubovany pri 100 °C, S
min, centrifugovany pfi 14000 x g, 30 sekund a 10-15 pl alikvoty
byly zavedeny do pripraveného 16% nebo 10-20% akrylamidového
Tricihe gelu ( Novex, San Diego,CA(USA)) a vyvijeny

v reservoarovém pufru od stejné firmy. Elektroforesa byla pri
konstantnim napéti 125 V, nebo 45 mA konstantniho proudu, na
dva gely, asi 2 h, dokud bromfenolové modré barvivo nebylo

na konci gelu. Markery byly predem oznadené standardy proteinu
nizké molekuldrni{ hmotnosti (SE 130024, Integrated Separation
Systems, Nartick,MA (USA)) uZité v 1 pl na drédhu. Gely byly
barveny pies noc v 10% kyseliné octové, 25% metanolu, 0.025%

Coomassie Briliant Blue R.
F. Western blott analysa

Po separaci SDS-PAGE byly proteiny imunodetekovény (Towbin
et al.,1979,Proc.Natl.Acad. Sci.USA,76:4350~-4354) pomoci
elektrotransferu do polivinyliden difluoridovych (PVDF)
membran (Immobilon-P,Millipore,Bedfort,MA(USA)) uZitim
Semi-Dry elektroblotteru ( Integrated Separation Systems).
Proteiny byly transferovany pri 10 mA na cm? membrany 1-3
h a membrédny byly blokovény prfes noc v blokujicim pufru (1X
PBS,2% su3ené mléko,0.1% Tween—20).

Membrény byly promyvany trfikrat, pokazdé 5 min v 1X PBS,
0.1% Tween—-20,n4sledovalo troji promyvani , pokazdé S min.
v 1X PBS a pak byly ponofeny do krenovid peroxidasa
(HRP)~konjugovanid monoklonadlni anti-V B8 S.3 protilatka
(13A2-HRP,0.25 mg/ml) rfedéni 1:3000 v {t X PBS, 0.1%
Tween—20. Po jemném promichédni po dobu 2 hodin byly membrany

promyvany jak je popsédno vyse, a proteiny byly visualisovény
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Enhanced Chemiluminiscence assay (Amersham, Arlington
Heights,IL(USA)) podle instrukci vyrobce. Exposice filmu byla

od 5 sekund do 1 minuty.
G. Enzymova immunoesej.

Zmrazené bunééné pelety byly resuspendovény intensivnim
vortexovanim v 20 pl 8M mo&oviny Tris-HCl,pH 8.5, (Marston
and Hartley,1990, Meth.Enzymology,182:264-276) a VB 5.3 byl

kvantifikovidn enzymoimunoeseji nasledovné:

Nunc Immuno Maxisorp plotny (VWR 62409-002) byly potaZeny
100 pl/jamku 4C2 IgG v 4 pg/ml v PBS,a pres ﬁoc uskladnény pri
4 0C. Potahovaci roztok byl odstrané&n a blokujici pufr ( 1%
kaseinovy hydrolysat v PBS,0.05% Tween—20) byl prfidén
v mnozstvi 200 ml/jamku. Plotny byly inkubovany prfi pokojové
teploté 2 h, 150 rpm a potom promyvany 3Xx promyvacim pufrem
(PBS,0.05% Tween — 20). Vzorky (fed&né 1/2000 nebo 1/32000)
a VB 5.3 standardy v blokujicim pufru byly pridény v mnoZstvi
100 pl/jamku, a inkubovdny pfi pokojové teploté 90 min, 1S5S0
rpm.Plotny byly promyvany 3x promyvacim pufrem,a
HRP-konjugaty anti-VB 5.3 monoklonalni protiléatky (13A2-HRP)
fedéné 1/500 v blokujicim pufru plus fetadlni hovézi serum byly
pridany v mnozstvi 100 pl/jamku (0.5 pg/ml). Plotny byly
inkubovany pri pokojové teplotéd 90 min, 150 rpm, trikrat
promyvany a byl pridédn O-fenylenediamin (OPD) substrat
v mnoZstvi 100 pl/jamku. Po 30 minutach byla reakce ukoncena
pridanim SO0 pl 2N H2S0s4 na jamku. Absorbance byla mérena pri
490 nm minus absorbance pozadi pri 650 nm. Prézdné jamky

neobsahovaly vzorek.
2. KONSTRUKCE PLASMIDu

Priklad |
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Konstrukce pK2D

Prvnim bodem pro expresi proteina V regionu antigenniho
receptoru T bunék vyndlezu byla konstrukce plasmidu, ktery
obsahuje vlastni regulaéni elementy pro expresi proteinu
V regionu antigeniho receptoru T bunék. Tyto elementy zahrnuj{
promotor, dva terminadtory transkripce, zdroj replikace pro
stabilni replikaci v bakteriich. Navic, protoZe jsou regulaéni
oblasti asociované s vyrobou proteini, pro které je moZnou
indikaci pouziji in vivo v terapeutické podob&, byl vybran gen
kodujici{ resistenci na tetracyklin pro usnadnéni selekce
plasmid nesoucich bunék.Koneé&né& , uvodni expresni vektor
vyzaduje multiplikovatelné klonujici misto, strategicky
umisténé k usnadnéni klonovani preferovanych kodujicich
regiont vynalezu do expresniho vektoru.N4sledujici priklad

popisuje unik4dtnf{ dvodni plasmid vynélezu.

Prvnim bodem konstrukce preferovaného expresniho vektoru
byl pKK233-2 (4.6 kb) , popsany infra. Ncol restrikéni misto
bylo konvertovano na Spel misto ndsledovné: pKK233-2 byl
natraven Ncol a vysledny 5/ presahujici konec byl odstranén
inkubaci s "mung bean" nukleasou pri 25 9C po 30 min.Plasmidy
byly extrahovany dvakrat fenol-chloroformem, precipitovany
etanolem v pritomnosti 2 M octanu amonného, a resuspendovéany
ve vodé.Po defosforylaci bakteriidlni alkalickou fosfatésou
(GibcoBRL) byl vektor ligovadn na synteticky Spel linker
( 1085,New England Biolabs) a liga&ni smés byla transformovéana
do DHSa kompetentnich buné&k k ziskani vektoru pKK233-2A.

Dale byl tetracyklinovy gen znovu zaveden ndsledovné
pKK233-2A (4.6 kb) byl natriven EcoRI a Sall za ziskéan{ dvou
fragmenta, 279 bp a 4321 bp. Dva fragmenty byly separovény

gelovou elektroforesou na agarose, a del3i fragment byl
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purifikovan z agarosy uZitim Geneclean kitu (BIO 101,La
Jolla,CA(USA)). 651-bp fragment obsahujfc{ amino—termin4dlnf{
kodujici region tetracyklinového genu byl excidovadn EcoRI

a Sall z pBR322, a ligov4dn na 4321~bp fragment
pKK233-2A.Vysledny plasmid pK2B (4.97 kb) daval resistenci na
tetracyklin E. coli DHSa burikidm, a byl didle modifikovan _
k deleci &4sti fB-laktamasového genu a konversi HindIII mista

do SaclIl mista nasledovné:

DNA fragment v rozsahu od jediného Spe I mista do 3[ konce
transkripéniho termindtoru byl PCR syntetizovan uzitim pK2B
jako templatu.5f "sense" primer obsahoval nasledujici

-rozpoznavajic{ sekvenci pro Spel,Pstl a Sacll v 5f—3?sméru:
SF — TATAATGACTAGTCGCTGCAGCCAACCGCGG-3" (SEQ ID NO 1)
3 "antisense” primer obsahujici Scal misto podtrzen:
S’ — GTCCTAGAGTACTGAGCGGATAC ~ 3 (SEQ ID NO 2)

! ng pKB DNA templidtu byl smichan v reakénim objemu
obsahujicim 10 mM Tris-HCl pH 8.3, S0 mM KC1, 1.5 mM MgCl2,100
ug zelatiny, 200 pM ka?dého deoxynukleotidu
(dATP,dCTP,dGTP,dTTP),! uM kaz?dého ze dvou primerd,a 2.5
jednotkou AmpliTaq DNA polymerasy. Findlni reakéni objem byl
100 pl,prekryty 100 pl miner4dlniho oleje.DNA byla denaturovéna
pri 95 0C 2 min, a amplifikace byla dosaZena 30 cykly 1 min
denaturace pri 95 0C, | min pri 60 9C pro tepelné zpracovani a
I min prfi 72 9C pro extenzi primeru. Amplifikovan4a DNA byla
analyzovédna na 1% agarosovém gelu v 40 mM Tris—-HCl pH 7.8,5 mM
Na Acetatu,! mM EDTA.

Vysledny 485-bp PCR syntetizovany fragment byl traven Spel

a Scal, a ligovadn na 4129-bp fragment , ktery byl ziskan
digesci pK2B Spel a Scal za vytvorfeni plasmidu nazvaného pK2C.
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Plasmid pK2C (4.6 kb) byl dale modifikovén tak , aby
obsahoval multiplikované klonujic{ mfsto.Nejprve byl pK2C
natraven Spel a SacII a ligovan na dvojret&zcovy synteticky
oligonukleotid obsahujici 1S restrik&nich mist.Toto
multiplikované klonujfc{ misto (MCS) bylo formovano tepelnym
zpracovanim ekvimolarnich koncentraci dvou‘komplementérnich
syntetickych oligonukleotidu,9! a 97 bé dlouhych,majicich

nidsledujici sekvenci:

5'- GGCTCGAGCCTAGGCTGCAGCCCGGGGCGCGCGCGGCCGCAGGCC
TTITAATTAAGAGCTCCGGACCGCACAATGTGGGCGCGCCCTTAAGA -3
[SEQIDNO 3]

5'- CTAGTCTTAAGGGCGCGCCCACATTGTGCGGTCCGGAGCTCTTAA
TTAAAGGCCTGCGGCCGCGCGCGCCCCGGGCTGCAGCCTAGGCTCGAG
CCGC-3'[SEQIDNO 4]

MCS koduje nasledujic{ mista pro restrikén{ enzymy: Spel,
Af1II, Ascl, DralIll, RsrlII, Sacl, Pacl, Stul, NotI, BssHII,
Xmal, PstI, AvrII, XhoI a Sacll. Ligaé¢ni smés byla
transformovadna do metyl4dsa-negativni E. coli GM2929. Vysledny
plasmid pK2D (4.67 kb) byl &4steéné sekvencovan ,aby se

zajistila integrita in vitro syntetizovanych regionu.

Vysledky

Pod4tednim plasmidem byl pKK233-2, ktery obsahoval
nasledujic{ elementy:trc promotor (Brosius et al., (1985)
supra) ,ktery je podobny tac promotoru odvozenému fdsi 10
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regionu lacUVS promotoru s -3S regionem tryptofanového
promotoru (de Boer et al.,(1983),supra, Amann et

al.,(1983), supra). Plasmid také obsahuje ribosomové vazebné
misto nasledované klonujicim mistem pro tfi unik&tn{
restrikéni enzymy (NcoI,Pstl a HindIII), nésledované
transkripdnimi termindtory rrnB ribosomalniho RNA operonu
E.coli ( Brosius et al.,1981,Plasmid,

6:112—-118) .Navic,pKK233-2 obsahuje B-laktamosovy gen pro
ampicilinovou resistenci,pBR322 zdroj replikace,a maly
nefunkéni karboxy — terminalni fragment z genu tetracyklinové

resistence.

pKK233-2 byl modifikovéan tak, aby bylo zruseno Ncol
misto, obnoven gen tetracyklinové resistence, oddé&len segment
B-latamasového kodujiciho regionu (tak inaktivujic gen),a
pfipojeno multiplikované klonujic{ misto sestévajici z 15
restrikénich mist, a tak byl vyprodukovan pK2D.

Priklad 2

Plasmid pK2D byl dale modifikovdn k inkorporovéani bud pelB
signalni sekvence z Erwinia carotovora (Lei et
al.,1987,J.Bacteriology, 169:4379-4383) ,nebo termostabilni
enterotoxin II (STII) sign&lni sekvence z Escherichia coli
( Morioka — Fujimoto et al.,1991,J.Biol.Chem.,266:1728-1732)

Konstrukce pK-pelB

Plasmid pK2D (4.67 kb) byl nasleddvné zpracovidn tak, aby
zahrnoval ribosomové vazebné misto ( Shine et Dalgarno, 1974
Proc.Natl.Acad.Sci. USA,71:1342-1346,Shine et Dalgarno,
1975, Nature,254:34-38,Steitz and
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Jakes,197S,Proc.Nat1.Acad.Sci.USA,72:4734—4738) a pelB
signadln{ sekvenci z E.carotovora (Lei et al.,(1987)supra)

k vytvofeni plasmidu pK-pelB (4.74 kb) :

pK2D byl traven Spel a Sacl umisténymi v MCS, a vektor byl
ligovan do dvou komplementarnich syntetickych
oligonukleotida,103bp a 9Sbp dlouhych,majicich sekvence
uvedené nize. Tiché mutace (malad pismena) byly uvedeny do pelB
sekvence,aby se vytvorila Ncol restrikéni misto (podtrZené),a

tak se usnadnilo nasledné subklonovédni VB 5.3 genové sekvence.

| 5'-CTAGTAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATAATGAAATACC
TATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCTGCCCAACCA
GCcATGGCCGAGCT - 3' [SEQID NO 5]

5'- CGGCCATgGCTGGTTGGGCAGCGAGTAATAACAATCCAGCGGCT
GCCGTAGGCAATAGGTATTTCATTATGACTGTCTCCTTGAAATAGA
ATTTA - 3' [SEQIDNO §)

Konstrukce pK-STII

Plasmid pK2D byl n4sledné zpracovén tak, aby obsahoval
ribosomové vazebné misto a signalni sekvenci termostabilniho
enterotoxinu (STII) E.coli (Morioka -Fujimoto et

al.,(1991),supra):

pK2D byl traven Spel a~DraIII umisténymi v MCS a vektor
byl ligovan do dvou komplementédrnich syntetickych
oligonukleotidi, 105bp a 98bp dlouhych,majicich sekvence
uvedené nize. Tiché mutace (mala pismena) byly uvedeny. do STII
sekvence, aby se vytvorila Mlul a Dralll restrikéni mista
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(podtrzend),a tak se usnadnilo nasledné subklonovan{ VB 5.3

genové sekvence.

5' - CTAGTAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATAATGAAAAAGAA
TATAGCATTCCTACTAGCTTCAATGTTCGTCTTCTCTATTGCAACTA
ACGCgTACGCaCATT - 3'[SEQIDNO 7]

5' - GtGCGTAcGCGTTAGTTGCAATAGAGAAGACGAACATTGAAGCT
AGTAGGAATGCTATATTCTTTTTCATTATGACTGTCTCCTTGAAATA
GAATTTA - 3'[SEQIDNO 8]

1

Priklad 3

Plasmidy obsahujici signadlni sekvence z Prikladu 2 supra
byly dale modifikovadny tak,aby obsahovaly dva regulac¢ni

elementy.

Konstrukce pKT-pelB

Plasmid pK-pelB byl dale modifikovan k vytvoreni{ pKT-pelB
(4.8kb) tak, aby obsahoval dva reguladni elementy upstream od
pelB leaderu.Tyto elementy jsou translaéni enhancery
7z bakteriofagového T7 genu 10 (gl0), mini—éistron ATG TAT CGA
TTA AAT AAG GAG GAA TAA (SEQ ID NO.28),kodujici pro 8
aminokyselinovy zbytek. Inserce dvou regulaénich elementi byla
dosazena digesci pK2D Spel a Sacl, ndsledovanou ligaci vektoru
do syntetickych oligonukleotida kodujicich pro gl0
sekvenci, ribosomové vazebné misto, mini-cistron a pelB
leader,v s - 3! sméru. Oligonukleotidy byly syntetisovany jako
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dvé komplementarn{ sady 71-89 meru, které mohou byt ligovéany
cestou komplementadrnich 9bp presaht mezi pary
oligonukleotida. Dva komplementérni pary oligonukleotida byly
oznadeny par A (oligos JSA+J6A,8%bp a 76bp) a par B (oligos
J5B + J6B,71bp a 76bp),a maji nasledujici sekvenci:

J5A

5'- CTAGTCCGGAATTGGGCATCGATTAACTTTATTATTAAAAATTAA )
AGAGGTATATATTAATGTATCGATTAAATAAGGAGGAATAAATA - 3' [SEQIDNO 9]
J6A

5'- CTCCTTATTTAATCGATACATTAATATATACCTCTITAATTTTTA
ATAATAAAGTTAATCGATGCCCAATTCCGGA - 3' [SEQIDNO 10]

158

5' - ATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTC
GCTGCCCAACCAGCCATGGCCGAGCT - 3' [SEQIDNO 11]

J6B

5' - CGGCCATGGCTGGTTGGGCAGCGAGTAATAACAATCCAGCGGCTG
CCGTAGGCAATAGGTATTTCATTATITATIC - 3' [SEQIDNO 12]

Konstrukce pKT-STII

Plasmid pK-STII byl dale modifikovan k vytvoreni pKT-STII
(4.8kb) tak,aby obsahoval stejné dva regulaéni elementy jako
pKT-pelB. pK2D byl traven Spel a DrallIl a vektoru byl ligovéan
do syntetickych oligonukleotidu kodujicich pro gl0
sekvenci,ribosomové vazebné misto, mini-cistron a STII
leader,v 5 — 3/ sméru.Oligonukleotidy byly syntetisovany jako
dvé komplementarni sady 73-89 mertd,které mohou byt ligovany
cestou komplementadrnich 9bp presahu mezi pary oligonukleotidui.
Dva komplementarni pary oligonukleotidad byly oznadeny Ppar
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A ( oligos JSA+J6A,89bp a 76bp) a par B (oligos JSC +
J6C, 73bp a 76bp),a maji nasledujici sekvenci:

I5A

5'- CTAGTCCGGAATTGGGCATCGATTAACTTTATTATTAAAAATTAA
AGAGGTATATATTAATGTATCGATTAAATAAGGAGGAATAAATA - 3'[SEQID NO 9]
J6A
T-CTCCTTATTTAATCGATACATTAATATATACCTCTTTAATTTTTA
ATAATAAAGTTAATCGATGCCCAATTCCGGA -5' [SEQIDNO 10]

I5C

5'- ATGAAAAAGAATATAGCATTCCTACTAGCTTCAATGTTCGTCTT
CTCTATTGCAACTAACGCGTACGCACATT - 3' [SEQIDNO 13]

J6C ; .
f-GTGCGTACGCGTTAGTTGCAATAGAGAAGACGAACATTGAAGC
TAGTAGGAATGCTATATTICTTTTTCATTATITATIC -3' [SEQIDNO 14]

Priklad 4
Konstrukce pK-pelB-V8 5.3

Dalsim krokem v expresi proteinua VB 5.3 antigeniho
receptoru T bungk byla inkorporace VB 5.3 sekvence do plasmidu

obsahujicich signadlni sekvence jak je popsdno v Prikladu 2

supra.

_ Kompletni nukleotidov4d sekvence V8 5.3 byla generovéna
nasledovné: DNA sekvence VB 5.3 klonu 12A1 byla origindlné
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publikovana Leidenem et al.(Proc. Natl. Acad. Sci.
USA,83:4456-4460) a pozdéji castecns opravena ( Leiden et
al.,1986,Molec.Cell Biol.,6:3207-3214). Tento klon 12Al
postradal nukleotidy kodujici pro étyri N-terminadlni

aminokyselinova residua,a navic, vyvozenid N-terminalni
aminokyselinovd residua klonu 12Al nebyla spréavna.
N-termindlni aminokyselinové sekvence VB 5.3 (HPB-ALL) byly
publikované Jonesem et al., 1985, Science,227:311-314)bez
specifikace prvniho N-terminalniho aminokyselinového

zbytku, ktery bylo pozd&ji uréen jako glycin (Jeff
Leiden,nepublikovano). Uzitim drfivéjsich informaci{ o sekvenci
byl rekonstruovan kompletni VB 5.3 rekombinantnimi DNA
technikami. Vysledny plasmid (pBB-VB 5.3) byl zdrojem VB 5.3
sekvence pro néasledujici priklady.Kompletni nukleotidova
sekvence kodujic{ pro VB 5.3 a predpokladan4 aminokyselinova
sekvence byly publikoval novéji Plaza et al., (1991,
J.Immunol.,147:4360-4365).(Viz.také Obr.1,SEQ ID NOS. 25,26
a 27 zde).

VB 5.3 byl PCR syntetizovan uzitim pBB-VB 5.3 (6.2kb) jako
templatu. 5 "sense" primer obsahoval misto pro restrikéni
enzym Ncol (podtrZené):

S/ — TAATTAGCCATGGCCGGCGTAACCCAATCTCCG - 3 [SEQ ID NO 15]
3 "antisense" primer byl komplementdrni k regionu "downstream"
"od Pstl mista vektoru:

§.— CCAGTGCCAAGCTTGCATGCC -3’ [SEQ ID NO 16]

Vysledny VB 5.3 fragment byl tupé zakonéen uzitim Klenow
fragmentu DNA polymerasy I, a ligovan do defosforylovaného
EcoRV mista pBluescript II KS+ za ziskéni plasmidu
pBL-pelB-VB 5.3. VB 5.3 insert byl excidovan digesci Ncol

a Pstl, purifikovadn z agarosy, a ligovan do Ncol a PstI mist
PK-pelB,za zisk4ni plasmidu pK-pelB-VB 5.3 (5kb).
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Konstrukce pK-STII-VB 5.3

VB 5.3 byl PCR syntetizovan uzZitim PBB-VB 5.3 (6.2kb) jako
templatu. 5 "sense" primer obsahoval misto pro restrikéni
enzym Mlul (podtrzZené):

S — GAAATTAACGCGTACGCAGGCGTAACCCAATCIC - 3 [SEQ ID NO 17]
3 "antisense" primer byl komplementarni k regionu
"downstream" od Pstl mista vektoru:

SI - CCAGTGCCAAGCTTGCATGCG —-37 [SEQ ID NO 18]

Vysledny VB 5.3 fragment byl tupé zakonéen uZitim Klenow
fragmentu DNA polymerasy I, a ligovan do defosforylovaného
EcoRV mista pBluescript II KS+ za ziskani plasmidu
pBL-STII-VB 5.3(5 kb).

Konstrukce pK-STII-VB5.3
VBS.3 byl PCR-syntetizovan za pouziti pBB-VB5.3 (6,2 kb)

jako templatu. S'-~"sense" primer, obsahujici Mlul restrikéni

enzymové misto, podtrZeno:

\ 5'- GAAATTAACGCGTACGCAGGCGTAACCCAATCTC - 3 [SEQ IDNO 17]

—_— -~

3'"antisense"primer byl komplementidrni k downstream oblasti

Pstl mista ve vektoru:

5'- CCAGTGCCAAGCTTGCATGCC - 3' [SEQIDNO 18]

Vysledny VB 5.3 fragment byl tupé& zakon&en Klenovowym
fragmentem DNA polymerasy I a ligovan do deforforylovaného
EcoRV mista pBluescript II KS+ za ziskani plasmidu

. PBL-STII-VBS.3. VBS5.3 insert byl excidovan digesci Mlul -

a Pstl, purifikovan z agarosy, a ligovan do Mlul a Pstl mist
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pK-STII za z{skani plasmidu pK~-STII-VB 5.3 (Skb).

Vysledky

VB 5.3 fusovany s pelB nebo STII leadery byl exprivovan
v E.coli JM 109 (tabulka 1).Indukce byla 2 h a vytézky VB
5.3 byly mé&reny EIA.

Tabulka 1
Exprese a kompartmentace VB5.3

pK-pelB-VB5.3 pK-STII-VB5.3
Kompartment ;,OmMIPTG 1 mMIPTG 0mM IPTG I mM IPTG
Supernatant 0 pg/mi 1.3 pg/ml 0.5 pg/mi 2.2 pg/ml
Periplasma. 0.9 4.6 N.D. 55
2.0
! 9.9 , 2. '
Cytoso mimo imo

—
Lt

stupnici (1:40) o

)

Oba leadery byly funkéni, ackoliv vét3ina exprivovaného

proteinu byla lokalisovdna intracelularnsé.
Priklad 5
Tento prfiklad upresniuje plasmid obsahujici leader sekvenci
a dva reguladéni elementy (gl0 a mini-cistron) , jakoz i VB
5.3 sekvenci.

Konstrukce pKT-pelB-VB 5.3

Plasmid pKT-pelB-VB 5.3 byl konstruovan excisi VB 5.3
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insertu z pK-pelB-VB 5.3 uzitim Ncol a PstI , a ligaci do Ncol
a Pstl mist pKT-pelB.

Konstrukce pKT-STII-VB 5.3

Plasmid pKT-STII-VB 5.3 byl konstruovén podobné excisi V8
5.3 insertu z pK-STII-VB 5.3 uzitim Mlul a Pstl a ligaci do
MIul a PstIl mist pKT-STII.

VSechny nésledujici plasmidové konstrukty uzivaji STII
signdlni sekvenci. Proto tam, kde neni signalni sekvence
specifikovadna, je my3leno uziti STII sekvence.

Vysledky
pKT-VB8 5.3

Plasmid pK-STII-VB 5.3 (Priklad 4) byl modifikovan tak,
aby obsahoval dva regulaéni elementy "upstream" od STII
leaderu, a tak vytvoril pKT-VB 5.3. Témito elementy jsou
translaéni enhancer z bakteriofagového T7 genu 10 (gi0),

a mini-cistron kodﬁjici 8 aminokyselinovych residui.U obou
elementa bylb demonstrovano, Ze zvy3uji G&inost translace
mnohych genad (Schoner et al.,1984 Proc. atl. Acad. Sci.
USA,81:5403-5407, Schoner et al.,1986, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA,83:8506-8510, Olins et al.,1988, Gene,73:227-235,0lins a
Rangwala,1989,J.Biol.Chem.,264:16973-16976).

pPKT-VB S§.3 poskytoval 8 krat vyssi proteinovy vynos nez?
pK-STII-VB 5.3 (Priklad 4) v E.coli JM109 za podminek IPTG
indukce.Uvedené EIA hodnoty jsou pribliZné vzhledem
k nedostupnosti ¢&istych VB 5.3 standartd v této dobé.pKT-VpB
5.3 se ukéazal stabilnim v E. coli JMI109.
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Priklad 6
Konstrukce pKTB-VB 5.3

Dals{ modifikace pKT-VB 5.3 (Priklad S5) pro sekretovanou
expresi vyZadovala eliminaci potreby IPTG pro
indukci.Existence laclts genu kodujiciho pro teplotné
sensitivni lac represor (Bukrinsky et
al.,1988, Gene,70:415-417) umoZnila kontrolu genové exprese
z trc promotoru zvysenim teploty z 30 0C na 42 9C. Toto by mélo
predejit potfebé& uzit{ IPTG nebo bakteriidlnich kmenu nesoucich

lacl nebo lacle geny.

lacIts gen byl excidovadn z pUCts digesci EcoRI.1.7 kb
fragment obsahujici cely laclts kodujici region a jeho
asociované regulacéni elementy,doprovazené vektorovou sekvenci,
byly tupé zakoncéeny Klenowem, a ligovany do defosforylovaného
Scal mista,lokalizovaného "downstream" od rrnB operonu
v pKT-V8 S§.3,za vzniku plasmidu pKTB-VB 5.3 (6.8kb).Orientace

lacIts genu byla uréena restrikénim mapovanim.

Vysledky

lacIts gen byl insertovidn v jedné nebo druhé orientaci
"downstream" od rrnB transkripénich termindtora v pKT-VB 5.3
za vytvoreni pKTB-VB 5.3 (Obr.2).Tento byl exprivovan
v E.coli LJ24 (lacl delece) a protein byl analyzovdn Coomassie
Blue barvenim na akrylamidovém gelu (Laemmli, (1970),supra)
a Western blotem (Towbin et al.,(1979),supra).Jedna orientace
lacIts genu(transkripéni smé&r smérem k Amp3regionu) jasné

vedla k vyssimu vynosu VB 5.3 neZ reversni orientace.
Putativni VB 5.3 prouzek ziskany z extraktu vsech

bunéénych pelet byl elektrotransferovidn do Immobilon-P membréan
a visualisovidn Coomassie Blue barvenim.ProuZek byl excidovan
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a podroben NH2- terminidlnimu aminokyselinovému sekvencovani
(Matsudaira ,1987,J.Biol.Chem.,262:10035—10038) Za vynosu
viech 10 aminokyselinovych residui. Toto pPrecisnéd ukazalo

sekvence N-termin4dlnich 10 aminokyselinovych residuf
zpracovaného VB 5.3, t.j. 24dné leader sekvence nebyly
detegovany.

Plasmid byl také exprivovadn termalni indukci ve tfech
raznych bakteridlnich kmenech,kde ka?dy z nich obsahoval vy§si
hladiny endogeniho lac represoru,t.j. LJ24<DHS
alfa<JM109. Supernatanty z indukovanych kultur byly zkouseny
na VB §.3 expresi EIA (Tabulka 2).

Tabulka 2
PKTB-VB5.3 exprese v raznych bakteridlnich kmenech

Bunky byly indukovany 2 h a vytézky VB5.3 (nrgml) byly mérfeny v

supernatantu kultury

Plasmid regulace E.coli host. indukce neinduk. induk.

|
lacits IM109 (lacl%)

pKTB-VB5.3 42°C N.D. j 0.5
pKTB-Vp5.3 | lacts DH5« (lac) 42°C N.D. | 5.0
PKTB-VDS 3 ’ lacks  LI24 (Alach) s2°¢ ND. | 5
PKT-VPS.3 fack IM109 2MIPTG L o9
pKT el IMiog e N.D. 0
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Data jsou v souladu s Western blot pozorovénim
a predpokladanymi vysledky,t.j. vy3si expresni hladina byla
dosazena v LJ24 ( lacl) a niz3i v JM 109 (lacId).Pomérné& nizka
mno2stvi VB 5.3 mé&rfenid v supernatantu kultury vychézeji
z faktu , Ze E.coli b&Zné nesecernuje proteiny do media.Jak
ukazuje Tabulka 1,vétsina exprivovaného VB 5.3

je zadrZovana v periplasmé.
DNA sekvencovani laclts genu

Cela kodujici sekvence teplotné indukovatelného laclts
genu plus "upstream" 80 nukleotidu véetné promotoru byla
sekvencovana a srovndna s publikovanymi sekvencemi
IPTG-indukovatelného lacl genu
(Farabaugh,1978,Nature,274:765-769). Promotorovy region byl
identicky k témuZ u lacl, ale ne lacl? genu (Calos
M.P,1978, Nature, 274:762-765).

lacIts genovad sekvence vykazovala otevfeny &teci ramedek
1080 nukleotidu kodujicich 360 aminokyselin, a lisila se od
lacl genu v nukleotidu #5359 (s odkazem na prvni nukleotid
start kodonu),ktery byl zménén z G na A,tak zpisobujic zménu
aminokyselinového zbytku #187 z glycinu (GGC) na serin
(AGC) .Tato zména jediného aminokyselinového zbytku udéluje

termalni sensitivitu lac represorovému proteinu.

Navic, publikované sekvence lacl genu (Farabaugh,
(1978)supra),stejné jako sekvence objevenid v Genebank (lokus
ECOLAC) obsahuji chybu v posici #857 :nukleotid #857 by mél
byt T misto C, ktery by mél tvorit zbytek #286 kodujici pro
Leucin (TTA) misto Serinu (TCA). Prechod C-T vklada Hpal misto
do 3 konce lacl genu, ktery byl difive ukadzé4n restrikénim
mapovanim (Brosius,1992. Meth. Enzymology.,216:469-483) .Mélo
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by byt zminéno, Ze u Farabaugha, (1978) supra, je stejny kodon
(TCA) chybné& popsan jako kodujici Leucin misto Serinu.

Priklad 7
Konstrukce pKTB

Plasmid pKTB-VB 5.3 (6.7kb) byl tréven Sall a Pstl ,
a 5.42kb fragment byl purifikovan z agarosy uZzitim Geneclean
Kitu (BIO 101). Plasmid pKT-STII (4.8kb) byl traven Sall
a Pstl a 1.15kb fragment byl podobné purifikovadn a ligovan na
5.42kb fragment za vzniku plasmidu pKTB (6.56kb).

Priklad 8
Konstrukce pKB-V# 5.3

Tento plasmid je identicky k pKTB-VB 5.3 minus dva
regulaéni elementy,t.j. gl0 translaéni enhancer
a mini—-cistron.Plasmid pKTB (6.56kb) byl traven Sall a Pstl
a vétii fragment (5.4kb) byl purifikovan z agarosy uZitim
Geneclean Kitu (BIO 101).Plasmid pK~VB 5.3(4.9kb) byl tréaven
Sall a PstI a 1.3kb fragment byl stejné purifikovdn a ligovéan
na 5.4 kb fragment za vzniku plasmidu pKB- VB 5.3 6.7kb).

Vysledky
pKB-VB 5.3

Jak je diskutovano vyse, pridani dvou regulac¢nich
elementi,t.j.gl0 genového segmentu a mini-cistronu vykazuje
zvyieni VB 5.3 vynosu za podminek IPTG indukce.Chtéli jsme
odstranit tyto dva elementy z pKTB-VB 5.3 vektoru a znovu
prezkouset vynos za podminek termalni indukce.Srovnéani
pKTB-VB 5.3 a pKT-VB 5.3 akrylamidovou elektroforesou
a Western blottingem uk4zalo,Ze vynos VB 5.3 byl neovlivnén

63



odstranénim téchto dvou elementu.EIA mé&feni ureovych extrakta
celych bunék ukazalo,Ze pKB-VB 5.3 produkuje vice proteinu ne?
PKTB-VB 5.3 ,je-1i exprivovan v E.coli LJ24.

Tabulka 3
Exprese VB5.3 v raznych bakterialnich kmenech

Plasmid LJ24 SG22094 SG211¢3 SG21173
PKT3-VA5.3 S0 g0 20 30

+ leader
+ glOo/MC

pKB-V(35.3 110 50
+ leader 40 20
- glo/MC

DPKTBi-v35.3 6 100
- leader 100 100
+ glo/MC

£X3i-v35.3 10 170 130 3980

- leader
-qlo/MC

indukéni perioda: 2 h pri 42 °C
objem kultury: 25 ml

Leader? STII

gl0: T7 genlO

MC: minicistron

vzorky: extrakty celych bunék moéi
VBS.3 vytezky (mg/litr), zaloZené na jednotky/ml aproximaci,

méreno pomoc{ EIA. 1| mg VB5.3 je priblizné& ekvivalentni 1 x

107 jednotek.
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Plasmid pKB-VB 5.3 byl demonstrovén stabilnim pro fermentaci.

Priklad 9
Konstrukce pKB

Plasmid pKTB (6.56kb) byl tréaven Sall a Pstl , 2 velky
fragment (5.4kb) byl purifikovan 2 agarosy uzitim Geneclean
Kitu (BIO 101). Plasmid pK-STII (4.75kDb) byl traven Sall
a Pstl a 1.1 kb fragment byl podobné purifikovan a ligovéan na
5.4 kb fragment za vzniku plasmidu pKB (6.5kb).

Priklad 10
Konstrukce pKIBi

Tento plasmid je identicky k pKTB minus STII signalni
sekvence. pKTB (6.56kb) byl tréaven Spel a Xmal a ligovan do
dvojfetézcového syntetického oligonukleotidu kodujiciho pro
gll translaéni enhancer, ribosomové vazebné misto
a mini—-cistron obsahujici druhé ribosomové vazebné misto.
Restrikéni mista pro Ncol, Dralll a Xmal byla oznalena na

3/ konci.Dva komplementérni oligonukleotidy mély nasledujici

sekvence:

5-CTAGTCCGGAATTGGGCATCGATTAACTTTATTATTAAAAATTA
AAGAGGTATATATTAATGTATCGATTAAATAAGGAGGAATAAACC
ATGGCACATTGTGCGGTCCGC~3'SEQU)NOI%

f-CCGGGCGGACCGCACAATGTGCCATGGTTTATTCCTCCTTATTTA
ATCGATACATTAATATATACCTCTTTAATTTTTAATAATAAAGTTA
ATCGATGCCCAATTCCGGA-B'BEQHJNOZN
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Priklad 11
Konstrukce pKBi

Tento plasmid je identicky k pKB minus STII signélni
sekvence.pKTB (6.56kb) byl traven Spel a Dralll a ligovan do
dvojfetézcového syntetického oligonukleotidu obsahujiciho
ribosomové vazebné misto a Ncol a Dralll mista oznadena na

3l konci.Dva komplementarni oligonukleotidy mély nasledujici

sekvence:

5 . CTAGTAAATTATATTTAAAGGAGGAATAAACCATGGCACATT - 3' [SEQIDNO
21]

5. GTGCCATGGTTTATTCCTCCTTTAAATATAATTTA - 3' [SEQIDNO 22]

Priklad 12
Konstrukce pKTBi-VB 5.3

Tento plasmid je identicky k pKIB-VB 5.3 minus STII

signalni sekvence. pKTBi (6.4kb) byl traven Xmal a Ncol
a ligovan do PCR syntetizovaného Vg 5.3 uzitim pKTB-VB 5.3
jako templétu. 5§ "sense" primer obsahoval misto pro restrikéni
enzym Ncol (éodtrZené):

sf — TATAGTCCATGGGCGTAACC - 3[[SEQ ID NO 23]

3."antisense" primer obsahoval Xmal misto (podtrZené):

s/ — AACTTCCCGGGTTATCATTAGCTGC - 3/ [SEQ ID NO 24]

Vysledky
pKTBi-VB 5.3

Paralelné s vy3e zminénou praci byl STII leader sttranén

z expresniho plasmidu.ProtoZe vétsina exprivovaného Vg 5.3
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je zadrZovana intracelularnéd (také viz nize),bylo o&ekavano
,2e rozsah tohoto konstruktu by mohl prinadset heterogeni
populaci VB §.3 molekul,t.j. plus a minus leader, ktera by
mohla komplikovat néslednou purifikaci zpracovaného Vf
5.3.Proto byl STII leader odstranén za vzniku pKTBi-VB 5.3 pro
intracelularni expresi. U exprivovaného VB S§.3 je ocekavano
yze obsahuje N-terminadlni methionin,adkoliv tato aminokyselina

maZze byt odstranéna endogenimi methionin aminopeptidasami
(Ben—-Bassat et al.,1987,J.Bacteriology, 169:751-757, Baneyx
and Georgiou, "Expression of Proteolytically Sensitive
Polypeptides in Escherichia coli", ve Stability of Protein
Pharmaceuticals,Part A:Chemical and Physical Pathways of
Protein Degradation (Tim J. Ahern and Mark

C.Manning,eds.), Plenum Press,New York, str.69-108 (1992)),
jak bylo pozorovéano pro pKBi-VB 5.3 (nize).

pKTBi-VB 5.3 byl kompletovéan, ale selhal v expresi
signifikantnich hladin proteinu v E.coli LJ24 (viz.Tabulku
3,supra). Cely VB 5.3 insert byl sekvenovéan a determinovan
jako jednoznacné spravny. Plasmidova DNA izolovana po indukci
a analyzovana restrikéni digesci se jevila nealterovanou.
Jedno mozné vysvétleni pro zjevné selhani 1.J24 kmenu
obsahujiciho pKTBi-VB §.3 pro expresi signifikantnich hladin
VB 5.3 proteinu je,Ze absence leader peptidu destabilisuje

intracelularni VB 5.3 protein a vede k jeho rychlé proteolyze.

Proto byl pKTBi-VB 5.3 transformovan do proteasa
deficientnich kmena SG22094 (lonf ,clp’ ),a BL21
(lon',ompT{), které davaly nizsi vytezek tak, aby SG22904 >
BL21. Vl1iv raznych indukénich teplot na vytézek byl také
zkousen, a pro oba kmeny bylo 42 0C optimalnich. Navic zde
nebylo signifikantni zvyseni produkce mezi 2 h a § h.
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pKTBi-VB 5.3 byl exprivovan ve dvou dalgich proteasa
deficientnich kmenech: SG21163 (1on{,htprf) a SG21173
(lon’!, htpr’ ,clp'). Vysledky jsou sumarizovany Vv Tabulce 3

(supra).

Mélo by byt zminéno, Ze kmeny LJ24, SG22094, SG21163
a SG21174 neprodukuji endogeni lac represor, protoZe lac gen je
deletovan u viech téchto kmenu. Tak divoky typ lac represoru
neinterferuje s termalni indukci trc promotoru.Prfedchozi
priklady ukazuji, Ze VB 5.3 konstrukty bez signdlniho peptidu
mohou byt snadno exprivovany v proteasa deficientnich

hostitelich, resultujic tak v produkci signifikantniho mnozstvi

Vg 5.3 profeinu.

Priklad 13
Konstrukce pKBi-V# 5.3

Tento plasmid je identicky k pKTBi-VB 5.3 minus gl0
element a mini—-cistron (SEQ ID NO.28).Plasmid pKBi (6.43kb)
byl traven Ncol a Sall a 970 bp fragment byl purifikovéan
z agarosy.pKTBi-VB 5.3 (6.75 kb) byl traven Ncol a Sall
a 5.68 kb fragment byl stejné purifikovéan a ligovan na 970 bp
fragment za vzniku plasmidu pKBi-VB 5.3 (6.64 kb).

Vysledky

Tento na leadery chudy VB8 5.3 konstrukt minus dva
regulaéni elementy byl uspé3né exprivovan v proteasa
deficientnich kmenech, nase pozorovéni jsou shqdna s témi pro
pKTBi-VB 5.3. pKBi-VB §.3 byl exprivovan ve dvou dalsich
proteasa deficientnich kmenech : SG21163 (lonf,htpr()

a SG21173 (lon{,htpr{,clp!). Vysledky jsou sumérizovény %
Tabulce 3. pKBi-VB 5.3 duasledné produkoval vice proteinu neZ
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pKTBi-VB 5.3 ve v3ech testovanych kmenech (Tabulka 3).
N-terminalni sekvenovani exprivovaného proteinu ukazalo,Ze

prvnich 17 aminokyselinovych residui odpovid4 odekavané Vf
5.3 sekvenci a termindlni methioninovy zbytek nebyl
piitomen.Plasmid byl také demonstrovan jako stabilni.

Rozsah predkladaného vynélezu neni omezen specifickymi
provedenimi zde popsanymi. Samozfejmé&,razné modifikace
vynalezu k tém, které jsou zde popsany se stanou zjevnymi
odbornikum v oboru z prede§lého popisu a pripojenych
obrazka. Takové modifikace jsou uvaZovany jako spadajici do
rozsahu pripojenych naroka. Razné publikace jsou inkorporovény

referencemi v jejich plném znéni.
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ndhradni list

Seznam sekvenci

(1) Obecnad informace:
(i) Pihlasovatel: T Cell Sciences, Inc
(ii) Nazev vynalezu:Proteiny V regionu antigenniho
receptoru T bun&k a metody jejich
pripravy
(iii)Pocéet sekvenci: 29
(iv) Korespondenéni adreSa:
(A) Adresa: T Cell Sciences, Inc.
(B) Ulice: 115 Fourth Avenue
(C) Mésto: Needham
(D) Stat: Massachusetts
(E) Zemé: Spojené staty americké
(F) ZIP: 02194-272S

(v) Poéitagoveé &teci forma:
(A) Typ media: disketa, 3,50 inch, pamét 1,44 Mb
(B) Pogitag: IBM PC kompatibilni
(C) Pracovni systém: MS-DOS
(Software: WordPerfect 6.0

(vi) Udaje o prihlasce:
(A) Cislo prihléasky:
(B) Datum podéani:
(C) Klasifikace:

(vii) Data prioritni prfihl&sky:

(A) Cislo prihlasky: 08/181,492
(B)Datum podéni: 13.leden 1994
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nidhradni{ list

(viii) Zastupce/agent—informace:
(A) Jméno: Yankwich Leon R

(B) Cislo registrace: 30,237
(C) Referenéni/pof.éislo: TCS-203-PCT (94,664-A)

(ix) Telekomunikaéni informace:
(A) Telefon: 617-345-9100
(B)Telefax: 617-345-9111

(2) Informace o SEQ ID NO: 1I:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 34 pa&ra bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden

(D) Topologie: lineé&rni

(ii) Typ molekuly: jin4d nukleovéa kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:

(iv) Anti-sense:
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(ix) Rys:
(A) Jméno:
(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 1:

TATAATGACT AGTCGCTGCA GCCAACCGCG GCTG 34

(2) Informace o SEQ ID NO: 2:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 23 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: jinad nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Rys:

(A) Jméno:

(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 2:

i
|

! GTCCTAGAGT ACTGAGCGGA TAC 23
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(2) Informace o SEQ ID NO: 3:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 91 paru bazi
(B) Typ: nukleovad kyselina
(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: jinad nukleovad kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Rys:

(A) Jméno:

(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 3:

GGCTCGAGCC TAGGCTGCAG CCCGGGGCGC GCGCGGLCGC AGGCCTTTAA S0

TTAAGAGCTC CGGACCGCAC AATGTGGGCG CGCCCTTAAG A 91

(2) Informace o SEQ ID NO: 4:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 97 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: line&rni
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(ii) Typ molekuly: jinad nukleov4 kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Rys:

(A) Jméno:

(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 4:

| CTAGTCTTAA GGGCGCGCCC ACATTGTGEG GTCCGGAGCT CTTAATTARA

GGCCTGCGGS CGCGCGCGCC CCGGGCTGCA GCCTAGGCTC GAGCCGE
(2) Informace o SEQ ID NO: 5:
(1) Charakteristik& sekvence:
(A) Délka: 103 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden

(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: jinad nukleovai kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:

(iv) Anti-sense:
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(ix) Rys:
(A) Jméno:
(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: S:

1y

/ : o
! CTAGTAAATT CTATTTCAAG GAGACAGTCA TAATGAAATA CCTATTGCCT 50
§

ACGG(Z‘.AGCCG CTGGATTGTT ATTACTCGCT GCCCAACCAG CCATGGCCGA 100

GCT » 103

(2) Informace o SEQ ID NO: 6:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 95 paru bézi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: lineérni

(ii) Typ molekuly: jin& nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Rys:

(A) Jméno:
(B) Lokace:
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 6:

CGGCCATGGC TGGTTGGGCA GCGAGTAATA ACAATCCAGS GGCTGCCGTA 50

! GGCAATAGGT ATTTCATTAT GACTGTCTCC TTGAAATAGA ATTTA 95

—— .
T e——

(2) Informace o SEQ ID NO: 7:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 10S para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: lineArni

(ii) Typ molekuly: jinad nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Rys:

(A) Jméno:

(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 7:

CTAGTARATT CTATTTCAAG GAGACAGTCA TAATGAAAAA GAATATAGCA 50
TTCCTACTAG CTTCAATGTT CGTCTICTCT ATTGCAACTA ACGCGTACGC 100
L . ?

ACATT 105
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(2) Informace o SEQ ID NO: 8:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 98 paru bazi
(B) Typ: nukleové kyselina
(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: line4drnt

(ii) Typ molekuly: jinad nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Rys:
(A) Jméno:
(B) Lokace:
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 8:

GTGCGTACGC GTTAGTTGCA ATAGAGAAGA CGAACATTGA AGCTAGTAGG 50
. AATGCTATAT TCTTTTTCAT TATGACTGTC TCCTTGAAAT AGRATTTA 98
(2) Informace o SEQ ID NO: 9:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 89 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden

(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: jind nukleova kyselina
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(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:

(iv) Anti-sense:
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- (ix) Rys:
(A) Jméno:
(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 9:

CTAGTCCGGA ATTGGGCATC GATTAACTTT ATTATTAAAA ATTAAAGAGG

\ ~ ”
\ '>?§?A?§TTAA ??TAfCGAT; AAATAAGQAG GAATARATA 85

(2) Informace o SEQ ID NO: 10:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 76 para bazi
(B) Typ: nukleové kyselina
(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: lineédrni

(ii) Typ molekuly: jina nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:

(ix) Rysﬁ
(A) Jméno:
(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 10:

CTCCTTATTT AATCGATACA TTAATATATA CCTCTTTAAT TTTTAATAAT

!

/ AAAGTTAATC GATGCCCAAT TCCGGA 76

79

50

50



(2) Informace o SEQ ID NO: 11:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 71 para béazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: lineéarni

(ii) Typ molekuly: jina nukleovad kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:

(ix) Rys:
(A) Jméno:
(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 11:

ii ATGAAATACC TATTGCCTAC GGCAGCCGCT GGATTGTTAT TACTCGLTGC
I
' CCAACCAGCC ATGGCCGAGC T 71

(2) Informace o SEQ ID NO: 12:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 76 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: jinad nukleovad kyselina

80
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(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:

(ix) Rys:
(A) Jméno:
(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 12:

CGGCCATGGC TGGTTGGGCA GCGAGTAATA ACAATCCAGC GGCTGCCGTA

| GGCRATAGGT ATTTCATTAT TTATTC 76

(2) Informace o SEQ ID NO: 13:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 73 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: jin& nukleovad kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Rys:

(A) Jméno:
(B) Lokace:

81




(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 13:

| ATGAAAAAGA ATATAGCATT CCTACTAGCT TCAATGTTCG TCTTCTCTAT

TGCAACTAAC GCGTACGCAC ATT 73

(2) Informace o SEQ ID NO: 14:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 79 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jina nukleovad kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Rys:

(A) Jméno:
(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 14:

GTGCGTACGC GTTA?T%GCA ATAGAGAAGA CGAACATTGA AGCTAGTAGG

AATGCTATAT TCT#TTTCAT TATTTATTC 79

(2) Informace o SEQ ID NO: 1S:

(i) Charakteristiky sekvence:

82
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(A) Délka: 33 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retsdzec: jeden

(D) Topologie: lineérni

(ii) Typ molekuly: jin4d nukleovi kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Rys:

(A) Jméno:

(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 15:

33

(2) Informace o SEQ ID NO: 16:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 21 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: lineA&rni

(ii) Typ molekuly: jind nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
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(iv) Anti-sense:

(ix) Rys:
(A) Jméno:
(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 16:

CCAGTGCCAA GCTTGCATGC C 21
(2) Informace o SEQ ID NO: 17:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 34 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden

(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jin4d nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Rys:

(A) Jméno:

(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 17:

t GAAATTAACG CGTACGCAGG CGTAACCCAA TCTC . 34
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(2) Informace o SEQ ID NO: 18:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 21 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jinid nukleovd kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Rys:

(A) Jméno:

(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 18:

. CCAGTGCCAA GCTTGCATGC C 21

f

(2) Informace o SEQ ID NO: 19:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 110 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retdzec: jeden
(D) Topologie: line&rni

(i1) Typ molekuly: jinAd nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
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(iii) Hypoteticky:

(iv) Anti-sense:

(ix) Rys:
(A) Jméno:
(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 19:

CTAGTCCGGA ATTGGGCATC GATTAACTTT-ATTATTAAAA ATTARAGAGG

TATATATTAA TGTATCGATT AAATAAGGAG GAATARACCA TGGCACATTG

TGCGGTCCGC 110

(2) Informace o SEQ ID NO: 20:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 110 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reteézec: jeden
(D) Topologie: line&drni

(ii) Typ molekuly: jinad nukleovad kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Rys:

(A) Jméno:
(B) Lokace:
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 20:

CCGGGCGGAC CGCACRATGT GCCATGGTTT ATTCCTCCT?T ATTTAATCGA

TACATTAATA TATACCTCTT TAATTTTTAA TAATARAGTT RATCGATGCC
CAATTCCGGA 110

|
|
(2) Informace o SEQ ID NO: 21:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 42 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jina nukleové kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sensco:

(ix) Rys:
(A) Jméno:
(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 21:

|
|

; CTAGTARATT ATATTTAAAG GAGGAATAAA CCATGGCACA TT 42

(2) Informace o SEQ ID NO: 22:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 35 péaru bazi
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(B) Typ: nukleovéa kyselina
(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: lineé&rni

(ii) Typ molekuly: jinad nukleovéd kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Rys:
(A) Jméno:
(B) Lokace:
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 22:
GTGCCATGGT TTATTCCTCC TTTAAATATA ATTTA 35
(2) Informace o SEQ ID NO: 23:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 20 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden

(D) Topologie: lineArni

(ii) Typ molekuly: jinad nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:

(iv) Anti-sense:

88



(ix) Rys:
(A) Jméno:
(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 23:

; TATAGTCCAT GGGCGTAACC 20
[ -

(2) Informace o SEQ ID NO: 24:
(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 25 paru bazi
{B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden

(D) Topologie: line&rni

(iiz Typ molekuly: jind nukleovad kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid

(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Rys:

(A) Jméno:

(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 24:

AACTTCCCGG GTTATCATTA GCTGC 25
i
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(2) Informace o SEQ ID NO: 235:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 276 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: lineérni

(ii) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticky:

(iv) Anti-sense:

(ix) Rys:

(A) Jméno:
(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 2S:

GGC GTA ACC CAA TCT CCG ACT CAC CT

(3]
oy
3
@]
0
b

GGA CAG CAC GTG ACT CTG AGA TGC TCT CCT ATC

CAC AAG AGT GIG TCC TGG TAC CRA CAG GTIC CT6G

| GGG CCC CAG TTT ATC TTT CAG TAT TAT GAG AAA
AGA GGA AGA GGA ARC TTC CCT GAT CGA TTC TCA
CAG TTC CCT AAC TAT AGC TCT GAG CTG AAT GTG
TTG TTG CTG GGG GAC TCG GCC CTG TAT CTC TGT

AGC 276

90

AGA

GGG

CAG

GAG

CGC

GCC

AGC




(2) Informace o SEQ ID NO: 26:

cccC

CcT

GTC

AAG

AAC

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 276 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Retézec:

jeden

(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly:
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Rys:

(A) Jméno:
(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence:

TGG GTT AGA GGC TGA GTG
GTG CAC TGA GAC TCT ACG
TCA CAC AGG ACC ATG GTIT
GTC AAA TAG AAA GTC ATA
TCT CCT TTG AAG GGA CTA
GGA TTG ATA TCG AGA CTC

GAC CCC CTG AGC CGG GAC

cDNA

GAC

AGA

GTC

ATA

GCT

GAC

ATA

TAG
GGa
CAG
CTC
ARG
TTA

GAG

SEQ ID NO:

Gac cca
TTT CTT
AGT CGA
CAC TTG

ACA CGG

91

26:

3
0
+3

cce
GTC
cTC
GCG
CGG

TCG

273



(2) Informace o SEQ ID NO: 27:

Gly
His
Ser
Gln
Arg
val

Ser

(i) Charakteristiky sekvence:
92 part bazi

(B) Typ: aminokyselina

(A) Délka:

(D) Topologie:

(ii) Typ molekuly: protein

(iii) Hypoteticky:

(iv) Anti-sense:

(ix) Rys:
(A) Jméno:

(B) Lokace:

linearni

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 27:

Val Thr Gln
Val Thr Leu
Trp Tyr Gln

Tyr Tyr Glu

n

v (e D
"

20
Gln
35
Lys
50
Arg
65
Leu
g0

Phe

Gly

Leu
Ile
Gln
Gly
Asn

Ser

Ile
10
Ser
25
Gly
40
Arg
55
Tyr
70
Ala

92

Gly
Ser
Ile
Pro
Leu

Cys

Gln
15
val
30
Phe
45

60
Asn
75
Ala

S0



(2) Informace o SEQ ID NO: 28:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 27 part bazi

(C) Retézec: jeden
(D) Topologie: linearn{

(ii) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticky:

(iv) Anti-sense:

(ix) Rys:

(A) Jméno:
(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:

ATG TAT CGA TTA AAT AAG GAG GRA TAA

(2) Informace o SEQ ID'NO: 29:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 8 paru bazi
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid

(iii) Hypoteticky:

93

(B) Typ: nukleové kyselina

28:
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(iv) Anti-sense:

(ix) Rys:
(A) Jméno:
(B) Lokace:

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 29:

\ Met Tyr Arg Leu Asn Lys Glu Glu
1 5 8
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PATENTOVE N AROKY

1. Zpasob produkce kompletnich rekombinantnich proteinu
V regionu antigeniho receptoru T bunék,
vyznadéuijicdi s e t i m, 2e zahrnuje

a) transformovani kompetentnich bakteridlnich
hostitelskych bunék rekombinantnim expresnim vektorem
obsahujicim region kodujici kompletni protein
V regionu antigeniho receptoru T bunky a indukovatelny
bakteridlni promotor.

b) indukci indukovatelného bakteridlniho promotoru v
tranformovanych bakteridlnich burtikdch kroku a), a

c) ziskani kompletniho rekombinantniho proteinu V
regionu antigeniho receptoru T busky prostého cizich

proteinovych sekvenci.

2. Zpusob podle naroku I, vy zna éujici s e t im,
Ze indukovatelny bakterialni promotor je vybradn ze skupiny
sestavajici z chemicky regulovanych promotord a term4lné

regulovanych promotort.

3. Zptsob podle naroku 2, vy zna éujici s e t { m,
2e expresni vektor ddle obsahuje regulaéni genovou sekvenci
vybranou ze skupiny sestavajici z lacl, lacIe a laclts

genu.

4. Zpusob podle naroku 3, vy zna ¢ ujici i s e t i m,
lacIts gen je ve stejné orientaci jako kodujici region T pro

proteiny V regionu antigenniho receptoru T bunék.

S. Zptusob podle naroku I, vy zna éujici s e t i m,
2e bakteriadlni promotor je vybran ze skupiny sestédvajici



z lac promotoru, tac promotoru a trc promotoru.

6. Zpusob podle nadroku S, vy zna ¢ugjici s e t i m,
2e bakteridlni hostitelsky kmen je proteasa deficientni kmen.

7. Zpasob podle ndroku 5, vy zna ¢ uj icii s e t {m,
rekombinantni expresni vektor dale zahrnuje leader sekvenci.

8. Zpasob podle naroku 7, vy zna & uj ici 5 e t i m,
2e leader sekvence je vybrana ze skupiny sestavajici
z termostabilniho enterotoxinu STII leaderu z Escherichia coli

a pelB leaderu z Erwinia carotovora.

9. Zpusob podle nadroku 8, vy znadugjicdi s e t i m,
2e rekombinantni expresni vektor dale zahrnuje leader sekvenci
odvozenou od STII leader sekvence E.coli a kompetentni
bakteridlni hostitelskou burikou je buiika; kterd nenese lacl
nebo lacle gen.

10. Zpusob podle nadroku |, vy zna ¢ujic i s e t im,
Ze bakteriadlnim hostitelskym kmenem je kmen proteasa
deficientni.

11. Zpasob podle naroku 10, vy zna é&ujici i s e t i m,
Ze proteasa deficientni kmen je selektovan ze skupiny
sestavajici z SG21163 a SG21173.

12. Zpusob podle nidroku I, vy zna é&ugjici s e t 1 m,
2e kde expresni vektor dile zahrnuje regulaéni elementy gi10

a mini—-cistronovou sekvenci (SEQ ID NO.28).

13. Zpisob podle naroku 1!, vy zna é¢ugjici s e t im,

2e rekombinantni expresni vektor ddle zahrnuje




a) trc promotor jako indukovatelny bakteridlni promotor
b) ribosomové vazebné misto

c) transkripéni terminator

d) laclts regula&ni genovou sekvenci

e) pBR322 zdroj replikace

f) gen tetracyklinové resistence.

.

14. Zpasob podle naroku 13, vy zna é&uj {ici s e t {m,
2e rekombinantni expresni vektor je vybran ze skupiny
sestavajici z pKTBi-VB 5.3,a pKBi-VB 5.3.

=y
B8

15. Zpusob podle naroku 13, vy zna ¢ ujici s e t
2e rekombinantni expresni vektor dale zahrnuje leader

sekvenci.

16. Zpasob podle naroku 15, vy zna éujici s e t { m,
Ze rekombinantni expresni vektor je vybran ze skupiny
sestdvajici z pK-VB 5.3, pKT-VB 5.3,pKTB-VB 5.3,a pKB-VB S5.3.

17. Expresni vektor zahrnujici indukovatelny bakteridlni
promotor pod kontrolou lacIts genu, kde feéeny laclts gen
kontroluje expresi regionu kodujiciho pro kompletni protein

V regionu antigeniho receptoru T buiky.

18. Expresni vektor naroku 17, kde indukovatelny bakteridlni
promotor je vybran ze skupiny sestavajici z lac promotoru,tac

promotoru a trc promotoru.

19. Expresni vektor naroku 18, ktery dale zahrnuje leader

sekvenci.

20. Expresni vektor,podle naroku 17, ktery zahrnuje v S{—

3 sméru:



a) trc promotor LA .
b) ribosomové vazebné misto .
c) region kodujici kompletni protel

antigeniho receptoru T bunék

n V regionu

d) transkripéni terminator .

e) laclts regulaéni genovou sekvencl

f) pBR322 zdroj replikace 2

g) gen tetracyklinové resistence.
21. Expresni vektor podle naroku 17, kde uvedeny ;eztzr je
vybran ze skupiny, zahrnujici pK—STII—VBS.3, pKT-VBS.3,

pKTB-VBS.3, pKTBi—VBS.3 a pKBi-VBS.3.

22 Bakterialni burika transformované expresnim vektorem podle

naroku 17.

23. Bakteriélni bunka podle naroku 22, kteréa produkuje alespon
300 miligramd rekombinantniho kopletniho proteinu VB regionu

antigenniho receptoru T bunék na litr bun&é&né kultury.

24. Izolovany kompletni protein V regionu antigeniho receptoru
T bun&k produkovany podle naroku 13.

25. Farmaceuticka kompozice, vy z n a ¢uijici s e

t i m, 2e zahrnuje kompletni protein V regionu antigeniho
receptoru T bunék.

76. Farmaceuticka kompozice ndroku 25, vy z n a ¢gujici

s e t { m, 2e proteinem V regionu antigeniho receptoru je
VB 5.3 protein a m4 vzorec: aminokyseliny 1 aZ 92
aminokyselinové sekvence ID No.27.

27 .Pouziti v podstaté cistého T bunééného antigenniho



receptoru proteinu V regionu podle naroku 31, kde s imunitou

spojenou chorobou je roztrousené sklerosa.

28. Pouziti v podstaté gistého T bunééného antigenniho
receptoru proteinu V regionu podle naroku 28, kde kompletnim
proteinem V regionu antigeniho receptoru T bungk je VB 5.3

a ma vzorec:
aminokyseliny 1 az 92 aminokyselinové sekvence 1D No.27.

29. Izolovany kompletni protein VB 5.3 antigeniho receptoru T
bunék majici vzorec: aminokyseliny 1 az 92 aminokyselinové
sekvence ID No.27.

30. Pouziti v podstaté tistého proteinu V regionu antigeniho
receptoru T bunék pro vyrobu 16&iv pro léébu imunitnich

chorob.

31. Izolovany kompletni protein V regionu antigenniho
receptoru T bunék podle naroku 24 nebo 30 pro pouziti v
terapii.

32. Izolovany kompletni protein V regionu antigenniho
receptoru T bunék podle naroku 24 nebo 30 pro pouziti v

diagnostice s imunitou spojenych chorob.

33. Zpusob diagnostiky imunitnich chorob zahrnujici uziti
kompletniho rekombinantniho proteinu V regionu antigeniho
receptoru T bunék k detekci pfitomnosti jednotliv?ch
subpopulaci T bunék asociovanych s imunitnimi chorobami nebo
pritomnost autoprotiléatek rozpoznévajicich jednotlivé

proteiny V regionu Vv biologickych vzorcich od pacientu.



1 GGC GTA ACC Caa TCT

CCG CAT TGG GTT AGA

1 Gly Val Thr Gln Ser

46
16
91
31
136
46
181
61

226

271

91

CAC
GTG
His

TCC
AGG
Ser

CAG
GTC
Gln

CGA
GCT

Arg

GTG
CAC
Val

AGC
TCG
Ser

GTG
CaC
val

TGG
ACC

Trp
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e I
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2AC

TTG
Asn

AGC
TCG
Ser

ACT
TGA
Thr

TAC
ATG
Tyr

TAT
ATA
Tyr

TCA
AGT
Ser

GCC
CGG
Ala

AGA
TCT
Arg

CAG
GTC
Gln

ARA
TTT
Lys

CGC
GCG

rg
TTG

AAC
Leu

TGC
ACG
Cys

GTC
CAG
vVal

GAA
CTT
Glu

CAG
GTC
Gln

CTG
GAC
Leu

ID NO.
ID NO. 26]
ID NO.

27] ——

1/2

Obr. 1

CCG ACT CAC CTG ATC RAR ACG AGA GGA CAG
GGC TGA CTG GAC TAG TTT TGC TCT CCT GIC
Pro Thr His Leu Ile Lys Thr Arg Gly Gln

TCT CCT ATC TCT GGG CAC AAG AGT GIG
AGA GGA TAG AGA CCC GTG TTIC TCA CAC
Ser Pro Ile Ser Gly His Lys Ser Val

CTG GGT CAG GGG CCC CAG TTT ATC TTT
GAC CCA GTC CCC GGG GTC AAA TAG AAA
Leu Gly Gln Gly Pro Gln Phe Ile Phe

GAG AGA GGA AGA GGA AAC TTC CCT GAT
CTC TCT CCT TCT CCT TTG AAG GGA CTA
Glu Arg Gly Arg Gly Asn Phe Pro Asp

TTC CCT AAC TAT AGC TCT GAG CTG AAT
AAG GGA TTG ATA TCG AGA CTC GAC TTA
Phe Pro Asn Tyr Ser Ser Glu Leu Asn

GGG GAC TCG GCC CTG TAT CTC TGT GCC
CCC CTG AGC CGG GAC ATA GAG ACA CGG
Gly Asp Ser Rla Leu Tyr Leu Cys Ala

25]
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