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Anotace:

Terapeutick4 butika pro fizenf bungtné odpovédi v butice
savcl exprimujici nejméng dva chimérni receptory spoustéjici
specifické rozpoznavani a destrukci virové &astice, buiiky
infikované virovou &astici, nadorové nebo rakovinné buiiky
nebo autoimunitou generované butiky. Jeden z exprimovanych
chimérnich receptorti obsahuje extraceluldrni doménu
schopnou specifického rozpoznavéni a navazéni se na cilovou
buiiku nebo cilovou infekeni &astici, a intracelularni nebo
transmembranovou doménu, schopnou dét signél terapeutické
buiice ke zniteni cilové buiiky navézané na receptor nebo
infek&ni &4stice navazané na receptor; a druhy chimérni
receptor obsahuje extracelularni doménu schopnou
specifického rozpoznévani a navdzéni se na cilovou butiku
nebo cilovou infek&ni &stici a intracelularni doménu
odvozenou od CD28.
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Terapeuticka buiika pro piesmérovini bunééné imunity receptorovymi chimérami

Oblast techniky

Vynélez se zabyva funkénimi chimérami receptorii T-lymfocytli, Fc—receptorii nebo receptorii
B-lymfocytt, schopnych piesmérovani funkce imunitniho systému. Podrobné se zabyva regulaci
lymfocytt, makrofagd, pfirozenych zabije¢i nebo granulocytl exprimovanych chimérami zmi-
nénych buné&k, které vyvolavaji v buiikach odpovédi na cilové podnéty rozpoznané chimérami.
Vynélez se také zabyva funkénimi chimérami receptor T-lymfocytli, Fe-receptor( nebo recep-
tort B-lymfocytl, schopnymi Fizeni terapeutickych bunc¢k ke specifickému rozpoznavani a
ni¢eni bundk, infikovanych specifickymi infek&nimi &asticemi, samotnych infekénich Eastic,
nadorovych bungk nebo autoimunitou generovanych bun¢k. Podrobné se vynalez vztahuje
k expresi chimér receptoru T-lymfocytl, Fc—receptori nebo receptori B-lymfocyti, schopnych
smérovani cytotoxickych T-lymfocytl ke specifickému rozpoznavani a lyzy bunék, produkuji-
cich obalkové proteiny HIV. Vynalez proto umoZiiuje terapii proti chorobam jako AIDS
(syndrom ziskané ztraty imunity), které jsou zpisobeny virem HIV.”

Dosavadni stav techniky

Rozpoznani antigenu T-lymfocytem prostiednictvim receptoru T-lymfocytu je zékladem Siro-
kych imunologickych jevii. T-lymfocyt fidi tzv. imunitu zprostfedkovanou butikami. To zahrnuje
destrukei cizich tkani nebo infikovanych bun&k burikami imunitniho systému. Existuje mnoho
druhtt T-lymfocytd, véetnd ,,pomocnych® a ,.supresorovych® lymfocytd, které moduluji bunéc-
nou odpovéd, a cytotoxickych (,,zabije¢skych®) bun&k, které mohu abnormélni bufiku zni€it
pfimo.

T-lymfocyt, ktery rozpoznava a vaze se na unikatni antigen umistény na povrchu jiné buiky, se
aktivuje, miiZze se mnozit, a kdyZ se jedna o cytotoxicky lymfocyt, miiZze navazanoubuiiku zabit.

Autoimunitni choroba je charakterizovana produkci bud’ protilatek, které reaguji s hostitelskou
tkani, nebo imunitnim efektorem T-lymfocyti, které jsou autoreaktivni. V n&kterych piipadech
mohou autoprotilatky vzniknout normaini odpovédi T-lymfocyti a B-lymfocytii aktivovanych
cizi latkou nebo organizmy obsahujicimi antigeny, které kiizové reaguji s podobnymi latkami ve
vlastni tkani. P¥iklady klinicky relevantnich autoprotilatek jsou protilatky proti acetylcholinovym
receptorim p¥i myasthenia gravis; a protilatky proti DNA, proti erytrocytim a proti krevnim
desti¢kam pfi systemické lupus erythematosus.

HIV a imunopatogeneze. V roce 1984 bylo zjisténo, Ze HIV je etiologicka Castice AIDS. Od té
doby se definice AIDS mnohokrat ménila v zavislosti na vybéru kritérii zafazenych do diagnézy.
Av3ak, na rozdil od fluktuace diagnostickych parametri, jednoduchym spole¢nym jmenovatelem
AIDS je infekce HIV a nasledné vyvinuti perzistentnich konstituciondlnich symptomii a AIDS-
definujicich chorob jako sekundérni infekce, neoplazma a neurologické choroby (Harrison's
Principles of Internal Medicine, 12. vydani, McGraw Hill (1991)).

HIV je lidsky retrovirus ze skupiny lentivirg. Cty¥i zndmé lidské retroviry se déli na dvé skupiny:
lidské T-lymfotropni (nebo leukemické) retroviry, HTLV-1 a HTLV-2, a viry lidské imuno-
deficience HIV—1 a HIV-2. Prvni dva jsou transformni viry, druhé dva cytopatické viry. HIV-1
byl identifikovan jako nejlast&jsi pfi€ina AIDS ve svété. Sekvencni homologie mezi HIV-2
aHIV-1 je 40 %, HIV-2 se vice blizi nékterym ¢lenim skupiny virG opi¢i imunodeficience
(SIV) (Curran et al., Science 329, 13571359 (1985); Weist et al., Nature 324, 572-575 (1986)).

HIV obsahuje obvyklé retroviralni geny (env, gag a pol) a Sest dalSich gent se Gcastni replikace
a dal$ich biologickych aktivit viru. Jak bylo diive uvedeno, obecny jmenovatel AIDS je silni
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imunosuprese, prevazné imunity zprostiedkované bufikami. Tato imunosuprese vede kfadé
oportunitnich chorob, zejména urcitych infekci a neoplazmy.

Jako hlavni pfi¢ina imunitniho defektu pii AIDS byl identifikovan kvantitativni a kvalitativni
nedostatek v subpopulaci od thymu odvozenych T-lymfocytl, T4 populace. Tato skupina lym-
focytt je definovana fenotypové pfitomnosti CD4 povrchové molekuly, kterd se ukdzala byt
buné&nym receptorem pro HIV (Dalgleish et al., Nature 312, 763 (1984)). A¢koliv T-4-lymfocyt
je hlavnim typem bun&k infikovanych HIV, v podstaté jakékoliv lidska buiika exprimujici na
svém povrchu CD4 molekuly je schopna navéazat a infikovat se virem HIV.

Bézné jsou CD4+ T-lymfocyty v roli pomocnych indukujicich bunék, s funkci poskytnout akti-
vaéni signal pro B-lymfocyty nebo indukovat pfeménu T-lymfocyth nesoucich reciproéni CD8
marker na cytotoxické supresorové buiky (Reinherz a Schlossman, Cell 19, 821-827 (1980);
Goldstein et al., Imunol Rev. 68, 5-42 (1982)).

HIV se vaze specificky a s vysokou afinitou, prostfednictvim protaZeni aminokyselin virové
obalky (gp 120) k doméné V1-oblasti CD4 molekuly umisténé blizko N-konce. Po navéazani
virus fizuje s cilovou buné&nou membranou a je internalizovan. Po internalizaci pouZije virus
enzym reverzni transkriptdzu pro transkripci své genomové RNA na DNA, ktera je integrovana
do bun&éné DNA, kde pietrvava po dobu Zivota butiky jako ,,provirus®.

Provirus muZe zistat latentni, nebo byt aktivovan k transkripci mRNA a genomové RNA,
nasledné proteosyntéze, sloZzeni a vzniku nového virionu a vypuzeni viru z povrchu buiiky.
A&koliv neni dosud znidm presny mechanizmus indukce bunééné smrti virem, jako hlavni mecha-
nizmus se predpoklada masivni uvoliiovani z buné€ného povrchu, vedouci k poruSeni plazmové
membrany a vysledné osmotické nerovnovaze.

Béhem prib&hu infekce si hostitelsky organizmus vytvafi protilatky proti virovym proteinim,
véetnd hlavnich obalkovych glykoproteinti gp 120 a gp 41. Navzdory humoralni imunité choroba
postupuje a vysledkem je letdlni imunosuprese, charakterizovana Cetnymi oportunnimi infek-
cemi, parazitenii, demenci a smrti. Nezdar hostitelskych protivirovych protilatek v zabran€ni
progrese choroby je jednim z nejvic tizivych a alarmujicich aspekti infekce a predpovéd’ pro
vakcinaéni snahy zaloZené na konvenénich p¥istupech neni dobra.

Dva faktory mohou hrét roli pfi a¢innosti humoralni odpovédi na viry imunodeficience. Za prvé,
jako ostatni RNA viry (a zejména retroviry), viry imunodeficience vykazuji vysokou rychlost
mutace jako odpovéd’ na hostitelsky imunitni dozor, za druhé, obalkové glykoproteiny samy
0 sob& jsou bohaté glykosylované molekuly majici malo epitopl vhodnych pro navazani vysoce
afinitnich protilatek. Spatny antigenovy cil, pfedstavovany virovou obalkou, umozZiuje hostiteli
malou moZnost pro restrikci virové infekce produkei specifickych protilatek.

Butiky infikované virem HIV exprimuji na svém povrchu glykoprotein gp 120. Gp 120 zpro-
sttedkovava fuzi mezi CD4+ buiikami prostfednictvim reakce podobné té, kterou virus napada
neinfikované butiky, vedouci k vytvofeni kratkodobych multinukleovych obfich bun€k. Vytva-
feni syncytia je zavislé na pfimé interakci gp 120 obélkového glykoproteinu s proteinem CD4
(Dalgleish et al., viz vySe; Klatzman et al., Nature 312, 763 (1984); McDougal et al., Science
231, 382 (1986); Sodrovski et al., Nature 332, 470 (1986); Lifson et al., Nature 323, 725 (1986);
Sodroski et al., Nature 321, 412 (1986)).

Dikaz, Ze navazani CD4—gp 120 je odpovédné za virovou infekci bun€k nesoucich CD4 antigen,
obsahuje zji$téni, Ze mezi gp 120 a CD4 se vytvaii specificky komplex. Jini védci ukazali, Ze
bunééné linie neinfikované virem HIV se zménily na infikované bunééné linie po transfekci
a expresi lidského CD4 ¢cDNA genu.
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Terapeutické programy zalozené na rozpustném CD4 jako pasivnim &inidle pro interferovani
s virovou adsorpci a syncytiem — zprostiedkované celularni transmise, byly navrZeny a isp&$né
demonstrovéany in vitro nékolika skupinami (Deen et al., Nature 331, 82-84 (1988); Fisher et al.,
Nature 331, 76-78 (1988); Hussey et al., Nature 331, 78-81 (1988); Smith et al., Science 238,
1704-1707 (1987); Traunecker et al., Nature 331, 8486 (1988)); a nasledné byly vyvinuty CD4
imunoglobulinové fizni proteiny s prodlouZenym polodasem a mirnou biologickou aktivitou
(Capon et al., Nature 337, 525-531 (1989); Traunecker et al., Nature 339, 68-70 (1989); Byrn et
al., Nature 344, 667-670 (1990); Zettlmeissl et al., DNA Cell Biol. 9, 347-353 (1990)). Ackoliv
CD4 imunotoxinové konjugaty nebo fizni proteiny vykazuji potencialni cytotoxicitu pro infiko-
vané butiky in vitro (Chaudhary et al., Nature 335, 369-372 (1988); Till et al., Science 242,
1166-1168 (1988)), latence syndromu imunodeficience zpisobuje nepravdépodobnost usp&snosti
jednoduché terapie pro eliminaci virové zatéZe, a antigenicita cizich fuznich proteinii pravdé-
podobné limituje jejich piijatelnost pii terapiich vyzadujicich opakované davkovani. Testy
s opicemi nakaZenymi virem SIV ukazaly, Ze rozpustny CD4 pii podavani zvifatim bez zjevné
CD4 cytopenie miZe redukovat SIV titr a zlepSit in vitro meéfeni myeloidniho potencislu
(Watanabe et al., Nature 337, 267-270 (1989)). Avsak rychlé znovuobjeveni se viru bylo pozo-
rovano po pferuseni terapie, coz nasvédCuje, Ze dlouhodobé podavani miZe byt nezbytné pro
zabranéni progresivniho oslabeni imunitniho systému.

T-lymfocytové a Fc receptory. Exprese nejrozsifenéj§i formy T-lymfocytového antigenového
receptoru (TCR) na bunéném povrchu vyZaduje koexpresi nejméné $esti odlisnych polypeptido-
vych fetézct (Weiss et al., J. Exp. Med. 160, 1284-1299 (1984); Orloffhashi et al., Nature 316,
606-609 (1985); Berkhout et al., J. Biol. Chem. 263, 8528-8536 (1988); Sussman et al., Cell 52,
85-95 (1988)), o/B antigen vazicich fetézci, tii polypeptidi CD3 komplexu a . Pokud né&ktery
zfetézch chybi, nedochazi ke stabilni expresi zbyvajicich €lenti komplexu. ¢ je limitujici
polypeptid pro povrchovou expresi Giplného komplexu (Sussman et al., Cell 52, 85-95 (1988)) a
pfedpoklada se, Ze zprostiedkovava alespori ¢ast programu bunéné aktivace spousténé recepto-
rovym rozpoznanim antigenu (Weissman et al., EMBO J. 8, 3651-3656 (1989); Frank et al.,
Science 249, 174-177 (1990). Integralni membranovy homodimer typu I 32 kDa, { (zeta) ma
extraceluldrni doménu s deviti zbytky a Zadné misto pro adici N-vazaného glykanu a my#i intra-
celularni doménu se 112 zbytky nebo lidskou intracelulérni doménu se 113 zbytky ((Weissman et
al., Science 238, 1018-1020 (1988); Weissman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 9709-9713
(1988)). Izoforma ¢, nazyvand m (eta) (Baniyash et al, J. Biol. Chem. 263,
9874-9878 (1988); Orloff et al., J. Biol. Chem. 264, 14812-14817 (1989)), kterd vznika
z alternativni cesty splicingu mRNA (Jin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 3319-3323
(1990)), je piitomnd v omezeném poctu bunék produkujicich antigenovy receptor. {—n hetero-
dimery se povazuji za zprostiedkovatele tvorby inositolfosfatu a receptorem inicializované pro-
gramové bunéné smrti, nazyvané apoptdéza (Mercep et al., Science 242, 571-574 (1988);
Mercep et al. Science 246, 1162-1165 (1989)).

Podobné jako { a m, s Fc receptorem asociovany vy fetézec je exprimovan na buné&ném povrchu
komplexii s adi¢nimi polypeptidy, z nichz nékteré zprostfedkovavaji rozpoznani ligandu a dalsi
maji nedefinovanou funkci. y M4 homodimerni strukturu a celkovou organizaci velice podobnou
t€ u { a je soucdsti jak vysokoafinitniho IgE receptoru stéziiové buiiky/basofilu, FceR], skladaji-
citho se nejmén€ ze tii rozdilnych polypeptidovych fetézci (Blank et al., Nature 337,
187-189 (1989); Ra et al., Nature 241, 752-754 (1989)), tak jednoho nizkoafinitniho IgG recep-
toru, ktery je u mysi reprezentovan FcyRIIo (Ra et al., J. Biol. Chem. 264, 15323-15327 (1989))
a u lidi expresi subtypu CD16 makrofagy a pfirozenymi zabije¢skymi buiikami, CD16py (CD16
transmembranovy) (Lanier et al., Nature 342, 803—-805 (1989); Anderson et al., Proc. Natl. Acad.
Sci, USA 87, 2274-2278 (1990)) a s polypeptidem s nedefinovanou funkci (Anderson et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci., USA 87, 2274-2278 (1990)). Nedavno bylo publikovano, Ze y je expri-
movéan my$i linii T-lymfocytii, CTL, ve kterych vytvaii homodimery a heterodimery y— a y—n
(Orloff et al., Nature 347, 189-191 (1990)).
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Fc receptory zprostiedkovavaji fagocytézu imunitnich komplexd, transcytézu a na protilatkach
zavislou buné&&nou cytotoxicitu (ADCC) (Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9, 457-492
(1991); Unkeless et al., Annu. Rev. Immunol. 6, 251-281 (1988); Mellman, Curr. Opin Immunol.
1, 16-25 (1988)). Nedavno bylo zji§téno, Ze jedna z izoforem kuieciho nizkoafinitniho Fc recep-
toru FcRyIIIB1 zprostfedkovava internalizaci Ig-pokrytych cili do klathrinem pokrytych jamek a
jiny nizkoafinitni receptor, FcRyIIIA zprostfedkovavda ADCC prostfednictvim asociovéani se
s jednim nebo vice &leny malé rodiny ,spoustécich molekul” (Miettinen et al., Cell 58,
317-327 (1989); Hunziker and Mellman, J. Cell. Biol. 109, 3291-3302 (1989)). Tyto spoustéci
molekuly, fetézec { T-lymfocytového receptoru (TCR), fetézec v TCR a fetézec y Fc receptoru
interaguji s doménami ligandového rozpoznavani receptorti riznych imunitnich systémiia mohou
autonomné iniciovat programy bun&énych efektor, véetné cytolyzy, nasledujici po agregaci
(Samelson et al., Cell 43, 223-231 (1985); Weissman et al., Science 239, 1018-1020 (1988); Jin
et al., Proc. Natl. Acad. Sci, USA 87, 3319-3323 (1990); Blank et al., Nature 337, 187-189
(1989); Lanier et al., Nature 342, 803-805 (1989); Kurosaki and Ravetch, Nature 342, 805-807
(1989); Hibbs et al., Science 246, 1608-1611 (1989); Anderson et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA 87, 2274-2278 (1990); Irving and Weiss, Cell, 891-901 (1991)). V nalrtnutych paralelach
mezi kufecimi a lidskymi rodinami nizkoafinitnich Fc receptorii se ukazuje ziejmé, Ze lidské
izoformy FcRyIIA a C nemaji odpovidajici kufeci protgjSek. Céstetng kvili tomu nebyla jejich
funkce dosud definovana.

ProtoZe humoralni &inidla, zaloZena pouze na CD4, maji limitované uzZiti in vivo, pfedchozi prace
provéfovala moznost augmentace bunééné imunity proti HIV. Byla zjiSténa tvorba proteinovych
chimér, jejich extraceluldrni CD4 doména je fiizovana s transmembranovymi a/nebo intracelular-
nimi doménami receptoru T-lymfocyti, IgG Fc receptoru nebo elementi, pfevadéjicich signal
receptoru B-lymfocytd (USSN 07/847, 566 a 07/665, 961, takto zaclenén odkazem). Cytolytické
T-lymfocyty, exprimujici chiméry, které obsahuji extracelularni doménu CD4, vykazuji silnou
destrukci bun&nych cild, exprimujicich obalkové proteiny HIV, nezavislon na MHC. Velice
dileZita a novéa soudast tohoto piistupu byla identifikace jednotlivych fetézci receptort T-lymfo-
cytd, Fc receptord a receptori B-lymfocyti, jejichZ agregace stali k inicializaci bun&né odpo-
védi.

Jedna zejména dilezita aplikace tohoto piistupu je vynalez chimér mezi CD4 a g, 1 nebo v, kterd

fidi cytolytické T-lymfocyty krozpoznavani a zabijeni bunek, exprimujicich HIV gp 120
(USSN 07/847 566 a 07/665 961, takto zaClenén odkazem).

Podstata vynalezu

Piedmétem vynélezu je terapeuticka buiika pro fizeni bun&éné imunitni odpovédi u savcii, expri-
mujici nejméné dva bilkovinné chimérni receptory, vizané na membranu, kde prvni obsahuje (a)
extracelularni &ast, ktera je schopna specifického rozpoznavéani a navazani se na cilovou butiku
nebo cilovou infek&ni &astici a (b) intracelularni nebo transmembranovou ¢ast schopnou dat sig-
nal terapeutické buiice ke zni¢eni cilové builky, navazané na receptor nebo cilové infekéni Eastice
navazané na receptor, a druhy z receptorti obsahuje (a) extracelularni ¢ast, ktera je schopna speci-
fického rozpoznavani a navazani se na cilovou buiiku nebo cilovou infek¢ni Castici a (b) intra-
celularni ¢ast odvozenou od CD28.

Agkoliv nativni receptory T-lymfocytt, Fc receptory a receptory B-lymfocytli maji nebo mohou
mit komplikovanou multimerni strukturu, neumozitujici vyhodnou manipulaci s nimi, predkla-
dany vynalez demonstruje proveditelnost vytvofeni chimér mezi intracelularni doménou jakeko-
liv ztady molekul schopnych vyhovét podminkam cilového rozpoznavani. Zejména tvorba
chimér skladajicich se z-intracelularni domény T-lymfocytového Fc receptoru zeta, eta nebo
gama fetézcl spojenych s extracelularni doménou vhodné manipulované molekuly protilatky
skyta moznost cilového rozpoznavani imunitniho systému buriky pfesmérovat na antigen rozpoz-
nany extracelularni doménou protilatky. Tak doména protilatky schopné rozpoznavani néjakého
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determinantu na povrchu patogenu umoZni imunitnimu systému bunky vyzbrojenému touto
chimérou odpovéd’ na ptitomnost patogenu s efektorovym programem odpovidajicim jejich linii,
nap¥. pomocné T-lymfocyty odpovi cytotoxickou aktivitou proti cili a B-lymfocyty se aktivuji
pro syntézu protilatky. Makrofagy a granulocyty provadéji sviij efektorovy program zahrnujici
uvolnéni cytokinii, fagocytézu a reaktivni generovani kysliku. Podobn€ domény protilatky
schopné rozpoznavani nadorovych bungk prospé$né povzbudi odpovéd’ imunitniho systému na
nador. Protilatky schopné rozpozndvani imunitnich bunék sneodpovidajici reaktivitou proti
vlastnim determinantim umozni selektivni destrukci autoreaktivnich bunék.

Atkoliv piiklady uvadély pouZiti protilitkovych chimér jako vhodné vysvétlujici nastroje, vyna-
lez neni limitovan v oboru na protilatkové chiméry, a skute¢né, uZiti specifickych neprotilatko-
vych extracelularnich domén ma dileZité vyhody. Napf. extraceluldrni doména receptoru pro
virus, bakterii nebo parazita umoZni buiikdm vyzbrojenym takovymi chimérami, specificky cilit
na buiiky exprimujici virové, bakterialni nebo parazitické determinanty. Vyhoda tohoto pfistup
oproti pouZiti protilatek je ta, Ze nativni receptor pro patogen miiZe mit jedinecné vysokou
selektivitu nebo afinitu pro patogen, a umoZiluje tak vyssi stupeil pfesnosti ve vysledné imunitni
odpovédi. Podobng k vyruseni bunék imunitniho systému neadekvétné reagujicich s vlastnim
antigenem muiZe stadit spojeni antigenu (bud’ jako intaktniho proteinu v ptipad€ terapie vyZerpani
B-lymfocyti, nebo jako MHC komplex v piipad¢ terapie vyCerpani T-lymfocytd) k intracelulér-
nimu zeta, eta nebo gama fet&zci, a tak pusobit na specifické zaméfeni bunék neadekvatn€ odpo-
vidajicich na vlastni determinanty.

Jiné pouziti chimér spogiva v regulaci bun&né populace in_vivo nasledn€ po dalich formach
genového inZenyrstvi. Bylo navrzeno napiiklad pouZiti lymfocyti infiltrujicich nador nebo pfiro-
zenych zabijedskych bungk k vneseni cytotoxickych prvki do mista nadoru. Pfedkladany vynélez
poskytuje vhodny prostiedek k regulaci podtu a aktivity lymfocytii a bungk, aniz by se vyjmuly
z t&la pacienta pro in vitro amplifikaci. ProtoZe intraceluldrni domény chimérnich receptorii zpro-
sttedkovavaji prolifera¢ni odpovéd bundk, koordinace extracelularnich domén riiznymi agregag-
nimi stimuly specifickymi pro extracelularni domény (napiiklad protilatka specifickd pro extra-
celularni doménu) bude ustit v proliferaci bun€k nesoucich chiméry.

Agkoliv specifické uspofadani predkladaného vynalezu obsahuje chiméry mezi zeta, eta nebo
gama fetézci, nebo jejich aktivnimi fragmenty (diskutovanymi niZe), jakykoliv receptorovy fet-
zec s podobnou funkei, jako maji tyto molekuly, napfiklad v granulocytech nebo B-lymfocytech,
miZe byt pouzit pro uely zde popsané. Vyznamné rysy vhodnych imunitnich bunék spoustéci
molekuly obsahuji schopnost autonomni exprese (tzn. jako jednoduchy fetézec), schopnost
fuzovat s extraceluldrni doménou tak, Ze vysledna chiméra je pfitomna na povrchu terapeutické
builky, a schopnost iniciovat bun&tné efektorové programy druhotnou agregaci po setkani
s cilovym ligandem.

V soudasnosti nejvhodngj§i zpusob pro dodani chimér buiikim imunitniho systému je cesta
genové terapie. Avsak rekonstituce bunék imunitniho systému s chimérnimi receptory smichinim
bunék s vhodné solubilizovanym ¢isténym chimérnim proteinem také rezultuje v tvorbu mani-
pulované bun&né populace, schopné odpovidat na cilové podnéty, rozpoznavané extracelularni
doménou chimér. Podobné pfistupy byly pouzity napiiklad pro zavedeni intaktniho HIV recep-

toru, CD4, do erytrocytdi pro terapeutické ucely. V tomto pfipadé populace manipulovanych
bunék neni schopna sebeobnoveni.

Predkladany vynalez se vztahuje k funkéné zjednoduSenym chiméram receptori T-lymfocyti,
B-lymfocytt a Fc receptorti, schopnych pfesmérovani funkci imunitniho systému. Zejména se
vztahuje k regulaci lymfocytd, makrofagi, pfirozenych zabijeCskych bun€k nebo granulocyti
expresi chimér uvedenych bunék, které zpisobuji bunéénou odpovéd’ na cilové podnéty, rozpoz-
navané chimérami. Vynélez se také vztahuje na zpisob fizeni bunécné odpovedi na infekéni Cs-
tici, nadorovou nebo rakovinnou butiku, nebo na buiiku, generovanou autoimunitou. Zpisob
fizeni bunééné odpovédi u savcli zahrnuje administraci efektivniho mnoZstvi terapeutickych
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bunék do zmin&nych savct, uvedené buiiky jsou schopny rozpoznavat a nigit zminéné infekéni
dastice, nddorové nebo rakovinné buiiky, nebo butiky, generované autoimunitou. Bunééna odpo-
veéd’ je zprostredkovana jednoduchou receptorovou chimérou nebo je vysledkem kooperace mezi
multiplitnimi chimérami (napfiklad sada dvou nebo vice chimér, z nich Jjedna obsahuje CD28
intracelularni doménu). Tomu odpovidaje, vynalez zahrnuje uZiti t&chto bungk, exprimujicich
receptorové chiméry, pfi produkei 1€8iv pro terapii chorob (jak je zde uvedeno).

V jiném usporadéni, zplisob Fizeni bun&¢né odpovédi na infekéni Sastici zahrnuje administraci
terapeutickych bunék, schopnych rozpoznavani a ni¢eni zminéné Castice, ptiemz &éstici je speci-
ficky virus, bakterie, protozoa nebo houby. Specifitéji tato metoda je fizena proti takovym Easti-
cim, jako je HIV nebo Pneumocystis carinii.

Vynalez specificky poskytuje metodu pro ¥izeni bun&éné odpovédi na buiiky, infikované virem
HIV. Metoda zahrnuje administraci pacientovi efektivniho mno#stvi cytotoxickych T-lymfocyt,
pii¢emZ uvedené lymfocyty jsou schopny specifického rozpoznavani a lyzy bunék infikovanych
HIV stejné jako obéznym virem.

Tak v jednom uspofédani vynalez poskytuje metodu fizeni bundéné odpovédi na buiiky infiko-
vané virem HIV, zahrnujici administraci pacientovi efektivniho mno¥stvi cytotoxickych
T-lymfocytii schopnych specifického rozpoznavani a lyzy bunék infikovanych HIV.

V jesté dalSim uspofadani se poskytuji chimérni receptorové proteiny, které fidi cytotoxické
T-lymfocyty k rozpoznavani a Iyze bungk infikovanych HIV. Jedté dalsi uspofadani vynalezu
zahrnuje hostitelské buiiky, transformované vektorem zahrnujicim chimérni receptory.

V dal$im usporadani vynalez poskytuje protilatku proti chimérnim receptorim zvynalezu.

Pokusy vynalezci ziskat cytotoxické T-lymfocyty, které specificky vaZou a lyzuji buiiky infiko-
vané HIV, poskytly receptorové chiméry. Tyto chimérni receptory jsou funkéné aktivni a maji
zv148tni schopnost specificky se vézat a lyzovat butiky exprimujici gp 120.

Pfedmétem pfedkladaného vynédlezu je poskytnout zpisob terapie jedincd, infikovanych HIV.
Predkladany vynalez poskytuje mnozstvi diileZitych vyhod pfi terapii AIDS.

Tato a dalSi nelimitujici usporddani ptedkladaného vynalezu budou zfejma odbornikovi
z nasledyjiciho detailniho popisu vynalezu.

V nasledujicim detailnim popisu se uvadgji odkazy na rizné metodologie znamé odbornikém
z oblasti molekularni biologie a imunologie. Publikace a dalgi materialy, uvadéjici takové znamé
metodologie, na které jsou odkazy, jsou zahrnuty zde v referencich a pln€ uvedeny v souhrnu.

Standardni odkazové prace, uvadgjici obecné principy technologie rekombinantni DNA, zahrnuji
Watson t al., Molecular Biology of the Gene, svazek I a II, the Benjmanin/Cummings Publishing
Company, Inc., publisher, Menlo Park, CA (1987); Darnell et al., Molecular Cell Biology,
Scientific American Books, Inc., publisher, New York, N.Y. (1986); Lewin, Genes 1L,
John Wiley & Sons, publishers, New York, N.Y. (1985); Old et al., Principles of Gene
Manipulation: An Introduction to Genetic Engineering, 2. vydani, University of California Press,
publisher, Berkeley, CA (1981); Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.
vydani, Cold Spring Harbor Laboratory, publisher, Cold Spring Harbor, NY (1989); Current
Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al., Wiley Press, New York, NY (1989).

Definice. ,Klonovani“ znamen4 uZiti in vitro rekombinantni techniky k zavedeni jednotlivého
genu nebo jiné sekvence DNA do vektorové molekuly. Pro usp&$né klonovani Zadaného genu je
nutné pouzit metodu pro generovani DNA fragmentt pro spojeni fragment s vektorovymi mole-
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kulami, pro zavedeni sloZit¢ DNA molekuly do hostitelské buiiky, ve které miize replikovat, a
pro vybér klonu, majiciho cilovy gen mezi recipientnimi hostitelskymi butikami.

»CDNA® znamend komplementérni nebo kopirovanou DNA, vytvofenou z RNA templatu piiso-
benim RNA-dependentni DNA polymerdzy (reverzni transkriptizy). ,,cDNA klon“ znameni
duplexni DNA sekvenci, komplementarni k dané RNA molekule, nesené klonovacim vektorem.

»CDNA knihovna* znamena soubor rekombinantnich molekul DNA, obsahujicich ¢cDNA vloZe-
niny, které zahrnuji DNA kopie mRNA, exprimované buiikou ve chvili vzniku cDNA knihovny.
Takova cDNA knihovna se pfipravuje podle postupii, znamych odbornikiim a popisovanych
napiiklad Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, viz vyse. Obecné se nejprve
izoluje RNA z bunék organizmu, z jehoZ genomu se klonuje Zadany jednotlivy gen. Preferované
pro ucel predkladaného vyndlezu jsou savdi, zejména lidské lymfatické bund&né linie.
V soucasnosti preferovanym vektorem pro tento uel je WR vlakno vaccinia viru.

»Vektor znamena molekulu DNA, odvozenou naptiklad z plazmidu, bakteriofaga, sav&iho nebo
hmyziho viru, do kterého se fragmenty DNA zagleiiuji nebo klonuji. Vektor obsahuje jedno nebo
vice unikétnich restrikénich mist a je schopen autonomni replikace v definovaném hostitelském
nebo nosi¢ovém organizmu tak, Ze klonovana sekvence je reproducibilni. ,,Vektor DNA exprese”
znamena jakykoliv autonomni element, schopny fizeni syntézy rekombinantniho peptidu. Takové
vektory DNA exprese zahrnuji bakterialni plazmidy a fagy a sav&i a hmyzi plazmidy a viry.

»Substancidlné Cisty“ znamend slouceninu, napiiklad protein, polypeptid nebo protilatku, ktera je
substancialn€ zbavena komponent, které ji pfirozen& doprovazeji. Obecné je sloutenina substan-
cidlng Cista, kdyZ nejméné 60 %, ale lépe 75 % a nejlépe 90 % celkové latky ve vzorku je Zadana
slougenina. Cistota se mé&fi jakoukoli vhodnou metodou, napiiklad sloupcovou chromatografii,
gelovou elektroforézu na polyakrylamidu, nebo HPLC analyzou. V kontextu s nukleovymi kyse-
linami, ,,substancidlné Cisty“ znamen4 sekvenci nukleové kyseliny, segment nebo fragment, ktery
neni bezprostfedné sdruzen (naptiklad kovalentng vazan) s ob&éma kédovacimi sekvencemi, se
kterymi je bezprostfedné sdruzen (napiiklad s jednou na 5'—konci a jednou na 3'—konci) v pfiro-
zené se vyskytujicim genomu organizmu, ze kterého je DNA podle vynilezu odvozena.

~Funkeni derivat” znamena ,,fragmenty*, ,,varianty*, ,,analogy“ nebo ,,chemické derivaty“ mole-
kuly. ,,Fragment® molekuly, jako kterdkoliv z cDNA sekvenci podle ptedkladaného vynalezu,
odpovida jakékoliv nukleotidové ¢asti molekuly. ,,Varianta® takové molekuly odpovida piirozend
se vyskytujici molekule, substancidlné podobné bud’ celé molekule, nebo jejimu fragmentu.
»Analog® molekuly odpovida nepfirozené molekule, substancialng podobné bud’ celé molekule,
nebo jejimu fragmentu. Molekula se povazuje za ,,substancialng podobnou® jiné molekuly, pokud
aminokyselinovd sekvence obou molekul je substancialng shodni. Zejména, ,substancidlng
podobnd® aminokyselinova sekvence méa nejméné 50%, lépe 85% a nejlépe 95% identickou
aminokyselinovou sekvenci s pfirozenou nebo referenéni sekvenci a/nebo je to ta, ktera se lisi od
piirozené nebo referenéni aminokyselinové sekvence pouze konzervativni aminokyselinovou
substituci. Substancidlné podobné aminokyselinové molekuly maji podobnou biologickou akti-
vitu. V pfipadé, Ze dvé molekuly maji podobnou aktivitu, povaZzuji se za varianty, nebot’ tento
termin se zde pouZivd, i kdyZ jedna z molekul obsahuje vice nebo mén& aminokyselinovych
zbytkil neZ ta druhd, nebo kdyZ aminokyselinové sekvence zbytkii neni identicka. Jak se zde pou-
Ziva, molekula se povazuje za ,.chemicky derivat“ jiné molekuly, kdyZ obsahuje navic chemické
skupiny, které nejsou normalni ¢asti molekuly. Takové skupiny mohou alternativng snizovat
toxicitu molekuly, eliminovat nebo oslabit nezadouci vedlejsi efekty molekuly atd. Skupiny
schopné zprostiedkovavat takové efekty jsou uvedeny napiiklad v Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 16. vydani, Mack Publishing Co, Easton, PA (1980).

Podobné, ,,funkéni derivat“ genu receptorové chiméry podle predkladaného vynalezu znamené,
Ze zahrnuje ,fragment®, ,variantu“ nebo ,analog® genu, které jsou substancialng podobné
v nukleotidové sekvenci a které kéduji molekuly s podobnou aktivitou, naptiklad chiméry recep-
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torll T-lymfocyti, B-lymfocytl a Fe receptord. ,,Substancialng podobné“ nukleové kyseliny
koduji substancialné podobné aminokyselinové sekvence a také zahrnuji jakoukoliv sekvenci
nukleove kyseliny schopnou hybridizace s divokym typem sekvence nukleové kyseliny pii odpo-
vidajicich hybridiza¢nich podminkach (p¥islusné hybridizaéni podminky viz naptiklad Ausubel et
al., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Press, New York, NY (1989).

Jak se zde pouZiva, chimérni protein receptorii T-tymfocyti, B-lymfocytd nebo Fe receptord
zahrnuje také jakékoliv funkeni derivaty, fragmenty, varianty, analogy nebo chemické derivaty,
které jsou substancialn€ podobné ,,divokému typu“ chiméry a které maji podobnou aktivitu (tzn.
nejlépe 90%, 70%, 40%, ale nejméné 10% aktivitu receptorové chiméry divokého typu). Aktivita
funkéniho derivatu receptorové chiméry zahrnuje specifickou vazbu (jeji extracelularni
doménou) na cilovou ¢4stici nebo buiku a vyslednou destrukcei (Fizenou jeji intracelularni nebo
transmembranovou doménou) této ¢astice nebo butiky; takova aktivita se testuje jakymkoliv ze
zde popsanych testi.

DNA sekvence kédujict chiméry receptoru T-lymfocytl, B-lymfocytii nebo Fc receptorii podle
pfedkladaného vynélezu, nebo jejich funkéni derivaty, jsou rekombinovény s vektorovou DNA
v souladu s konven¢nimi technikami, véetn€ blunt-ended nebo staggered-ended koncii pro ligaci,
Stépeni restrikénimi enzymy za vzniku piislu$nych konct, pfisluiné vypln&ni koheznich konci,
pisobeni alkalické fosfatizy pro zamezeni neZadouciho spojovani, a ligace ptislugnymi ligizami.
Postupy pro takovou manipulaci jsou uvedeny v Maniatis et al., viz vy3e, a jsou znamy odborni-
kim,

Molekula nukleové kyseliny, jako DNA, se povaZuje za schopnou exprese polypeptidu, kdyz
obsahuje nukleotidovou sekvenci, nesouci transkripéni a transladni regulagni informace, ,,opera-
tivn€ spojenou” s nukleotidovou sekvenci, kterd kéduje polypeptid. Operativni spojeni je vazba,
kterou je regulaéni DNA sekvence a DNA sekvence, urSena k expresi, spojena takovym zpiiso-
bem, ktery umoziluje genovou expresi. Pfesna podstata regula¢nich oblasti, nutnych pro genovou
expresi, se 1idi od organizmu k organizmu, ale obecné zahrnuje promotorovou oblast, ktera
v prokaryotech obsahuje jak promotor (ktery ¥idi iniciaci transkripce RNA), tak DNA sekvence,
které pri transkripci do RNA dévaji signal pro iniciaci syntézy proteinu. Takové oblasti normalng
zahrnuji ty 5'-nekédujici sekvence, ¢astnici se iniciace transkripce a translace, jako TAT box,
capping sekvence, CAAT sekvence a tak podobné.

Je-li zapotfebi, znekddujici 3'-oblasti je protein kodujici genovou sekvenci ziskatelny vyse
popsanym zpusobem. Tato oblast se zachovava pro svou regulaéni sekvenci transkripéni termi-
nace, jako terminace a polyadenylace. Zachovanim 3'-oblasti pfirozend sdruzené s DNA sek-
venci kédujici protein, se ziskaji signaly transkrip&ni terminace. KdyzZ signaly transkripéni termi-
nace nejsou dostate¢né funkéni pro expresi v hostitelské butice, pak se substituce 3'—oblast
v hostitelské buiice funkéni.

Dvé DNA sekvence (jako sekvence promotorové oblasti a sekvence kédujici chiméru receptort
T-lymfocytii, B-lymfocytii nebo Fc receptorit) se povaZuji za operativné spojené, kdyz povaha
vazby mezi dvéma DNA sekvencemi (1) neiisti do zavedeni frame-shift mutace, (2) neinterferuje
se schopnosti sekvence promotorové oblasti fidit transkripci genové sekvence receptorové
chiméry, nebo (3) neinterferuje se schopnosti receptorové chiméry genové sekvence byt transkri-
bovina sekvenci promotorové oblasti. Promotorova oblast je operativng spojena s NA sekvenci,
kdyZ je promotor schopny ovlivnit transkripci dané DNA sekvence. Pro expresi proteinu jsou
nezbytné transkripéni a translaéni signaly rozpoznavané prislusnym hostitelem.

Predkladany vynélez obsahuje expresi chimérnich proteini receptori T-lymfocyti, B-lymfocyti
nebo Fe receptorti (nebo jejich funkénich derivati) bud’ v prokaryotickych nebo eukaryotickych
buiikach, ackoliv eukaryoticka exprese (zejména lidskych lymfocyti) je preferovéna.




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 295428 B6

Protilatky podle ptedkladaného vynilezu jsou pfipravitelné riznymi postupy. Naptiklad buiiky
exprimujici receptorové chiméri proteiny nebo jejich funkéni derivaty mohou byt administro-
vany zvifeti za GCelem indukce produkce séra obsahujiciho polyklonalni protilatky schopné
véazani chimeér.

V upiednostiiovaném postupu jsou protilatky podle piedkladaného vynalezu monoklonalni.
Takové monoklonalni protilatky se piipravuji za pouZiti hybridomové techniky (Kohler et al.,
Nature 256, 495 (1975); Kohler et al., Eur. J. Immunol. 6, 511 (1976); Kohler et al., al., Eur.
J. Immunol. 6, 292 (1976); Hammerling et al., In: Monoclonal Antibodies and T—Cell
Hybridomas, Elsevier, N.Y., str. 563—-684 (1981). Obecné takové postupy zahrnuji imunizaci
zvifete chimérnim antigenem receptori T-lymfocyti, B-lymfocytd nebo Fc receptori.
Splenocyty takovych zvifat jsou extrahovany a fazovany s vhodnou myelomovou bun&&nou linii.
Jakakoli vhodna myelomova buné¢na linie se miZe pouZit v souladu s ptedkladanym vynalezem.
Po fuzi se vysledné hybridomové buiiky selektivng zadrzi v HAT médiu a potom klonuji meznim
fedénim jak popisuje Wands et al., Gastroenterology 80, 225-232 (1981). Takovymto vyb&rem
ziskané hybridomové butiky se pak testuji pro identifikaci klond, které sekretuji protilatky
schopné se navazat na chiméru.

Protilatky podle pfedklddaného vynélezu jsou také polyklonalni, nebo Iépe regionalng specifické
polyklonalni protilatky.

Protilatky proti chiméram receptorii T-lymfocytii, B—lymfocytii nebo Fc receptorii podle pied-
kladaného vyndlezu se pouzivaji pro monitorovani mnoZstvi chimérnich receptorii (nebo bungk
nesoucich chimémi receptory) v pacientech. Takové protilatky jsou vhodné pro pouziti ve stan-
dardnich imunodiagnostickych testech zndmych v oboru, v&etné imunometrickych nebo sendvi-
dovych testl, jako dopfedny sendvi¢ovy, zpétny sendvitovy nebo simultinni sendvitovy test.
Protilatky jsou pouZitelné v mnoZstvi kombinaci, jak uréi odbornik bez nutnosti experimentovani
k urCeni pfijatelné specifity, senzitivity a pfesnosti imunotesti.

Vydané standardni price sodkazy na obecné principy imunologie zahrnuji Roitt, Essential
Immunology, 6. vydani. Blackwell Scientific Publications, publisher, Oxford (1988); Kimball,
Introduction to Immunology, 2. vydani, Macmillan Publishing Co., publisher, New York (1986);
Roitt et al., Immunology, Gower Medical Publishing Ltd., publisher, London (1985); Campbell,
Monoclonal Antibody Technology, in Burdon et al, publisher, Laboratory Techniques
in Biochemistry and Molecular Biology, volume 13, Elsevier, publisher, Amsterdam (1984);
Klein, Immunology: The Science of Self-nonself Discrimination, John Wiley & Sons, publisher,
New York (1982); a Kennett et al, publishers, Monoclonal Antibodies, Hybridoma:
A New Dimension In Biological Analyses, Plenum Press, publisher, New York (1980).

»Detekovani zahrnuje ur€eni pfitomnosti nebo nepfitomnosti latky nebo kvantifikaci mnoZstvi
latky. Termin se tedy vztahuje na pouZiti materiald, sloudenin a metod podle predkladaného
vynalezu pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni.

Izolace jinych hybridomi sekretujicich monoklonalni protilatky se stejnou specifitou jako ty zde
popsané se provadi technikou anti-idiotypového vyhledavani (Potocmjak et al., Science 215,
1637 (1982)). Stru¢né feCeno, anti-idiotypova protilatka je protilatka, kterd rozpoznava jedinedné
determinanty pfitomné na protilatce produkované danym klonem. Anti-idiotypova protilatka se
pfipravi imunizaci zvifete stejného druhu, uZitého jako zdroj monoklonalni protilatky, danou
monoklondlni protilatkou. Imunizované zvife rozezna a odpovi na protilatku produkei protilatky
na tyto idiotypové determinanty (anti-idiotypové protilatky).

Pro replikaci se hybridni butiky kultivuji jak in vitro, tak in vivo. Vysoka produkce in vivo
upfednostiiuje v soucasnosti tuto metodu kultivace. Stru¢né fedeno, buiiky z individualnich
hybridnich vlaken se intraperitonalng injekéné dopravi do pristane~primer BALB/c mysi, aby se
produkovala tekutina ascitu obsahujici vysoké koncentrace 74danych monoklonalnich protilatek.
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Monoklonalni protilatky izotypu IgM nebo IgG se &isti od kulturagniho supernatantu pomoci
sloupcové chromatografie, jak je odbornikiim zndmo.

Protilatky podle predkliddaného vynalezu se hodi zejména pro pouziti v imunotestech, kde se
pouZivaji v kapalné fizi nebo navazané na pevny nosi¢. Navic se protilatky v t&chto imunotestech
detekovatelné€ znadi riiznymi zplisoby.

V dané oblasti se pouziva mnoho riznych znadeni a zplisobii znadeni. P¥iklady typG znadeni pou-
zitelnych v pfedkladaném vynélezu zahrnuji, ale nejsou omezeny na, enzymy, radioizotopy, fluo-
rescencni sloueniny, chemoluminiscenéni slou¢eniny, bioluminiscenéni sloudeniny a kovové
chelity. Odbornici znaji vhodné znaCeni pro navazani na protilatky, nebo jsou schopni toté? zjis-
tit pouZitim rutinni experimentalni ¢innosti. Navic navazani téchto znaleni na protilatky se mize
uskutecnit standardnimi technikami odbornikim obecné& znamymi.

Jeden ze zpisobi detekovatelného znaceni protilatek podle pfedkladaného vynilezu je navazani
protilatky na enzym. Enzym po pozd&jsi expozici se substratem reaguje se substratem za pro-
dukce chemické slouceniny, kterd se detekuje naptiklad spektrofotometricky nebo fluoro-
metricky. Pfiklady enzymi pouZitelnych pro detekovatelné znadeni protildtek zahrnuji malat-
dehydrogenézu, stafylokokovou nukledzu, delta—V—steroidni izomerazu, kvasni¢nou alkohol-
dehydrogenazu, alfa—glycerolfosfatdehydrogenazu, trifosfosatizomerazu, biotinavidinperoxidazu,
kfenovou peroxidazu, alkalickou fosfatdzu, asparagindzu, glukézoxidazu, B-galaktosidazu, ribo-
nukledzu, uredzu, kataldzu, glukéz—VI-fosfatdehydrogenazu, glukoamylizu a acetylcholin-
esterazu.

Ptitomnost detekovatelné znaCenych protilatek se detekuje znaGenim protilatek radioaktivnimi
izotopy, které se stanovuji za pouZiti gama pocitade nebo scintilaéniho po&itade. Izotopy zejména
pouZitelné pro ti¢ely predkladaného vynalezu jsou *H, 71, P, **S, ¥C, 5'Cr, *Cl, *'Co, **Co,
59 75

Fea ~Se.

Je také moZno detekovat navazani detekovatelng znagenych protilatek znagenim protilatek fluo-
rescenni slouceninou. Po vystaveni fluorescenéné znadené protilatky svétlu o vhodné vinové
délce se jeji ptitomnost detekuje na zkladé fluorescence barviva. Mezi nejpouzivanéjsi fluores-
cendni znacici slouCeniny patii fluorescein, izothiokyanat, thodamin, fykoerythrin, fykokyanin,
allofykokyanin, o—ftalaldehyd a fluoreskamin.

Protilatky podle predkladaného vynalezu se detekovateln& znadi také za pouziti fluorescenéng
emitujicich kovii jako '*Eu, nebo dal§ich z fady lanthanoidd. Tyto kovy se pfipojuji na molekulu
protilatky za pouZiti takovych kov chelatujicich skupin jako diethylenteriaminpentaoctova kyse-
lina (DTPA) nebo ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA).

Protilatky se také detekovatelné znadi spojenim s chemoluminiscenénimi sloudeninami. Pfitom-
nost protilatky s navdzanou chemoluminiscenéni slou¢eninou se urduje detekei piitomnosti lumi-
niscence, ktera vznika béhem chemické reakce. P¥ikladem zejména pouZitelnych chemoluminis-
cencné znacicich slou€enin jsou luminal, izoluminal, theromaticky akridiniumester, imidazol,
akridinové soli, oxalatester a dioxetan.

Podobné se ke znaceni protilitek podle predkladaného vynalezu pouZivaji bioluminiscenéni slou-
Ceniny. Bioluminiscence je typem chemoluminiscence nachdzené u biologickych systémd, ve
kterych katalyticky protein zvy$uje u¢innost chemoluminiscenéni reakce. P¥itomnost bioluminis-
cenéni protilatky se urcuje detekci pfitomnosti luminiscence. Mezi dileZité bioluminiscenéni
slouceniny pro ugely znaceni patii luciferin a luciferdzaequorin.

Protilatky a substancialn€ &istény antigen podle predkladaného vynalezu se idelng hodi pro pii-
pravu kitu. Takovy kit zahrnuje kompartmentalizovany nosiovy prostfedek a oddélené jedno
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nebo vice zasobnikovych zatizeni jako vialky, zkumavky nebo podobng, kazdé ze zasobnikovych
zafizeni obsahuje oddélené soucasti testu.

Je mnoho typi testd, které tvofi kity, a zahrnuji naptiklad kompetitivni a nekompetitivni testy.
Typické ptiklady testd, které uZivaji protilatky podle vynalezu, jsou radioimunotesty (RIA),

enzymové imunotesty (EIA), enzym vazici imunosorbentni testy (ELIA) a imunometrické nebo
sendvicové imunotesty.

Termin ,,imunometricky test“ nebo ,sendviovy imunotest zahrnuje simultinni sendvidové,
dopfedné a zpétné sendvicové imunotesty. Témto terminiim odbornik rozumi. Odbornik také
uvita, Ze protilatky podle predkladaného vynalezu se uZiji v jinych variacich a formach testu,
které jsou v soucasnosti znamy nebo které se vyvinou v budoucnu. Ty se zahrnuji do obsahu
predkladaného vynalezu.

V preferované formé provadéni testl je dilezité, Ze v inkubaénim médiu jsou pfitomny urité
blokatory (vétSinou piiddvané se znaCenou rozpustnou protilatkou). ,,.Blokatory“ se piidavaji po
zarueni, Ze nespecifické proteiny, protedzy nebo lidské protilitky na my3i imunoglobuliny,
pfitomn€ v experimentalnim vzorku, nebudou zesitovavat nebo nigit protilatky na pevném nosiéi,
nebo radioaktivné znaené indika¢ni protilatky, k vyloudeni chybnych pozitivnich nebo chyb-
nych negativnich vysledkii. Vybér blokatorii proto p¥ispiva skutetné ke specifité testi popsanych
v pfedkladaném vynalezu.

Zjistilo se, Ze jako ,,blokatory se miize pouZit mnoZstvi nerelevantnich (tzn. nespecifickych)
protilatek ze stejné tfidy nebo podtridy (izotypu) jako ty pouZité v testech (naptiklad IgG, IgGa,,
IgM atd.). Koncentrace ,,blokétori“ (b&zné 1-100 pg/pl) je dilezitd k udrZeni spravné senzitivity
a kinhibici jakékoliv neZadouci interference s vyskytujicimi se vzajemné k¥izové reagujicimi
proteiny v lidském séru. Pufrovany systém obsahujici ,,blokatory* je nutné navic optimalizovat.
Preferované pufry jsou ty, zaloZené na slabych organickych kyselinach, jako imidazol, HEPPS,
MOPS, TES, ADA, ACES, HEPES, PIPES, TRIS a podobng, v rozmezi fyziologického pH.
Meéné preferované jsou anorganické pufry jako fosfatovy, boratovy nebo karbonatovy. K pufru
obsahujicimu ,blokdtory” se nakonec pfidaji zndmé protedzové inhibitory (b&zng 0.01-

10 pg/ml).

Je mnoho imunoadsorbentii na pevné fazi, které se mohou pouZit v pfedkladaném vynalezu.
Zn&mé imunoadsorbenty zahruji sklo, polystyren, polypropylen, dextran, nylon a dalsi materialy
ve formé trubic, zrn a mikrotitraénich misti¢ek, vytvorenychz nebo obalenych danym materidlem
a tak podobné. Imobilizované protilatky se bud’ kovalentnd nebo fyzikaln& vaZou na pevnou fazi
imunoadsorbentu technikou kovalentni vazby prostfednictvim amidové nebo esterové vazby,
nebo absorpci. Odbornici znaji mnoho dalSich vhodnych pevnych fazi simunoadsorbenty
a postupy pro imobilizaci protilatek nebo jsou schopni to zjistit za pouZiti rutinni experimentalni
¢innosti.

Pro diagnézu in vivo, in vitro nebo in situ se znadeni jako radionuklidy vaZou na protilatky podle
predkladaného vynélezu bud’ ptimo, nebo prostiednictvim intermediarni funkéni skupiny. Inter-
mediérni skupina, kterd se ¢asto pouziva pro navazovani radionuklidi vyskytujicich se ve formé
kovovych kationtd, je diethylentriaminpentaoctové kyselina (DTPA). Typickym ptikladem kovo-
vych kationtii vazanych timto zptisobem jsou: **™Tc, "I, ""'In, *'I, *’Ru, “Cu, “’Ga a *Ga. Pro-
tilatky podle vyndlezu se zna¢i také neradioaktivnimi izotopy pro u&ely diagnézy. Zejména pou-
¥ivané prvky jsou '*’Gd, **Mn, '®Dy, **Cr a *Fe.

Antigen podle vynélezu se izoluje v substancialné Cisté formé za pouZiti protilatek podle pred-
kladaného vynalezu. Usporadani piedkladaného vyndlezu poskytuje substancialng &isté chiméry
receptorii T-lymfocyti B-lymfocytii a Fc receptor, zminény antigen je charakterizovany tim, Ze
Je rozpozndvén a véaZze se na protilatky podle pfedkladaného vynélezu. V jiném uspotadani pred-
kladany vyndlez poskytuje metodu izolace nebo &isténi receptorového chimérniho antigenu,
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vytvafenim komplexu zmin€ného antigenu s jednou nebo vice protildtkami smé&rovanymi proti
receptorové chimére.

Substancidlng Cisté chimérni antigeny receptorii T-lymfocytt B-lymfocytt a Fc receptort podle
pfedkladaného vynélezu se zpétn€ pouZivaji k detekovani nebo méfeni protilatky proti chimére
ve vzorku jako sérum nebo mo¢. Tak jedno uspofadani predkladaného vynalezu zahrnuje metodu
detekovani pfitomnosti nebo mnoZstvi protilatky proti chiméfe antigenu receptorii T-lymfocyti
B-lymfocytl a Fc receptori ve vzorku, zahrnujici kontakt vzorku obsahujiciho protilatku proti
chimémimu antigenu s detekovatelné znadenou receptorovou chimérou a detekci zminéného
znaCeni. Oceni se, Ze jsou také pouZitelné imunoreaktivni frakce a imunoreaktivni analogy
chiméry. Termin ,,imunoreaktivni frakce* znamena jakoukoli doménu chimérniho antigenu, ktera
vykazuje ekvivalentni imunitni odpovéd’ na protilatku smérovanou proti receptorové chiméfe.
Termin ,,imunoreaktivni analog“ oznacuje protein, ktery se 1i$i od proteinu receptorové chiméry
Jjednou nebo vice aminokyselinami, ale ktery vykazuje ekvivalentni imunitni odpovéd’ na proti-
latku podle vynalezu.

,»Specificky rozpoznava a vaZe se“ znamen4, Ze protilatka rozpoznava a vaze se na polypeptid
chimérniho receptoru, ale substancidln€ nerozpoznéva a nevaZe se na odpovidajici molekuly ve
vzorku, napiiklad v biologickém vzorku.

»Autoimunitou generovana butika“ znamena buiiky produkujici protilatky, které reaguji s hosti-
telskou tkani nebo imunitnim efektorem T-lymfocyti, které jsou autoreaktivni; takové buiiky
obsahuji protilatky proti acetylcholinovym receptorim (vedouci, naptiklad k myasthenia gravis)
nebo protilatky proti DNA, proti erytrocytiim a proti destiCkdm (vedouci napiiklad k lupus
erythematosus).

»Terapeutickd buiika“ oznaCuje buiiku, ktera se transformovala chimérou podle vynalezu, takze
je schopnd rozpoznéavani a niCeni specifickych infekénich ¢astic, bunék infikovanych specific-
kymi &asticemi, nadoru nebo rakovinovych bun€k, nebo autoimunitou generovanych bunék;
piednostné jsou takové terapeutické buiiky buitkami hematopoietického systému.

,»Cilova infekEni Castice® oznaCuje jakoukoli infekéni astici (naptiklad virus, bakterii, protozoa
nebo houbu), ktera je rozpoznavéna terapeutickou buiikou nesouci chimérni receptor; ,,cilova
butika“ znali jakoukoli hostitelskou buiiku, ktera je rozpoznavana terapeutickou butikou nesouci
chimérni receptor; cilové buiiky zahrnuji, bez omezeni, hostitelské buiiky infikované virem, bak-
terii, protozoem nebo houbou, stejné jako nadorové nebo rakovinové buiiky a autoimunitou gene-
rované bunky.

»Extracelularni znamena, Ze alespofi doména molekuly je umisténa na buné&ném povrchu.
»Intracelularni“ znamena, Ze alespofi doména molekuly je umisténa v cytoplazmé terapeutické
butiky. ,, Transmembrdnovy®“ znamen4, Ze alespoii doména molekuly pteklenuje plazmatickou
membrénu. ,,Extracelularni doména®, ,,intraceluldrni doména“ a ,transmembranova doména“, jak
je zde oznafena, zahrnuje bo¢ni sekvence aminokyselin, které se rozsituji do sousednich bun&g-
nych kompartmenti.

»Oligomerizovat“ oznafuje komplexovat s jinymi proteiny za vytvoieni dimert, trimerd, tetra-
mert, nebo oligomert vy$Siho fadu. Takové oligomery jsou homooligomery nebo heterooligo-
mery. ,,Oligomerizujici doména“ oznacuje oblast molekuly, ktera fidi vytvafeni komplext (tzn.
oligomeri).

»Cytolyticky* znamena byt schopny destrukce butiky (naptiklad butiky infikované patogenem,
nadorové nebo rakovinové butiky, nebo autoimunitou generované buiiky) nebo byt schopny

v o r vz

destrukce infekéni ¢astice (napiiklad viru).
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»Virus imunodeficience® oznaCuje retrovirus, ktery v divoké formé& je schopen infikovat T4
builky hostitele primatu a ma virovou morfogenezi a morfologii charakteristickou pro podrodinu
lentivird. Termin bez omezeni zahrnuje vSechny varianty HIV a SIV, vletné HIV-1, HIV-2,
SIVmac, SIVagm, SIVmnd, SIVsmm, STVman, SIVmand a SIVcpz.

»Nezavisly na MHC* znamena4, Ze bunétna odpovéd’ nevyzaduje ptitomnost MHC t¥idy II anti-
genu na povrchu cilové buiiky.

»Funkéni derivat prevadgjici cytolyticky signal® oznaCuje funkéni derivat (jak je definovan vyse),
schopny Fizeni alespoii 10 %, 40 %, 70 %, nejlépe 90 % biologické aktivity divokého typu mole-
kuly. Jak se zde pouZiva, ,funkCni derivat prevadéjici cytolyticky signal“ signalizuje piimo tera-
peutické buiice znicit ¢astice nebo buiiky navazané na receptor (napiiklad v p¥ipadé intracelularni
chimérni receptorové domény), nebo nepfimo podporuje oligomerizaci s proteiny pievadgjicimi
cytolyticky signél terapeutické buiiky (napiiklad v pfipadé transmembranové domény). Takové
derivaty se testuji na ucinnost, napfiklad s pouzitim in vitro testli zde popsanych.

»Funk¢éni derivat vazajici HIV-obalku“ oznaCuje funkéni derivat (jak je definovan vyse),
schopny vézat obalkovy HIV protein. Funkéni derivaty se identifikuji za pouZiti in vitro testi zde
popsanych.

Terapeutickd administrace. Transformované buiiky podle pfedkladaného vynéalezu jsou pouzi-
telné pro terapii mnoZstvi chorob. Soucasné metody administrace transformovanych bunék zahr-
nuji adoptivni imunoterapie nebo terapie bunééného pienosu. Tyto metody umoZiiuji ndvrat
bun€k transformovanych imunitnim systémem do krevniho fe€i§té (Rosenberg, Sci. Am. 62
(kvéten 1990); Rosenberg et al., New. Engl. J. Med. 323, 570 (1990)).

Farmaceutické ptipravky podle vyndlezu se administruji jakémukoliv Zivo&ichovi, ktery vyzkousi

prospé€sné ucinky sloucenin podle vynalezu. Nejptednéjsi jsou lidé, atkoliv vynalez tak limitovan
neni.

Detailni popis, nejprve jsou popsany obrazky.

Struny popis obrazki. Obr. 1A ukazuje aminokyselinovou sekvenci v misté flize mezi CD4
(zbytky 1-369) a rliznymi receptorovymi fetézci (sekvence ID NOS: 28-31). PodtrZzen4 sekvence
ukazuje misto aminokyselin kédovanych v BamHI misté pouzivaném pro fuzni konstrukci.
Zacatek transmembranové domény je oznacen svislou ¢arou. Sekvence 1 je identické se sekvenci
€ na amino—konci, ale 1i8i se na karboxylovém konci (Jin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87,
3319-3323 (1990)). Obr. 1B ukazuje pritokovou cytometrickou analyzu povrchové exprese
CD4, CD4:(, CD4:y a CD4:n v CV1 buiikach. Buiiky byly infikovany virem exprimujicim CD4
chiméry nebo CD16p;, inkubované 9 hodin pfi 37 °C a barveny fykoerytrinem konjugovanym
anti CD4 Mab Leu3A.

Obr. 2 ukazuje povrchovou expresi CD16qy nasledujici po koinfekei samotnym CD161y, (tecko-
van€), nebo konfikovanym virem exprimujicim CD4:y (¢arkovang) nebo CD4:{ (nepferusovang).
Ridké tedkovani znadi buiiky infikované samotnym CD4:£, barvenym 3G8 (Fleit et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 79, 3275-3279 (1982)) (anti-CD16 Mab).

Obr. 3 ukazuje povrchovou expresi CD161y nésledujici po koinfekei viry exprimujicimi CD16qy
a nésledujici £ chiméry: CD4:{ (silné ¢ara), CD4:{ C11G (nepferuSovand); CD4:{ (Sarkovang);
CD4:C C11G/D15G (teckované); bez koinfekce (samotné CD16ry, Fidké te€kovani). Butiky byly
inkubovany s anti-CD16 Mab 3G8 a fykoerythrinem konjugovanym Fab’, kozimi protildtkami na
mysi IgG. Uroveti exprese chimér & byla v podstats identick pro rizné analyzované mutanty,
a koinfekce bunék viry exprimujicimi CD161y a £ chiméry nezménila znan& povrchovou
expresi chimér.
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Obr. 4A-D ukazuje zvySeni intracelularnich volnych vapenatych ionti po zesitovani mutantnich
chimér ¢ v linii T-lymfocyti. Jurkat E6 buiiky (Weiss et al., J. Immunol. 133, 123128 (1984))
byly infikovany rekombinantnim vaccinia virem a analyzovany prutokovou cytometrii. Uk4zané
vysledky jsou pro propusténou populaci CD4+, takZe analyzovény jsou pouze buiiky exprimujici
relevantni chimérni protein. Stiedni primér fialové k modré Indo—1 fluorescenci reflektuje intra-
celularni koncentraci volného vapniku v populaci jako celek a procenta respondujicich bunék
reflektujici frakci bunék presahujicich pfeduréeny prahovy pomér (stanoveny tak, Ze 10 % neu-
pravenych bunék je pozitivnich). Obr. 4A a Obr. 4B ukazuji Jurkat buiiky exprimujici CD4:¢
(nepferusovan€) nebo CD16:L (Carkované), které byly vystaveny anti-CD4 Mab Leu3A
(fykoerythrinovy konjugat), po zesitovéni s kozimi protilatkami na my$i IgG. Tetkované je
vyznadena odpovéd’ neinfikovanych bunék na anti-CD3 Mab OKT3. Obr. 4C a Obr. 4D ukazuji
Jurkat buriky exprimujici CD4:C D15G (nepferusované); CD4:{ C11G/D15G (Carkovang); nebo
CD4:£ C11G (teCkované), které byly upraveny a analyzovany jako na obr. 4A a 4B.

Obr. 5A-C ukazuje, ze CD4:(, CD4:n a CD4:y receptory umozni cytolytickym T-lymfocytim
(CTL) zabijet cile exprimujici HIV-1 gp120/41. Obr. 5A: plné krouzky, CTL exprimujici CD4:{
inkubované s HeLa butikami exprimujicimi gp120/41; prazdné krouzky, CTL exprimujici CD4:{
inkubované s neinfikovanymi HeLa burikami; plné &tverce, neinfikované CTL inkubované
s HeLa butikami exprimujicimi gp120/41; prazdné Ctverce, neinfikované CTL inkubované
s neinfikovanymi HeLa buiikami. Obr. 5B: plné krouzky, CTL exprimujici CD4:1 inkubované
s HeLa butikami exprimujicimi gp120/41; prazdné krouzky, CTL exprimujici CD4:y inkubované
s HeLa bufikami exprimujicimi gp120/41; prazdné ¢tverce, CTL exprimujici C11G/D15G dvojité
mutantni CD4:{ chiméru inkubované s HeLa buitkami exprimujicimi gp120/41. Obr. 5C: Priito-
kova cytometricka analyza CD4 exprese CTL pouZitymi na obr. 5B. Pro korekci poméru mezi
cilem a efektorem, procenta bun€k exprimujicich CD4 chiméru se urcila od€itanim stupnice
negativni (neinfikované) populace histogramovou superpozici; pro komparativni uéely v tomto
obrazku neinfikované buriky byly oznaCeny arbitrdlnim prahem, ktery dava zhruba stejnou frakci
pozitivai pro dalsi bunécné populace jako histogramové odeditani.

Obr. 6A-B ukazuje specifitu CD4-fizené cytolyzy. Obr. 6A: plné krouzky, CTL exprimujici
CD4:§ inkubované s HeLa buiikami exprimujicimi CD16p;, prazdné krouzky, CTL exprimujici
CD4 inkubované s HeLa buitkami exprimujicimi gp120; plné &tverce, CTL exprimujici CD16:£
inkubované s HeLa butikami exprimujicimi gp120/41; prazdné ¢tverce, CTL exprimujici CD16p;
inkubované s HeLa bufikami exprimujicimi gp120/41. Obr. 6B: plné krouzky, CTL exprimujici
CD4:¢ inkubované s Raji (MHC class II') buiikami; prazdné krouzky, neinfikované CTL buriky
inkubované s RJ2.2.5 (MHC class II" Raji mutant) buiikami; prazdné ¢tverce, CTL exprimujici
CD4:£ inkubované s RJ2.2.5 (MHC class II') buitkami. Potadnicové méfitko je zvétSeno.

Obr. 7A-B ukazuje charakterizaci CD16:{ chimérniho receptoru. Obr. 7A je schematicky dia-
gram CD16:C fazniho proteinu. Extraceluldrni doména fosfatidylinositolem vazané formy mono-
merniho CD16 byla pfipojena k dimémimu £ pravé externé s transmembrianovou doménou.
Proteinova sekvence vmisté fizniho spojeni je uvedena déle (sekvence ID NOS: 32, 33).
Obr. 7B ukazuje pritokovou cytometrickou analyzu mobilizace vapniku po zesitovani CD16:£
chiméry bud’ v TCR pozitivni nebo TCR negativni bunééné linie. Je ukazan stfedni pomér fialové
a modré fluorescence (méfitko relativni koncentrace vépenatych iontl) v bunééné populaci
vystavené protilatkdm v ¢ase 0. Plné tverce, odpovéd® Jurkat bunék na anti-CD3 Mab OKT3;
pIné trojuhelnicky, odpovéd” CD16:{ na anti-CD16 Mab 3G8 zesitovanim v REX33A TCR™
mutantu; prazdné Ctverce, odpovéd” CD16:( zesitovanim v Jurkat TCR™ mutantni linii
JRT3.T3.5; prazdné trojihelni¢ky, odpovéd CD16:C zesitovanim v Jurkat buiikach; kiizky,
odpovéd’ nechimérnich CD16 v Jurkat buiikach; te€ky, odpovéd’ nechimérnich CD16 v REX33A
TCR™ bunééné linii.
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Obr. 8A-B ukazuje dele¢ni analyzu cytolytického potencidlu. Obr. 8A ukazuje lokaci kone&ného
bodu & delece. Zde jako jinde mutace v £ jsou reprezentovany ptivodni zbytkovou konvenci zby-
tek—lokace—mutant, takZe napiiklad D66* oznauje nahrazeni Asp—66 terminanim kodénem.
Obr. 8B ukazuje vysledky cytolytickych testi nedeletované CD16:{ a vy¢nivajicich ¢ deleci.
Hybridomové buiiky exprimujici povrchové protilatky k CD16 byly vystaveny *'Cr a inkubovany
s nariistajicim poctem lidskych cytolytickych lymfocyth (CTL) infikovanych rekombinanty vak-
cinia viru exprimujicimi CD16:£ chiméry. Procenta uvolnéného *'Cr jsou vynesena jako funkce
poméru efektoru (CTL) k cilové (hybridomové) burice (e/t). Plné krouzky, cytolyza zprosttedko-
vané butikami exprimujicimi CD16:¢ (mfi 18.7); plné &tverce, cytolyza zprostiedkovana buiikami
exprimujicimi CD16:£ Asp66* (mfi 940.2); prazdné &tverce, cytolyza zprostiedkovana butikami
exprimujicimi CD16:§ Glu60* (mfi 16.0); prazdné krouzky, cytolyza zprostiedkovana buiikami
exprimujicimi CD16:¢ Tyr51* (mfi 17.4); plné trojihelnicky, cytolyza zprostfedkovana buiikami
exprimujicimi CD16: Phe34* (mfi 17.8); a prazdné trojohelniCky, cytolyza zprostiedkovana
butikami exprimujicimi nechimérni CD16 (mfi 591). Ackoliv vtomto experimentu exprese
CD16: Asp66* nebyla srovnatelna s ostatnimi fiznimi proteiny, cytolyza buiikami exprimuji-
cimi CD16:£ na ekvivalentni Grovni ve stejném experimentu dala vysledky v podstaté identické
s témi ukazanymi u bun¢k exprimujicich CD16: Asp66.

Obr. 9A-D ukazuje, Ze eliminace potencialu pro transmembranové interakce odhaluje kratky ¢
segment schopny zprostfedkovat cytolyzu. Obr. 9A je schematicky diagram monomernich bipar-
titnich a tripartitnich chimér. Nahote je CD16:C konstrukt ukon€eny u zbytku 56 a postradajici
transmembranové Cys a Asp zbytky. Dole jsou CD16:CD5:£ a CD16:CD7:£ konstrukty a odpo-
vidajici kontroly. Peptidové sekvence intracelularnich domén jsou ukazany niZe (sekvence ID
NOS: 35-37). Obr. 9B ukazuje cytolytickou aktivitu dele¢nich mutanti monomerni chiméry.
Cytolyticka aktivita bun¢k exprimujicich CD16:{ (plné krouzky; mfi 495) byla porovnana
s aktivitou bun€k exprimujicich CD16:0 Asp66* (plné c&tverce; mfi 527) nebo mutanty
CD16:£Cys11Gly/Asp15Gly/Asp66*, (prazdné Etverce; mfi 338) a CD16:LCys11Gly/Aspl5-
Gly/Glu60* (plné trojiihelnicky; mfi 259). Obr. 9C ukazuje cytolytickou aktivitu zprostiedkova-
nou tripartitnimi fiznimi proteiny. Plné trojuhelnicky, CD16:{ Asp66*; prazdné Ctverce,
CD16:5:£(48-65); plné Ctverce, CD16:7:£(48-65); prazdné trojihelnicky, CD16:7:£(48-59);
préazdné krouzky, CD16:5; plné krouzky, CD16:7. Obr. 9D ukazuje mobilizaci vapniku mutant-
nimi a tripartitnimi chimérami v TCR negativni Jurkat JRT3.T3.5 mutantni bun&né linii.
Prazdné krouzky, odpovéd’ bun¢k exprimujicich dimerni CD16:£Asp66*; plné Stverce, odpovéd’
bun€k exprimujicich CD16:Cys11Gly/Aspl15Gly/Asp66*; prazdné Etverce, odpovéd’ bungk
exprimujicich CD16:£Cys11Gly/Asp15Gly/Glu60*; plné trojihelni¢ky, odpovéd® bunék expri-
mujicich CD16:7:£(48-65); a prazdné trojuhelnicky, odpovéd’ bungk exprimujicich CD16:£(48—
59).

Obr. 10A-F ukazuje pfispévek jednotlivych aminokyselin k aktivité 18—zbytkového motivu pie-
vadéjiciho cytolyticky signal. Obr. 10A a 10B ukazuje cytolytickou aktivitu a Obr. 10C ukazuje
mobilizaci vapenatych iontd zprostiedkovanou chimérami nesoucimi budovou mutaci blizko
karboxyl-terminalniho tyrosinu (Y62). Obr. 10A a 10B prezentuji udaje ziskané na buiikach
exprimujicich nizké, respektive vysoké mnozstvi CD16:¢ faznich proteint. Pro mobilizaci vap-
niku a cytolytické testy jsou pouZzity stejné symboly, které jsou ukazany jako jednopismenny kod
vpravo. Plné krouzky, buiiky exprimujici CD16: (mfi v A, 21; B, 376); plné &tverce, buiiky
exprimujici CD16:7:£(48-65) (mfi A, 31; B, 82); prazdné &tverce, CD16:7:£(48-65)Glu60GIn
(mfi A, 3; B, 92); kiizky, CD16:7:((48-65)Asp63Ans (mfi A, 30; B, 74); plné trojuhelnicky,
CD16:7:6(48-65)Tyr62Phe (mfi A, 24; B, 88); prazdné krouzky, CD16:7:£(48-65)Glu61GIn
(mfi A, 20; B, 62); a prazdné trojihelni¢ky, CD16:7:£(48-65)Tyr62Ser (mfi B, 64). Obr. 10D a
10E ukazuje cytolytickou aktivitu a Obr. 10F ukazuje mobilizaci vapenatych iontd
zprostiedkovanou chimérami nesoucimi bodovou mutaci blizko amino-termindlniho tyrosinu
(Y51). Pro mobilizaci vapniku a cytolytické testy jsou pouZity stejné symboly, které jsou
ukazany vpravo. PIné krouzky, butiky exprimujici CD16:C (mfi v D, 21.2; v E, 672); piné &tver-
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ce, buiiky exprimujici CD16:7:£(48-65) (mfi D, 31.3; E, 179); plné trojuhelni¢ky, CD16:7:£(48-
65)Asn48Ser (mfi D, 22.4; E, 209); prazdné ¢tverce, CD16:7:£(48—-65)Leu50Ser (mfi D, 25.0; E,
142); a prazdné trojuhelnicky, CD16:7:£(48-65)Tyr51Phe (mfi D, 32.3; E, 294).

Obr. 11A-B ukazuje seskupeni vnitinich opakovéni  a porovnani jejich schopnosti podporovat
cytolyzu. Obr. 11A je schematicky diagram chimér tvofenych rozdé€lenim ¢ intracelularni
domény na tfetiny a pfi¢lenénim k transmembranové domén& CD16:7 chiméry. Sekvence intra-
celularnich domén jsou ukézany nize (sekvence ID NOS: 38-40), se zardmovanymi sdilenymi
zbytky a odpovidajicimi zbytky oznacenymi hvézdiCkou. Obr. 11B ukazuje cytolytickou silu tfi {
subdomén. Plné krouzky, buiiky exprimujici CD16:£ (mfi 476); plné &tverce, CD16:7:£(33-65)
(mfi 68); prazdné &tverce, CD16:7:£(71-104) (mfi 114); a plné trojihelni¢ky, CD16:7:5(104—
138) (mfi 104).

Obr. 12 je schematicky diagram CD16:FcRyII chimér.

Obr. 13A-B ukazuje mobilizaci vapniku nésledujici po zesitovani CD4:FcRyll a CD16:FcRyll
chimér. Obr. 13A ukazuje pomér fialové k modré fluorescenci emitované butikami vystavenymi
vidi vapniku senzitivnimu fluoforu Indo-1, vyjadieny jako funkce asu po zesitovani CD16
extracelularni domény s protilditkami. Obr. 13B ukazuje podobnou analyzu néardstu v poméru
fialové k modré fluorescenci bunék nesoucich CD4:FcRyll chiméry, po zesitovani s protilatkami.

Obr. 14A-B ukazuje cytolytické testy CD4:FcRyIl a CD16:FcRyIl chimér. Obr. 14A ukazuje
procenta °'Cr uvolnéného z anti-CD16 hybridomovych (cilovych) bunék po expozici bungk
vzristajicimu mnoZstvi cytotoxickych T-lymfocyti exprimujicich CD16:FcRyll chiméry (efekto-
rové buiiky). Obr. 14B ukazuje podobnou analyzu cytotoxicity zprostfedkované CD4:FcRyll
chimérami proti cilovym buiikam exprimujicim HIV obalkové glykoproteiny.

Obr. 15A-E ukazuje identifikaci zbytkd v A okraji FcRyll, které jsou dileZité pro cytolyzu.
Obr. 15A je schematicky diagram dele¢nich konstrukt. Obr. 15B a 15C ukazuje mobilizaci vap-
niku a cytolyzu u variant s karboxyl-terminalnimi delecemi CD16:FcRyIl A. Obr. 15D a 15E
ukazuje mobilizaci vapniku a cytolyzu tripartitnimi chimérami nesoucimi postupné méné od
amino—konce z intracelularniho kraje CD16:FcRyIl A.

Obr. 16 (sekvence ID NO: 24) ukazuje aminokyselinovou sekvenci CD3 delta receptorového
proteinu; ordmovana sekvence predstavuje preferovanou doménu prevadéjici cytolyticky signal.

Obr. 17 (sekvence ID NO: 25) ukazuje aminokyselinovou sekvenci T3 gama receptorového pro-
teinu; oramovana sekvence piedstavuje preferovanou doménu pievadéjici cytolyticky signal.

Obr. 18 (sekvence ID NO: 26) ukazuje aminokyselinovou sekvenci mb 1 receptorového proteinu;
oramovana sekvence pfedstavuje preferovanou doménu prevadéjici cytolyticky signal.

Obr. 19 (sekvence ID NO: 27) ukazuje aminokyselinovou sekvenci B29 receptorového proteinu,
oramovana sekvence pfedstavuje preferovanou doménu pievadéjici cytolyticky signal.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Konstrukce chimér lidsky IgG1:receptor. Sekvence tézkého fetézce lidského IgG byly pripraveny
spojenim sekvenci v Cy3 doméné s cDNA fragmentem odvozenym od 3'-konce transmembra-
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nové formy mRNA protilatky. 3'-Koncovy fragment se ziskal reakci fetézové polymerazy s
pouzitim tonsilové cDNA knihovny jako substratem a oligonukleotidd o sekvencich:

CGC GGG GTG ACC GTG CCC TCC AGC AGC TTG GGC (sekvence ID NO: 7) a
CGC GGG GAT CCG TCG TCC AGA GCC CGT CCA GCT CCC CGT CCT GGG
CCT CA (sekvence 1D NO: 8),

odpovidajicich 5'—, respektive 3'-konciim Z&danych DNA fragmentd. 5'-Oligonukleotid je

~ komplementirni k mistu Cyl domény lidského IgGl a 3'—oligonukleotid je komplementarni

k mistu 5'-sekvence kodujicimu doménu membranového rozpéti. PCR produkt se §tépil BstXI
a BamHI a ligoval mezi BstXI a BamHI misty semisyntetického genu IgG1 protilatky nesouciho
variabilni a konstantni oblasti. Po inzerci BstXI k BamHI fragmentu, amplifikované domény
konstruktu byly nahrazeny az k Smal mistu Cy3 restrikéni zdménou fragmenti, takZe pouze
doména mezi Smal mistem a 3'—oligonukleotidem byla odvozena z PCR reakce.

K vytvofeni lidského IgG1:£ chimérniho receptoru, t€Zky fet€zec genu koncici v mist¢ BamHI se
spojil s BamHI mistem & chiméry popsané niZe, takZe protilatkové sekvence vytvofily extra-
celularni doménu. Priitokova cytometrie COS bunék transfektovanych s plazmidem kédujicim
chiméru ukéazala vysokou tiroveti exprese protilatkovych determinantl, kdyZ se lehky fetézec
cDNA kédujici expresi plazmidu kotransfektoval, a mirnou expresi protilatkovych determinantt,
kdyz plazmid exprese lehkého fetézce nebyl pritomen.

Podobné chiméry véetné lidskych IgG1 fazujici s ) nebo y (viz niZe), nebo jakékoli signal preva-
d&jici domény proteinu receptoru T-lymfocyti nebo Fc receptoru se obecné konstruuji, jak je
popsano vyse, za pouZiti standardnich technik molekularni biologie.

K vytvoreni jednoduché transkripéni jednotky, kterd by umoznila expresi jak tézkych, tak leh-
kych fetézch z jednoduchého promotoru, ze sekvenci kédujicich t€Zky a lehky fetézec se vytvoril
plazmid kédujici bicistronovou mRNA, a 5'-nepteloZzend doména mRNA kédujici 78kD protein
regulovany glukézou, jinak zndmy jako grp78, nebo BiP. grp78 sekvence se ziskaly pomoci PCR
z lidské genomové DNA s pouzitim primerii o sekvencich:

CGC GGG CGG CCG CGA CGC CGG CCA AGA CAG CAC (sekvence 1D NO: 9) a
CGC GTT GAC GAG CAG CCA GTT GGG CAG CAG CAG (sekvence 1D NO: 10)

na 5'—, respektive 3'—konci. Polymerazové fetézové reakce s témito oligonukleotidy se provadély
v pfitomnosti 10% dimethylsulfoxidu. Fragment ziskany PCR se $tépil Notl a HinclI a zaclenil
mezi Notl a Hpal mista po proudu sekvenci kédujicich lidsky IgG1l. Sekvence kédujici cDNA
lidského IgG1 kapa lehkého fetézce se pak zaclenily po proudu od grp78 vodice, s pouzitim
Hincll mista a dalSich mist ve vektoru. Plazmid exprese, ziskany témito manipulacemi se skladal
ze semisyntetického genu t&Zkého fetézce, nasledovaného vodicimi grp78 sekvencemi, nasledo-
vanymi cDNA sekvencemi kapa lehkého fetézce a polyadenylaénimi signaly odvozenymi od
SV40 DNA fragmentu. Ve srovnani s transfekei plazmidu kodujiciho determinanty samotného
t&zkého fetdzce, dala transfekce COS bungk s plazmidem exprese znatné zlepSenou expresi
determinanti tézkého fetézce.

K vytvofeni bicistronového genu zahrnujiciho chiméru tézky fetézec/receptor a lehky retézec,

sekvence proti proudu tézkého fetézce se nahradi jakymkoli chimérnim téZky fetézec/receptor
genem zde popsanym.
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Priklad 2

Konstrukce CD4 receptorovych chimér. Lidské £ (Weissman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85, 9709-9713 (1988b)) a y (Kiistner et al., J. Biol. Chem. 265, 6448-6452 (1990)) ¢ DNA byly
izolovany polymerazovou fetézovou reakei z knihoven pfipravenych z niddorové bunétné linie
HPB-ALL (Aruffo et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 8573-8577 (1987b)) a z lidskych pfiro-
zenych zabijedskych bungk, zatimco n cDNA (Jin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 3319~
3323 (1990)) byla izolovana z kufeci thymocytové knihovny. , m, a v cDNA se pfipojily
k extracelularni domén& manipulované formy CD4 obsahujici BamHI misto pravé po proudu
domény pieklenujici membranu (Aruffo et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 8573-8577
(1987b); Zettlmeiss! et al., DNA Cell Biol. 9, 347-353 (1990)), ktera se pfipojila k BamHI mistu
ptirozeng se vyskytujicimu v £ a 1 cDNA v podobné lokaci n&kolik zbytkd po proudu domény
preklenujici membranu (sekvence ID NOS: 1, 3, 4 a 6). K vytvoreni fizniho proteinu s y, BamHI
misto se vytvofilo v pfiblizng stejné lokaci (obr. 1; sekvence ID NO: 2 a 5). Genové fuze se
zadlenily do plazmidu exprese vakcinia viru, nesouciho E. coli. gpt gen jako selektabilni marker,
a zatlen&ného do genomu vakcinia WR vlakna homologni rekombinaci a selekci pro riist
v kyseliné mykofenolové (Falkner et al., J. Viro. 62, 1849-1854 (1988); Boyle et al., Gene 65,
123-128 (1988)). Pritokova cytometricka analyza ukazala, Ze vakcinia rekombinanty fidi nad-
byte¢nou produkci CD4:{ a CD4:y fhznich proteinii na bunééném povrchu, zatimco exprese
CD4:m je podstatng slabsi (Obr. 1B). Druhé zjidténi je v souladu s neddvnou zpravou, Ze trans-
fekce plazmidu exprese n cDNA do kufeci hybridomové bunééné linie dalo podstatnd niZsi
expresi neZ transfekce srovnatelného plazmidu { exprese (Clayton et al., J. Exp. Med. 172,
1243-1253 (1990)). Imunoprecipitace bunék infikovanych vakcinia rekombinanty ukézala, Ze
fiizni proteiny tvofi kovalentni dimery, na rozdil od pfirozené se vyskytujiciho CD4 antigenu.
Molekulové hmoty monomernich CD4:( a CD4:y fuznich proteinti a nativni CD4 byly zjistény
63, 55 a 53 kD. Vy33i hmoty faznich proteini jsou pfiblizné v souladu s vétsi délkou intracelu-
larni domény, ktera ptesahuje délku nativni CD4 o 75 (CD4: ) nebo o 5 (CD4:y) zbytkil.

Priklad 3

CD4 chiméry mohou asociovat s jinymi receptorovymi fetézci. Exprese na bunéném povrchu
lidské formy FeyRIII (CD167y) makrofagu/piirozené zabijeCské builky na tansfektantech je
usnadnéna kotransfekei s kufecim (Kurosaki et al., Nature 342, 805-807 (1989)) nebo lidskym
(Hibbs et al., Science 246, 1608-1611 (1989)) v, stejné jako lidskym C (Lanier et al., Nature 342,
803-805 (1989)).

V souladu s touto zpravou, exprese chimér také umozZituje povrchovou expresi CD16rmy, kdyZ je
dodan cilovym buiikam bud’ kotransfekei nebo koinfekci rekombinantnimi vakcinia viry (Obr.2).
Podpora CD16py povrchové exprese § byla vyraznéjsi nez podpora y (Obr. 2) ve studovanych
bun&énych liniich, zatimco nativni CD4 nezlepsila povrchovou expresi CD16my.

Priklad 4

Asp ¢ mutanti nekoasociuji s Fc receptorem. Pro vytvofeni chimér, které neasociuji s existujicim
antigenem nebo Fc receptorem, se pfipravily mutantni { fuzni proteiny, které postradaji bud’
intramembranovy Asp nebo intramembranovy Cys zbytek, nebo oba. Pritokova cytometrie uka-
zala, Ze intenzita exprese na buné¢ném povrchu riznymi mutantnimi chimérami nebyla znac¢né
rozdilnd od nemutovaného prekurzoru, a imunoprecipitaéni experimenty ukazaly, Ze celkova
exprese chimérami byla podobna. Jak se ofekavalo, mutantni chiméry postradajici transmembré-
novy cysteinovy zbytek, nevytvafely disulfidicky vdzané dimery. Dvé mutantni chiméry postra-
dajici Asp nebyly schopné podpofit povrchovou expresi CD16™, zatimco monomerni chiméry
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postradajici Cys ale nesouci Asp, umoznily koexpresi CD161y, ale s nizsi G¢innosti nez parente-
ralni dimer (Obr. 3).

Priklad 5

Mutantni receptory zachovavaji schopnost iniciovat vapnikovou odpovéd’. Pro urCeni, zda zesi-
tovani faznich proteini umoZni akumulaci volného intracelularniho vépniku podobnym zpiso-
bem jako zndmy antigenovy receptor T-lymfocytii, buiiky leukemické linie lidskych
T-lymfocyti, Jurkat E6 (ATCC Accessior Number TIB 152, American Type Culture Collection,
Rockville, MD) byly infikovany vakcinia rekombinanty a po zesitovani extracelularni domény
s protilatkami se zméfila relativni koncentrace cytoplazmového vapniku. Priitokova cytometrickd
méfeni se provad€la sbuiikami vystavenymi na vapnik senzitivnimu barvivu Indo-1
(Grynkiewicz et al., J. Biol. Chem. 260, 33403450 (1985); Rabimovitch et al., J. Immunol. 137,
952-961 (1986)). Obr. 4A-D ukazuje vysledky vapnikovych priitokovych experimenti
s butikami infikovanymi CD4:( a Asp™ a Cys mutanty . Zesifovani chimér reprodukovatelné
zdvihlo intracelularni vapnik. CD4:n a CD4:y podobné umoznily akumulaci intracelularniho vép-
aviak zesit'ovani nativni CD4 v pfitomnosti nebo nepiitomnosti CD16:£ nezménilo Groveri intra-
celularniho vapniku (Obr. 4A-B).

Ptiklad 6

CD4:&, n a y chiméry zprostfedkovavaji cytolyzu cilii exprimujicich HIV gp120/41. Pro urleni,
zda chimémi receptory spousti cytolytické efektorové programy, vytvoiil se modelovy cil:efektor
systém zaloZeny na CD4 rozpoznavani HIV obéalkového gp120/41 komplexu. HeLa buiiky se
infikovaly rekombinantnimi vakcinia viry exprimujicimi gp120/gp41 (Chakrabarti et al., Nature
120, 535-537 (1986); Earl et al., J. Virol. 64, 2448-2451 (1990)) a znacily *1Cr. Zna&ené buiiky
se inkubovaly s buiikami lidské allospecifické (CD4", CD4") cytotoxické T-lymfocytové linie,
ktera byla infikovana vakcinia rekombinanty exprimujicimi CD4:(, CD4:m nebo CD4:y chiméry,
nebo CD4:{cys1Gly:Aspl5Gly dvojitou mutantni chiméru. Obr. SA-C ukazuje Ze HeLa buiiky
exprimujici gp120/41 se specificky lyzovaly cytotoxickymi T-lymfocyty (CTL) exprimujicimi
CD4 chiméry. Neinfikované HeLa buriky nebyly zaméfovany CTL vyzbrojenymi CD4:{ chimé-
rami, a HeLa butiky exprimujici gp120/41 nebyly rozpoznavany neinfikovanymi CTL. Pro srov-
nani G&innosti riznych chimér, poméry mezi efektorem a cilem se korigovaly na frakci CTL
exprimujici CD4 chiméry a na frakci HeLa bunék exprimujicich gp120/41, jak se méfilo priito-
kovou cytometrii. Obr. 5C ukazuje cytometrickou analyzu CD4 exprese CTL uZzitych v experi-
mentu cytolyzy na obr. 5A a 5B. Ackoli stfedni hustota povrchové CD4:( velmi pfevazovala
sttedni hustotu CD4:n, cytolytické i¢innosti bunék exprimujicich obé formy byly podobné.
S korekei na frakei cilii exprimujicich gp120, je G¢innost cytolyzy zprostfedkované CD4:{ a
CD4:n proteiny srovnatelnd s nejlep§imi uinnostmi uvadénymi pro specifické pary T-
lymfocytovy receptorovy cil:efektor (stfedni pomér efektor k cili pro 50% uvolnéni T-lymfocyti
exprimujicich CD4:E byl 1,9 & 0,99, n = 10). CD4:y fize byla mén¢€ aktivni, stejné jako CD4:(
fuze bez transmembranovych Asp a Cys zbytkil. Nicméné v obou pfipadech byla pozorovana
signifikantni cytolyza (Obr. 5B-C).

Pro ovéfeni moZnosti, Ze infekce vakcinii miZe vyvolat artefaktudlni rozpoznani CTL, podobné
cytolytické experimenty se provadély s cilovymi butikami infikovanymi vakcinia rekombinanty
exprimujicimi fosfatidylinositolem vazané formy CD16 (CD16p;) a znacené *1Cr, a s CTL infiko-
vanymi kontrolnimi rekombinanty exprimujicimi bud’ C16p;, nebo CD16:£. Obr. 6A ukazuje Ze
T-lymfocyty exprimujici non—-CD4 chiméry nerozpoznavaji nativni HeLa buiiky exprimujici
gp120/41, a T-lymfocyty exprimujici CD4 chiméry nerozpoznavaji HeLa buiiky exprimujici jiné
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vakcinia—kédované povrchové proteiny. Navic, CTL exprimujici non—chimémi CD4 nelyzuji
podstatné HeLa buiiky exprimujici gp120/41 (Obr. 6A).

Ptiklad 7

Buriky nesouci MHC tiidy II nejsou cilem pro chiméry. CD4 pravdépodobné interaguje
s nepolymorfni sekvenci exprimovanou MHC antigenem II tfidy (Gay et al., Nature 328,
626629 (1987); Sleckman et al., Nature 328, 351-353 (1987)). Ackoliv specificka interakce
mezi CD4 a antigenem t¥idy II nikdy nebyla dokumentovana s ¢iSténymi proteiny, za uréitych
podminek adheze mezi butikami exprimujicimi CD4 a builkami exprimujicimi molekuly tidy II
se miZe demonstrovat (Doyle et al., Nature 330, 256-259 (1987); Clayton et al., J. Exp. Med.
172, 1243-1253 (1990); Lamarre et al., Science 245, 743-746 (1989)). Déle se zkoumalo, zda se
muzZe detekovat zabijeni proti buitkdm nesoucim antigen tfidy II. Obr. 6B ukazuje, Ze neni speci-
ficka cytolyza fizena CD4:{ proti Raji linii B-lymfocyti, které exprimuji nadbyte¢ny antigen
tiidy II. Ackoliv mirna cytolyza (= 5 %) se pozoruje, tiida II negativni Raji mutant, RJ2.2:5,
(Accolla, J. Exp. Med. 157, 1053-1058 (1983) ukazuje podobnou citlivost jako Raji buriky inku-
bované s neinfikovanymi T-lymfocyty.

Ptiklad 8

Sekvenéni pozadavky pro indukci cytolyzy zeta fetézcem antigenu T-lymfocyt/Fc receptor.
Agkoliv chiméry mezi CD4 a £ mohou vyzbrojit cytotoxické T-lymfocyty (CTL) ke zniCeni
cilovych bunék exprimujicich HIV gp120, alternativné k CD4 se hledalo srovnani vlastnosti zeta
chimér za¢lenénych do lidské linie T-lymfocytt. Takové linie exprimuji CD4 a znesnadiiuji spe-
cifické definovani vztahu mezi typem a stupném mobilizace vépniku a cytolytickym potencidlem
riznych chimér. Po ptekonéni tohoto, se vytvofily chiméry mezi { a CD16, ve kterych extra-
celularni doména CD16 se véZe na transmembranovou a intracelularni sekvenci £ (Obr. 7A).
Genové fuze se zallenily do plazmidu exprese vakcinia.viru nesouciho E. coli gpt gen jako
selektabilni marker a zavedly do genomu WR vlakna vakcinia homologni rekombinaci a selekci
na rist v mykofenolové kyseling (Falkner a Moss, J. Virol. 62, 1849 (1988); Boyle a Coupar,
Gene 65, 123 (1988)).

Linie T-lymfocyti se infikovaly vakcinia rekombinanty a po zesit'ovani extracelularnich domén
s protilatkami se méfila relativni koncentrace cytoplazmovych volnych vapenatych ionti. Jak
spektrofluorometrické (objemnad populace), tak pritokové cytometrické (jednotlivé buiiky)
méfeni se provadéla s buitkami vystavenymi barvivu Indo-1 (Grynkiewicz et al., J. Biol. Chem.
260, 3440 (1985); Rabinovitch et al., J. Immunol. 137, 952 (1986)). Obr. 7B ukazuje analyzu
idajb ziskanych z bunék Jurkat leukemie lidské T-lymfocytové linie infikované vakcinia rekom-
binanty exprimujicimi CD16:¢ fizni protein. Zesitovani chimér reproducibilné zvySovalo intra-
celularni vapnik, zatimco podobné manipulovani s bufikami exprimujicimi nechimérni CD16
mélo maly nebo zadny efekt. Kdyz se chiméra exprimovala v mutantni buné¢né linii bez anti-
genového receptoru, bud’ REX33A (Bretmeyer et al., J. Immunol. 138, 726 (1987); Sancho et al.,
J. Biol. Chem. 264, 20760 (1989)), nebo Jurkat mutant JRT3.T3.5 (Wess et al., J. Immunol. 135,
123 (1984)), pozorovala se silna odezva na zesitovani CD16 protilatky. Podobné udaje se ziskaly
na REX20A (Bretmeyer et al., supra, 1987; Blumberg et al., J. Biol. Chem. 265, 14036 (1990))
mutantni bunééné linii a CD3/Ti negativni mutantni Jurkat buné¢né linii zavedené v této labora-
tofi. Infekce rekombinanty exprimujicimi CD16:£ neobnovuji odpovéd’ na anti~CD3 protilatku,
ukazuji tak, Ze fizni protein neptisobi uvolnéni intracelularnich fetézci CD3 komplexu.

Pro zhodnoceni schopnosti chimér piesmérovat burikami zprostrfedkovanou imunitu, CTL se infi-
kovaly vakcinia rekombinanty exprimujicimi CD16 chiméry a uZily ke specifické lyzy hybrido-
movych bunék exprimujicich na membranu vazané anti-CD16 protilatky. Tento test je rozsife-
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nim testu hybridomové cytotoxicity ptivodn& vyvinutého pro analyzu efektorovych mechanizmi
bunék nesoucich Fc receptory (Graziano a Fanger, J. Immunol. 138, 945 (1987); Graziano a
Fanger, J. Immunol. 139, 35-36 (1987); Shen et al., Mol. Immunol. 26, 959 (1989); Fanger et al.,
Immunol Today 10, 92 (1989)). Obr. 8B ukazuje, Ze exprese CD16:( v cytotoxickych T-lymfo-
cytech umoZiuje vyzbrojenym CTL znidit 3G8 (anti-CD16; Fleit et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 79, 3275 (1982)) hybridomové buiiky, zatimco CTL exprimujici fosfatidylinositolem véza-
nou formu CD16 jsou neaktivni. CTL vyzbrojené CD16:( také nezabijeji hybridomové buiky
exprimujici irelevantni protilatku. v

Pro identifikaci minimalni { sekvence nutné pro cytolyzu, se pfipravily série delegnich mutantd,
ve kterych se postupné z karboxylového konce odstranilo vice z ¢ intraceluldrni domény
(Obr. 8A). Vétsina intraceluldrni domény zeta se miZe odstranit s malymi disledky pro cytoly-
ticky potencidl; plna délka chiméry CD16:{ je v podstaté rovna v Gidinnosti chiméte deletované
ke zbytku 65, CD16:{Asp66* (Obr. 8B). Podstatny pokles cytotoxicity se pozoroval pfi deleci ke
zbytku € 59 (chiméra CD16:£Glu60*) a dalii delece ke zbytku 50 vytstily v jests mensi aktivitu.
Nicméné Gplna ztrata aktivity se nepozorovala, i kdy intracelularni doména se redukovala na tfi—
zbytkové transmembranové ukotveni (Obr. §B).

Protoze C je disulfidicky vazany dimer, jedno vysvétleni pro retenci cytolytické aktivity bylo, ze
endogenni & vytvafela heterodimery s chimérni § deleci, tak uchovavaji aktivitu. Pro ovéfeni této
ideje, £ zbytky 11 a 15 se zménily z Asp na Cys, respektive Gly (Cys11Gly/Asp15Gly)
a imunoprecipitace se provedla podle nasledujiciho. P¥iblizné 2 x 10° CV1 bungk se infikovalo
jednu hodinu v séru zbaveném DME médiu rekombinantni vakcinii pfi multiplicit$ infekce (moi)
nejméné deset. Sest aZ osm hodin po infekei se buiiky oddglily z misticek ptisobenim PBS/ImM
EDTA a povrchové znadily 0,2 mCi I, na 2 x 10° bungk s pouzitim laktoperoxidazy a H,0,
metodou podle Clarka a Einfelda (Leukocyte Typing II, str. 155-167, Springer—Verlag, NY,
1986). ZnaCené builky se centrifugovaly a lyzovaly v 1% NP—40, 0,1% SDS, 0,15M NaCl,
0,05M Tris, pH 8,0, 5SmM MgCl,, 5SmM KCl, 0,2M jodacetamid a 1mM PMSF. Jadra se odstra-
nila centrifugaci, CD16 proteiny se imunoprecipitovaly s protilatkou 3G8 (Fleit et al., supra,
1982; Medarex) a anti-mysi IgG agar6zou (Cappel, Durham, NC). Vzorky se délily elektrofore-
ticky v 8% polyakrylamidovém SDS gelu za neredukujicich podminek nebo na10% gelu za redu-
kujicich podminek. Tato imunoprecipitace potvrdila, ¢ CD16:(, Cys11Gly/Asp15Gly chiméra
neasociuje v disulfidicky vazané dimerni struktute.

Takeé se testovala cytolyticka aktivita mutantnich receptorii. Mutované chiméry deletované ke
zbytku 65 (CD16:§ Cys11Gly/Asp15Gly/Asp66*) byly, v zavislosti na podminkach testu, dva az
osmkrat méné aktivni pfi cytolytickém testu neZ srovnatelné nemutované chiméry
(CD16:CAsp66*), coz bylo obvykle vramci faktoru dvé, nebo nerozlisitelné v aktivits od
CD16:C (Obr. 9B). SniZeni aktivity mutantnich chimér je srovnatelné s poklesem pozorovanym
u CD4 chimér podobné struktury (viz vy3e) a je nejpravdépodobngji zpiisobeno niz$i téinnosti €
monomert ve srovnani s dimery. Oproti tomu Asp, Cys” mutované chiméry deletované ke
zbytku 59 nemély Zadnou cytolytickou aktivitu (Obr. 9B), coz potvrzuje hypotézu, ze asociace
s jinymi fetézci zprostfedkovana transmembranovymi Cys a/nebo Asp zbytky je zodpovédna za
slabou perzistenci cytolytické aktivity p¥i delecich vice zbytki aminového konce ne¥ 65.

Studie pritokové cytometrie ukédzaly, Ze dele¢ni mutanty postradajici transmembranové Asp
nebo Cys zbytky mohou stéle zpiisobovat nariist volnych intracelularnich vapenatych iontd
v odpovédi na zesit'ovani protilatek v TCR™ mutantni Jurkat bunééné linii (Obr. 9D). Podobné
vysledky se ziskaly pro chiméry exprimované v rodilovské Jurkat linii. V ptipadé¢ CD16:(
Cys11Gly/Asp15Gly/Glu60* tyto tidaje demonstruji, Ze schopnost zprostfedkovat véapnikovou
odpoveéd’ miiZe byt mutantné separovana od schopnosti podporovat cytolyzu.

Pro konecnou eliminaci moZného pfispéni { transmembranového zbytku, transmembranové
a prvnich 17 cytoplazmovych zbytki £ se nahradilo sekvencemi kédujicimi membranové pnuti
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aprvnich 14 nebo prvnich 17 cytoplazmovych zbytki CD5 nebo CD7 antigeni, respektive
(Obr. 9A). Vysledné tripartitni fazni proteiny CD16:5:£(48-65) a CD16:7:£(48-65) netvofily
disulfidicky véAzané dimery jako jednodussi CD16:C chiméry, protoze postradaly cysteinovy
zbytek v { transmembranové doméné. Obé tripartitni chiméry byly schopné mobilizovat vapnik
a Jurkat a TCR negativnich bunéénych liniich (Obr. 9D) a zptisobit cytolytickou odpovéd’ v CTL
(Obr. 9C a 1daje neuddvané). Nicméné zkraceni { domény na zbytek 59 v chiméfe
CD16:7:£(48-65) rusi schopnost tripartitni fuze fidit vapnikovou odpovéd’ v TCR pozitivnich
nebo negativnich Jurkat buiikach nebo cytolyzu v maturovanych CTL (Obr. 9C a 9D a udaje
neudavané). :

Pro ovéfeni pfispévku individudlnich zbytki v rdmci 18-zbytkového motivu, se pfipravilo mnoz-
stvi mutantnich variant mistné fizenou mutagenezi a hodnotila se jejich schopnost zprostiedkovat
receptoroveé fizené zabijeni za podminek nizké (Obr. 10A a 10D) nebo vysoké (Obr. 10B a 10E)
exprese chimérniho receptoru. Obr. 10A-F ukazuje, Ze zatimco mnoZstvi relativné konzervativ-
nich substituci (tzn. nahrazeni kyselinovych zbytki jejich amidy, nebo tyrosinu fenylalaninem),
které preklenulo zbytky 59 az 63, poskytlo primérny kompromis cytolytické G€innosti, obecnd
varianty zachovaly schopnost mobilizovat vapnik. Nicmén¢ souborné tyto zbytky zahrnuji dile-
Zity submotiv, nebot’ jejich delece eliminuje cytolytickou aktivitu. Konverze Tyr 62 bud’ na Phe
nebo Ser eliminovala jak cytotoxickou, tak vapnikovou odpovéd’. Na amino—konci 18—zbytko-
vého segmentu, nahrazeni Tyr 51 Phe zrusilo jak mobilizaci vapniku, tak cytolytickou aktivitu,
zatimco substituce Leu Ser v poloze 50 eliminovala vapnikovou odpovéd s pouze Easteénym
zmenSenim cytolyzy. Bez navaznosti na podrobnou hypotézu se predpoklada, Ze neschopnost
Leu50Ser mutantu mobilizovat vapnik v kratkém terminu pritokového cytometrického testu
neodraZi plné jeho schopnost zprostfedkovat podstatny nartist volnych intracelularnich vapena-
tych ionti b&hem delsiho ¢asu cytolytického testu. Nicméné, na vapnik necitliva cytolyticka akti-
vita byla popséana pro né€které linie cytolytickych T-lymfocyti a moznost, Ze podobny jev popi-
suji dosazené vysledky, neni vyloucena. Nahrazeni Asn48 Ser ¢asteéné zmenSuje cytotoxicitu
v nékterych experimentech, zatimco v jinych ma pouze maly efekt.

Pro studium potencialni role piebytecnych sekvencnich elementi, se intracelularni doména £
rozdélila na tfi segmenty, preklenujici zbytky 33 az 65, 71 az 104 a 104 az 138. Kazdy z téchto
segmentti se pfipojil na CD16:CD7 chiméru prostfednictvim Mlul mista zavedeného pravé
distalng k zakladni membranu kotvici sekvenci intracelularni domény CD7 (viz nize; Obr. 11A).
Srovnani cytolytické tcinnosti tii elementl ukazalo, Ze jsou v podstaté rovnocenné (Obr. 11B).
Sekvenéni srovnani (Obr. 11A) ukazuje, Ze druhy motiv nese jedenact zbytki mezi tyrosinem,
zatimco prvni a tfeti motiv nesou deset.

Ackoliv precizni vysvétleni procesu aktivace T-lymfocytl nebylo provedeno, je ziejmé, Ze agre-
gace antigenového receptoru, nebo receptoru chiméry, kterd nese { intracelularni sekvence,
spousti mobilizaci vapniku, uvolnéni cytokinu a granuli a objeveni se markert aktivace na buné¢-
ném povrchu. Aktivni misto £, kratka linearni peptidova sekvence, pravdépodobné pfili§ mala
pro vlastni enzymovou aktivitu, pravdépodobn¢ interaguje s jednim, maximalné nékolika protei-
ny za zprostfedkovani celularni aktivace. Je také ziejmé, Ze mobilizace volného vapniku neni
sama o sobé dostaujici pro bunécnou aktivaci, nebot’ schopnost zprostiedkovat cytolyzu miize
byt mutaéné separovana od schopnosti zprostfedkovat akumulaci vapniku., -

Jak se zde ukazuje, adice 18 zbytkt z intracelularni domény £ na transmembranovou a intracelu-
larni doménou dvou nezavislych proteinii umoZiiuje vyslednym chiméram pfesmérovat cytolytic-
kou aktivitu proti cilovym buiikdm, které se vaZou na extracelularni doménu fiznich proteind.
Ackoliv chiméry nesouci 18-zbytkovy motiv jsou pfibliZné osmkrat méné aktivni neZ chiméry
zaloZené na § o plné délce, redukovana aktivita se pficita ztraté transmembranovych interakci
které normalné umoziuji divokému typu § tvofit disulfidicky vazané dimery. To znamen4, Ze
dele¢ni konstrukty, které maji stejny karboxylovy konec jako motiv a postradaji transmembra-
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nové Cys a Asp zbytky, typicky vykazuji lehce niz$i aktivitu nez chiméry nesouci pouze
18 zbytkovy motiv.

lment etk bompetence, Ky e e amély. i iy B e e

threonin, omezujici moZny piispévek fosforylace k aktivité. Mutace jednotlivého tyrosinu niéi
aktivitu, nicméné, ackoliv pfedb&zné experimenty neukazuji na podstatnou tyrosinovou fosfory-
laci po zesitovani antigenti chimerniho povrchu nesoucich 18—zbytkovy motiv, mozZna partici-
pace takové fosforylace na nizké irovni nemiiZe byt vylou¢ena. Navic k efektim zaznamenanym
u dvou tyrosinovych zbytkl, mnoZstvi nahrazeni aminokyselin na aminovém a karboxylovém
konci motivu oslabuje aktivitu za podminek nizké hustoty receptort.

Sekvence podobné aktivnimu motivu £ jsou nachdzeny v cytoplazmovych doménach nékolika
dal$ich transmembranovych proteind, véetné CD3 8 a y fetézct vysokoafinitniho IgE receptoru
FceRI (Reth, Nature 338, 383 (1989)). Ackoliv funkce téchto sekvenci neni jista, pfi uginné
expresi mize kazda byt schopna autonomni aktivace T-lymfocyti, a takova aktivita vysvétluje
rezidualni TCR odpovéd’ pozorovanou v mutované bunééné linii zeta-negativni (Sussman et al.,
Cell 52, 85 (1988)).

€ Sama o sobé nese tfi takové sekvence, pfiblizné rovnomérné rozlozené a hruba trisekce intra-
celularni domény ukazuje, Ze kazda je schopna iniciovani cytolytické odpovédi. n, spletena izo-
forma & (Jin et al., viz vySe, 1990; Clayton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 5202 (1991)),
postrada karboxylovou ptilku prvniho motivu. ProtoZze odstranéni karboxylové pulky prvniho
motivu ni¢i aktivitu, ukazuje se pravd€podobné, Ze majorita biologické Gcinnosti  mizZe byt
piiCtena prvnim dvéma motiviim. Ackoliv podle rozdilnych méfeni n je stejné aktivni jako § pii
vyvolavani antigenem zprostfedkovaného uvolnéni cytokinu (Bauer et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88, 38412 (1991)) nebo pfesmérované cytolyzy (viz vyse), n neni fosforylovan v odpovéd’
na receptorovou stimulaci (Bauer et al., viz vySe, 1991). Tak bud’ pfitomnost viech tfi motivi je
pozadovana pro fosforylaci, nebo tfeti motiv pfedstavuje favorizovany substrat pro neidentifiko-
vanou tyrosinkinazu.

Priklad 9

Transdukce cytolytického signalu lidskym Fc receptorem. Pro zhodnoceni piisobeni riiznych
subtypt lidskych Fc receptori se vytvofily chimerni molekuly, jejichZ extracelularni doména
lidského CD4, CD5 nebo CD16 antigenu se spojily s transmembranovymi a intracelularnimi
doménami subtypl FcRIIyA, B1l, B2 a C (nomenklatura dle Ravetch a Kinet, Ann. Rev.
Immunol. 9, 457 (1991)). Specificky, cDNA sekvence odpovidaji transmembranovym a cyto-
plazmovym doménam diive popsanych FcRIIYA, B1 a B2 izoforem se amplifikovaly z jiZ exis-
tujiciho klonu PC23 a z cDNA lidské tonsilové knihovny (konstruované standardnimi techni-
kami) za pouziti nasledujicich syntetickych oligonukleotidovych primeri:

CCC GGA TCC CAG CAT GGG CAG CTC TT (sekvence ID NO: 18; FcRII A
dopfedna),
CGC GGG GCG GCC GCT TTA GTT ATT ACT GTT GAC ATG GTC GTT (sekvence

ID NO: 19; FcRII A reverzni),

GCG GGG GGA TCC CAC TGT CCA AGC TCC CAG CTC TTC ACC G (sekvence
ID NO: 20; FcRII B1 a FcRII B2 dopiedna);

a GCG GGG GCG GCC GCC TAA ATA CGG TTC TGG TC (sekvence 1D NO: 21;
FcRH B1 a FcRIl B2 reverzni).
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Tyto primery obsahovaly mista $tépeni pro enzymy BamHI respektive Notl, umisténa 6 zbytkd
od 5'—konce. Notl misto bylo ihned nasledovano antisenznim stop—kodonem, bud’ CTA, nebo
TTA. VSechny primery obsahovaly 18 nebo vice zbytkd komplementarnich k 5'— a 3'~konciim
Z4danych fragmentl. Fragment cDNA odpovidajici FcRIIyC cytoplazmové doméné, ktery se lisi
od ITA izoformy pouze v jednom aminokyselinovém zbytku (L misto P, zbytek 268), byl genero-
van mistné fizenou mutagenezi pesahujici PCR s pouZitim primert o sekvenci:

TCA GAA AGA GAC AAC CTG AAG AAA CCA ACA A (sekvence 1D NO: 22);
aTTG TTG GTT TCT TCA GGT TGT GTC TTT CTG A (sekvence 1D NO: 23).

PCR fragmenty se v&lenily do vektorti exprese vakcinia viru, které obsahovaly CD16 respektive
CD4 extracelularni domény, a nasledné se zapojily do divokého typu vakcinia rekombinaci
v misté thymidinkinazy, s pouzitim sekvence pro kointegraci E. coli gpt k usnadnéni identifikace
zadanych rekombinantl. Identity vSech izoforem (viz obr. 12) se ovéfily dideoxy sekvencovanim.

Produkce proteini chimérniho receptoru se dale potvrdila imunoprecipitatnimi studiemi. Pfi-
blizng 107 JRT3.T3.5 bunék se infikovalo jednu hodinu v médiu bez séra IMDM rekombinantni
vakcinii s multiplicitou infekce nejmén¢ deset. Dvanact hodin po infekci se bunky sebraly a
povrchové znadily 0,5mCi'”’I na 107 bungk s pouZitim metody laktoperoxidazy/glukozoxidazy
(Clark a Einfeld, viz vyse). Oznacené buiiky se oddélily centrifugaci a CD16 fizni proteiny
imunoprecipitovaly s protilatkami 4G8 a anti-mysi IgG agardézy. Vzorky se délily elektrofore-
ticky za redukujicich podminek. (sekvence ID NO: 21). VSechny imunoprecipitované molekuly
chimérniho receptoru byly v pfedkladanych molekulovych hmotach.

Pro testovani schopnosti chimérnich receptort zprostiedkovat narist volnych cytoplazmovych
vapenatych iontl se pouZily rekombinantni viry k infekci TCR™ mutantni Jurkat bunééné linie
JRT3.T3.5 (jak je zde popsano) a volny cytoplazmovy vapnik se méfil v buiikach (jak je zde
popsano) po zesit'ovani receptorovych extracelularnich domén s monoklondlni protilatkou 3G8
nebo Leu-3A (jak je zde popsano). Tyto experimenty ukazaly, Ze intracelularni domény FcRyIl
A a C jsou schopné zprostfedkovat nariist volnych cytoplazmovych vapenatych iontd, po zesit'o-
vanych extracelularnich domén, zatimco intracelularni domény FcRyll B1 a B2 byly za srovna-
telnych podminek neaktivni (Obr. 13A a 13B). CD4, CD5 a CD16 hybridy FcRyII A sdileji esen-
cialné rovnou kapacitu k vyvolani vapnikové odpovédi (Obr. 13A-B). Jiné bunééné linie, jak
monocytové, tak lymfocytové, byly schopné odpovidat na signaly iniciované zesitovanim extra-
celularnich domén.

Ke studiu zapojeni riznych FcRyll intracelularnich domén pfi cytolyze, se lidské cytotoxické
lymfocyty (CTL) infikovaly vakcinia rekombinanty exprimujicimi CD16:FcRyIl A, B1, B2 a C
chiméry. Infikované buiiky se poté kultivovaly s *'Cr vystavenymi hybridomovymi buiikami
(tzv. 3G8 10-2 burky), které exprimovaly povrchové protilatky k CD16. V tomto testu CTL
nesouci CD16 chiméry zni&ily hybridomové cilové buiiky (umoznily uvolnéni volného °'Cr),
kdyz se CD16 extracelularni doména chiméry spojila s intracelularnim segmentem schopnym
aktivovat lymfocytovy efektorovy program; tento cytolyticky test je detailn€ popsan niZe.
Obr. 14A ukazuje, Ze CTl vyzbrojené CD16:FcRyIl A a C, ale ne FcRyIl B1 nebo B2, jsou
schopny lyzovat cilové buiiky exprimujici na bunééném povrchu anti-CD16 protilatku.

Pro eliminaci moZnosti, Ze specificka cytolyza je néjakym zplisobem svazana s interakci s CD16
skupinou, se provedly cytolytické experimenty, ve kterych se FcRII intracelularni domény piipo-
jily k CD4 extracelularni doméné. V tomto piipadé cilové buniky byly HeLa buiiky exprimujici
HIV-obélkové gp120/41 proteiny (specificky HeLa builky infikované vektorem vPE16 vakcinie;
National Institute of Allergy and Infections Disease AIDS Depository, Bethesda, MD). Jako
v CD16 systému, cilové buiiky exprimujici HIV obélku byly lyzovany T-lymfocyty exprimujici-
mi CD4:FcRyIl A chiméru, ale ne FcRyll B1 nebo B2 (Obr. 14B). ’
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Intracelularni domény FcRyll a a C nesdileji Zadnou patrnou sekvenéni homologii s jinym protei-
nem, v&etné Elend rozsahlé FcRy/TCRE rodiny. Pro definovani sekvenénich elementi zod-
povédnych za indukcei cytolyzy, se pfipravily 5 — a 3'~delece kédujicich sekvenci intracelularni
domény (popsany niZe a ukézaly na Obr. 15A) a v cytolytickych testech se hodnotila jejich icin-
nost mobilizovat vapnik (jak se zde popisuje). Pfi experimentech s odstranénou termindlni
amino—koncovou doménou intracelularni domény se transmembranova doména FcRyIl nahradila
transmembranovou doménou nezévislého CD7 antigenu k eliminaci mozZného pfispéni interakci
zprostfedkovanych doménou membranového pnuti.

Obr. 15B a 15C ukazuji, Ze odstranéni 14 zbytkt karboxylového konce, véetné tyrosinu 298
rezultovalo vuplnou ztratu cytolytické kapacity a podstatnou redukci potencidlu vapnikové
mobilizace. Dalsi delece pied tyrosin 282 poskytly identicky fenotyp (Obr. 15B a 15C). Delece
od N—konce intracelularni domény ke zbytku 268 neméla podstatny efekt ani na vapnikovy pro-
fil, ani na cytolytickou schopnost, zatimco delece ke zbytku 275 zna¢né& sniZila uvoliiovani vol-
ného vépniku, ale méla maly vliv na cytolyzu (Obr. 15D a 15E). Dalsi delece, ke zbytku 282,
poskytla FcRyIl konce, které postradaly schopnost mobilizovat vapnik i spoustét cytolyzu
(Obr. 15D a 15E). ,,Aktivni prvek® definovany t€émito hrubymi méfenimi je relativné velky
(36 aminokyselin) a obsahuje dva tyrosiny oddélené 16 zbytky.

Piiklad 10

Dalsi spoustéci proteiny receptoru T-lymfocyty a B-lymfocyty. Dalsi intraceluldrni a trans-
membréanové signaly prevadéjici domény podle vynalezu jsou odvozeny do proteinti receptoru
T-lymfocytu, CD3 delta a T3 gamma a od proteint receptoru B-lymfocytu, mbl a B29. Amino-
kyselinové sekvence téchto proteinii jsou ukazany na Obr. 16 (CD3 delta; sekvence ID NO: 24),
Obr. 17 (T3 gamma; sekvence ID NO: 25), Obr. 18 (mbl; sekvence ID NO: 26) a Obr. 19 (B29;
sekvence ID NO: 27). V zavorkach jsou uvedeny domény sekvenci postacujicich pro transdukci
cytolytického signlu (a tak piednostné zallenéné do chimérniho receptoru podle vynalezu).
Chimérni receptory, které zahrmuji tyto proteinové domény, jsou konstruovany a pouzivany pti
vyse obecné popsanych terapeutickych metodach podle vynalezu.

Piiklad 11

CD28 chimérni receptory. ProtoZe aktivace T-lymfocytu se ukazala byt zvysena ucasti CD28,
vyndlez také zahrnuje terapeutické buriky exprimujici pary chimérnich receptorii: prvni chiméra
obsahuje extracelularni doménu CD28 a druhéd chiméra obsahuje jakoukoli intracelularni nebo
transmembranovou signal pfevadéjici doménu zde popsanou.V dané dvojici chimérnich receptorti
jsou extracelularni domény identické (napiiklad odvozené pd CD4 proteinu, a tak obé rozpozna-
vaji HIV nebo HIV—infikované buiiky), nebo kazda je navrhovana pro rozpoznavani jiné cilové
molekuly na povrchu buriky nebo patogenu.

Ve zvla$tnim piikladu dvojice chimér zahrnuje dvé rozdilné extracelularni domény, z nichz
kaZzda rozpoznava ur€itou antigenovou charakteristiku cilového nadoru. Piiklady nadorovych
antigenti zahrnuji, bez omezeni, jakykoli z mnoZstvi cukrl (napt. Le”, sialyl-Le”, L' a sialyl-
Le"), karcinoembryonicky antigen, CD40, modifikovany CD44, o—fetoprotein, T a Tn, antigeny,
tenascin a receptory ristového faktoru (napt. HER2/neu). ZvySovani poStu markert nadorového
povrchu, které musi byt rozpoznany k vyvolani potentni destruktivni odpovédi, tento pfistup zvy-
Suje terapeutickou specifitu snizenim podobnosti a frekvence destrukce nekarcinogennich burgk.

Tato metoda kombinatorické kontroly se vztahuje na jakékoli mnoZstvi kooperujicich chimérnich
receptorti a pouziva se pro regulaci jakékoli terapeutické metody podle vynalezu.
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CD28 chiméry jsou konstruovany a exprimovany podle metod zde popsanych. CD28 sekvence je
uvedena (Aruffo a Seed, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 8573-8577 (1987)). Také jsou v tomto
odkaze zahrnuty popisy CD28 intraceluldrnich a transmembranovych domén. Pfiklad chiméry
nesouci intracelularni CD28 doménu je uveden (Romeo et al., Cold Spring Harbor Symp. on
Quant. Biol. LVIL, 117-125 (1992)).

Piklad 12

Experimentalni metody. Vakcinia infekce a radioimunoprecipitace. P¥iblizng 5 x 10° CV1 bungk
bylo infikovano jednu hodinu v DME médiu bez séra rekombinantni vakcinii s multiplicitou
infekci (moi) nejméné deset (titr méfen na CV1 buiikach). Po infekei se buiiky umistily do
&erstvého média a znagily metabolicky 200pCi/ml **S—methioninem plus cysteinem (Trans*’S—
znaleni, ICN; Costo Mesa, CA) v methioninu a DMEM bez cysteinu (Gibco; Grand Island, NY)
Sest hodin. Znafené buiiky se oddélily plisobenim PBS obsahujicim ImIM EDTA jimaly
centrifugaci a lyzovaly v 1% NP-40, 0,1% SDS, 0,15M NaCl, 0,05M Tris pH 8,0, 5SmM EDTA a
ImM PMSF. Jadra se odstranila centrifugaci a CD4 proteiny imunoprecipitovaly s OKT4
protilatkou a anti-mysi IgG agardzou (Cappel, Durham, NC). Vzorky se Cistily elektroforeticky
na 8% polyakrylamid/SDS gelech za neredukujicich (NR) a redukujicich (R) podminek. Pied
autoradiografii se gely obsahujici **S—znatené vzorky impregnovaly En® Hance (New England
Nuclear, Boston, MA). Usnadnéna exprese transmembranové formy CD16, CD161y, se méfila
porovnanim exprese vCV1 buikich jednotlivé infikovanych CD16ry s expresi v butikich
koinfikovanych viry kédujicimi CD161y a £ nebo y chimérami. Po infekei a inkubaci Sest hodin
nebo déle se buiiky oddélily s misti¢ek plisobenim PBS, ImM EDTA a exprese CD16yy nebo
chimér se méfila nepfimou imunofluorescenci a pritokovou cytometrii.

Test toku vapniku. Jurkat podlinie E6 (Weiss et al., J. Immuno. 133, 123-128 (1984)) buiiky se
infikovaly rekombinantnimi vakcinia viry jednu hodinu v IMDM bez séra pti moi 10 a inkubo-
valy se tii aZ devét hodin v IMDM, 10% FSB. Buiiky se jimaly centrifugaci a resuspendovaly pfi
3 x 10° bungk/ml v kompletnim médiu obsahujicim ImM Ind—1 acetomethoxyester (Grynkiewicz
et al., J. Biol. Chem. 260, 3340-3450 (1985)) (Molecular Probes) a inkubovaly pti 37 °C
45 minut. Buiiky vystavené Indo—1 se peletovaly a resuspendovaly pti 1 x 10%ml v IMDM bez
séra a skladovaly pfi teploté mistnosti bez pristupu svétla. Buiiky se analyzovaly na pfitomnost
volnych véapenatych ionti simultannim méfenim fialové a modré flurescenéni emise pritokovou
cytometrii (Rabinovitch et al., J. Immunol 137, 952-961 (1986)). Pro iniciaci toku vapniku se
k suspenzi bunék piidaly bud’ fykoerythrinem (PE)-konjugované Leu-3A (anti-CD4) (Becton
Dickinson, Lincoln Park, NJ) (1 pg/ml) a nasledn€ 10 pg/ml nekonjugovanych kozich anti-
mysich IgG vcéase 0, nebo se k suspenzi bunék pridala nekonjugovand 3G8 (anti-CD16)
monoklondlni protilatka (1 pg/ml) a nasledné 10 pg/ml PE—konjugovanych Fab, kozich anti-
mysich IgG v ¢ase 0. Histogram poméru fialové/modré emise se jimal od PE pozitivni (infiko-
vané) bun&éné populace, ktera typicky reprezentovala 40-80 % vSech bunék. Odpovéd’ receptoru
antigenu T-lymfocyty v neinfikovanych buiikach se spoustéla protilaitkou OKT3, bez zesitovani.
Pro experimenty zahrnujici CD16 chimérni receptory, se z analyzy vylou€ily vzorky vykazujici
drift baseliny oproti niZ§imu intracelularnimu vépniku (bez protilatky). Histogramové tdaje se
nasledné analyzovaly konverzi binarnich udaji do ASCII s pomoci Write Hand Man (Cooper
City, FL) softwaru a nasledovala analyza souborem programi FORTRAN. Pro ustaveni
normalizovaného po¢ate¢niho pomeéru se pouzily pomér fialové/modré emise pred adici druhych
protilatkovych ¢inidel, stanovil se roven jednotce a zbyvajici prahovy pomér se stanovil tak, aby
10 % zbyvajici populace pfesahovalo prah.

Cytolyticky test. Linie WH3 lidskych T-lymfocyt, CD8" CD4 HLA B44 cytolytické linie se
obarvila vIMDM, 10% lidskému séru s 100 U/ml IL-2 a periodicky stimulovala bud’ nespeci-
ficky ozafenymi (300 rad) HLA-nesdruzenymi obvodovymi krevnimi lymfocyty a 1 pg/ml fyto-
hematoglutininem, nebo specificky, ozarenymi B44-nesoucimi mononuklearnimi butikami. Po
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Jednom dni nespecifické stimulace se PHA zfedil na 0,5 pg/ml adici erstvého média a po tiech
dnech se médium ménilo. Buiiky rostly nejméné 10 dni po stimulaci pied pouzitim v testech na
cytotoxicitu. Buiiky se infikovaly rekombinantni vakcinii s multiplicitou infekce nejméné 10
jednu hodinu v médiu bez séra, nasledovala inkubace v kompletnim médiu tii hodiny. Buiiky se
jimaly centrifugaci a resuspendovaly pfi hustotd 1 x 10’ bun&k/ml. Ke ka?dé misti¢ce na U-
mikrotitrové desti¢ce obsahujici 100 pl/misticku kompletniho média se pfidalo 100 pl. Buriky se
fedily ve dvou ndsobnych sériovych krocich. Dvé misticky pro kazdy vzorek neobsahovaly lym-
focyty, aby umoznily spontanni uvolnéni chromu a zméfil se totdlni pfijem chromu. Cilové
buriky z HeLa podlinie S3 se infikovaly na 6,0 a 9,0 desti¢kach s pfibliznou moi 10 jednu hodinu
v médiu bez séra, nasledovala inkubace v kompletnim médiu tfi hodiny. Potom se oddélily od
nasobek piisobeni PBS, ImM EDTA a poéitaly Alikvot 10° cilovych bungk HeLa, Raji, nebo
RJ2.2.5 buiiky pro experimenty s CD4 chimérnimi receptory s 3G8 10-2 buriky; Shen et al., Mol.
Immunol. 26, 959 (1989) pro experimenty s CD16 chimérnimi receptory) se centrifugoval a
resuspendoval v 50 pl sterilniho *'Cr—chromanu sodného (1mCi/ml, Dupont Wilmington, DE)
jednu hodinu pti 37 °C za stfidavého michéni, potom se promyl tfikrat s PBS. Ke kaZdé misti¢ce
se pfidalo 100 pl znadenych bungk resuspendovanych v médiu pfi 10° bundk/ml. Raji a RJ2.2.5
cilové buiiky se znadily stejnym zpisobem jako HeLa buiiky. Mikrotitrova desticka se sto&ila pfi
750 x g 1 minutu a inkubovala 4 hodiny pfi 37 °C. Na konci inkubaéni doby se builky v kazdé
misti¢ce resuspendovaly jemnym pipetovanim, odebral se vzorek k uréeni totalnich pocti a mik-
rotitrova desticka se stoila pfi 750 x g 1 minutu. Odebraly se alikvoty 100 pl supernatantu a
spocitaly ve scintilaénim gama-ray pocitadle. Procenta zabitych se korigovala na frakei infikova-
nych cilovych bunék (obvykle 50-90 %) méfenych pritokovych cytometrii. Pro infikované
efektorové builky se pomér efektor: cilova burika korigoval a procenta infikovanych bunék
(obvykle 20-50 % pro experimenty s CD4 chimérnimi receptory a > 70 % pro experimenty
s CD16 chimérnimi receptory).

In vitro mutageneze  sekvence. Pro vytvoreni bodovych mutaci v aminokyselinovych zbytcich
11 a/nebo 15 £ sekvence, se pfipravily syntetické oligonukleotidové primery, rostouci od BamHi
mista po proudu k £ transmembranové doméné, konvertujici pfirozeny £ zbytek 11 od Cys ke Gly
(C11G) nebo zbytky 15 od Asp ke Gly (D15G) nebo oba (C11GP/D15G), a pouzily se v PCR
reakcich ke generovani mutovanych fragmentt, které se reinzertovaly do konstrukti divokého

typu CD4: €.

Pro vytvoreni £ deleci se £ cDNA sekvence amplifikovaly pomoci PCR s pouZitim syntetickych
oligonukleotidovych primerti navrZzenych k vytvoreni stop-kodonu (UAG) po zbytku 50, 59,
nebo 65. Primery obsahovaly misto $tépeni pro enzym Notl umisténé 5 nebo 6 zbytkd od
5'—konce, obvykle v sekvenci ve formé CGC GGG CGG CCG CTA (sekvence ID NO:11), kde
nejméné téi zbytky odpovidaji stop—antikodonu. NotI a stop—-antikodonové sekvence byly nésle-
dovany 18 nebo vice zbytky komplementarnimi k Zddanému 3'—koncovému fragmentu. Vysledné
chiméry byly CD16:£Y51*, CD16:CE60*, respektive CD16:£D66*. BamHI misto po proudu od
transmembranové domény a Notl misto se pouzily pro generovéani fragmenti, které se zpétné
zaClenily do konstruktu divokého typu CD16:£. Monomemi £ chiméry se vytvotily odstépenim ¢
transmembranovych a membranovych proximalnich intracelularnich sekvenci BamHI a Sacl §t&-
penim Asp™ a Cys CD4:{ konstruktu popsaného vyse a inzerci fragmentu do CD16:LE60*,
respektive konstruktu CD16:£D66%*.

Pro pfipravu konstruktu CD16:£D66*, se { cDNA sekvence odpovidaji transmembranové
doméné a 17 nasledyjicich zbytkd cytoplazmové domény nahradily odpovidajici trans-
membranovou a cytoplazmovou doménou ziskanou z CD5 a CD7 ¢cDN. CD5 a CD7 fragmenty se
generovaly PCR reakei s pouzitim dopfednych oligonukleotidd obsahujicich BamHI misto
restrikéniho §tépeni a odpovidajicich oblasti po proudu transmembranové domény, a nasleduji-
cich oligonukleotidii prekryvajicich CD5, respektive CD7 sekvence a{ sekvence, obsahujici Sacl
misto restrikéniho $tépeni.
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CDs5:¢: CGC GGG CTC GTT ATA GAG CTG GTT CTG GCG CTG CTT CTT CTG

(sekvence ID NO: 12)
CD7:{: CGC GGG GAG CTC GTT ATA GAG CTG GTT TGC CGC CGA ATT CTT

ATC CCQG (sekvence ID NO: 13).

CD5 a CD7 PCR produkty se St€pily BamHI a Sacl, ligovaly k BamHI a Sacl $t€penym
CD16:£E60* a nahrazovaly { sekvence od BamHI k Sacl CD7 fragmenty se ziskaly PCR
s pouzitim oligonukleotidl obsahujicich NotI misto restrikéniho $tépeni a kodujiciho stop—kodon
(UAA) po zbytku GIn416 a Ala193 CDS, respektive CD7. CD5 a CD7 PCR fragmenty se $t&pily
BamHI a Notl a zapojily do konstruktu CD16:£Asp66*.

In vitro mutageneze N-terminalnich zbytkt v rémei  motivu ptevadgjiciho cytolyticky signal.
Syntetické oligonukleotidové primery rostouci od Sacl mista uvnitf £ motivu a konvertujici pfi-
rozeny zbytek 48 od Asn k Ser (N48S), zbytek 50 od Leu k Ser (L50S) a zbytek 51 od Tyt k Phe
(YS51F) se syntetizovaly a uzily pro PCR reakci ke generovani fragmentt, které se zpétné zadle-

nily do konstruktu divokého typu CD16:7:£(48-65).

In vitro mutageneze C—terminalnich zbytkt v ramci £ motivu pfevadéjiciho cytolyticky signal.
Syntetické oligonukleotidové primery od Notl mista 3'— ke stop—kodonu a konvertujici pfirozeny
zbytek 60 od Glu ke Gln (E60Q), zbytek 61 od Glu ke Gln (E61Q), zbytek 62 od Tyr k Phe nebo
Ser (Y62F nebo Y62S) a zbytek 63 od Asp k Asn (D63N) se syntetizovaly a uZily pro PCR
reakci ke generovani fragmenti, které se subklonovaly do konstruktu divokého typu
CD16:£D66* od BamHI mista k NotI mistu.

CD16:7:£(33-65), CD16:7:£(71-104), CD16:7:£(104-137) chimérni konstrukce. CD7 trans-
membranovy fragment nesouci Mlul a Notl mista ve spojeni mezi membrinovymi a intracelular-
nimi doménami se ziskal PCR s pouzitim oligonukleotidu s nasledujici sekvenci: CGC GGG
GCG GCC ACG CGT CCT CGC CAG CAC ACA (sekvence ID NO: 14). Vysledny PCR frag-
ment se $tépil BamHI a Notl a zpétn¢ zaclenil do CD16:7:£(48-65) konstruktu. £ fragmenty
kodujici zbytky 33 az 65, 71 az 104 a 104 az 137 se ziskaly PCR reakci s pouZitim dvojic pri-
merd obsahujicich Mlul mista na 5'~konci dopfedného primeru a stop—kodony nasledujici po
Notl mistech na 5'~konci reverznich primerti. V kazdém piipadé€ restrik¢ni mista se umistila Sest
zbytkl do 5'~konce primeru pro zajisténi Stépeni restrikénim enzymem.

(33: CGC GGG ACG CGT TTC AGC CGT CCT CGC CAG CAC ACA (sekvence ID
NO: 15);

¢71: CGC GGG ACG CGT GAC CCT GAG ATG GGG GGA AAG (sekvence ID NO:
16); a

{104: CGC GGG ACG CGT ATT GGG ATG AAA GGC GAG CGC (sekvence ID NO:
17).

Konstrukce FcRyIIA delekénich mutantd. Dele¢ni mutanty FcRyIIA karboxylového terminu se
konstruovaly PCR stejnym zplisobem jako konstrukty plné délky, konvertujici sekvence kodujici
Tyr v poloze 282 a 298 na stop—kodony (TAA). N-terminalni delece se generovaly amplifikaci
fragmentl kédujicich méné intracelularni domény PCR s pouZitim oligonukleotidd, které umozni
inzerci vyslednych fragmenti do pfedem vytvofeného experimentujiciho plazmidu kddujiciho
CD16 extracelularni doménu fuzovaly k CD7 transmembranové doméné, kterd terminuje v mist&
Mlul a ve spojeni mez transmembranovou a intracelularni doménou.
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Dalgi usporadani. Ptiklady popsané vySe demonstruji, Ze agregace £, m nebo y chimér jsou
schopny iniciovat odpovéd’ cytolytickych efektorovych bun¢k v T-lymfocytech. Znamy rozsah
exprese C, 1 a ¥, zahruji T-lymfocyty, pfirozené zabijecské buiiky, basofilni granulocity, makro-
fagy a stézriové buriky pedpoklada, Ze konzervativni sekvenéni motivy interagujici se senzoro-
vym aparatem spoleénym buitkam hematopoietického pivodu a Ze dilezita slozka hostitelské
obrany v imunitnim systému je zprostfedkovana receptorovou agregaci.

Potence cytolytické odpovédi a nepiitomnosti odpovédi na cilové buiiky nesouci MHC receptory
téidy II demonstruje, Ze chiméry zaloZené na &, n nebo y vytvarejl zéklad pro genetickou inter-
venci proti AIDS prostfednictvim adoptivni imunoterapie. Siroka distribuce endogennich & ay a
dikaz, 7e asociace Fc receptorii s y zprostfedkuje cytotoxicitu v riznych bun&nych typech
(Fanger et al., Immunol Today 10, 92-99 (1989)) umoziiuje pouziti riznych bunék pro tyto
udely. Napiiklad neutrofilni granulocyty, které maji velmi kratkou Zivotnost (=~ 4 h) v cirkulaci
a jsou siln& cytolytické, jsou aktivnimi cilovymi butikami pro expresi chimér. Infekce neutrofila
HIV nema za nasledek uvolnéni viru, a mnozZstvi t€chto bunek (nejhojnéjsich z leukocytt) usnad-
tiuje obranu hostitele. Jina atraktivni moznost pro hostitelské buiiky jsou maturované T—lymfo-
cyty, populace v soucasnosti pfistupnd retroviralni manipulaci (Rosenberg, Sci. Am. 262, 62-69
(1990)). S pomoci rekombinantni IL-2, populace L-lymfocyti relativné snadno expanduje
v kultufe a expandované populace maji typicky limitovanou Zzivotnost pfi reinfuzi (Rosenberg et
al., N. Engl., J. Med. 323, 570-578 (1990)).

Za vhodnych podminek, HIV rozpoznéavéani buiikami exprimujicimi CD4 chiméry také umozni
mitogenni stimuly, umoZiiujici vyzbrojené populaci odpovédét dynamicky na vzplanuti viru.
Ackoliv jsme se zde zamé&fily na chovani fiznich proteind v cytolytickych T-lymfocytech,
exprese chimér v pomocnych lymfocytech poskytuje HIV-mobilizovany zdroj cytokind, které
piekonaji kolaps subsetu pomocnych bunék pti AIDS. Nedavny popis nékolika schémat pro
manipulovani s rezistenci vici infekci v krocich jinych neZ je penetrace viru (Friedman et al.,
Nature 335, 452-454 (1989)); Green et al., Cell 58, 215-223 (1989); Malim et al., Cell 58,
205-214 (1989); Trono et al., Cell 59, 113-120 (1989); Buonocore et al., Nature 345, 625-628
(1990)) predpoklada, ze buiiky nesouci CD4 chiméry mohou byt navrZeny proti produkci viru
expresi prislusnych ¢inidel s aktivnim intracelularnim mistem.

Schopnost transmitovat signaly T-lymfocytl prostiednictvim autonomnich chimér také poskytuje
schopnost regulace retroviralné manipulovanych lymfocyt in vivo. Stimuly zesit'ovani, zpro-
stfedkované napiiklad specifickymi IgM protilatkami manipulovanymi k odstranéni komple-
ment-vazicich domén, umozni takovym lymfocytim zvysit pocet in situ, zatimco terapie podob-
nymi specifickymi IgG protilatkami (napiiklad rozeznavajicimi aminokyselinové variace vnesené
do chimérnich fetézce) selektivng vycerpa manipulovanou populaci. Navic, anti-CD4 IgM proti-
latky nevyZaduji dals$i zesitovani k mobilizaci vapniku v Jurkat butikdch exprimujicich CD4:{
chiméry. Schopnost regulovat bunénou populaci bez nutnosti opakovat extrakorporealni ampli-
fikaci podstatn¢ zvySuje rozsah a t€innost soucasného pouziti pro geneticky manipulované T—

lymfocyty.

Pro vytvoreni dalSich chimér skladajicich se z £, ) nebo y intracelularnich sekvenci, se do cDNA
nebo genomové sekvence kodujici extracelularni doménu receptoru zavede restrikéni misto
v lokaci té€sné predchazejici vybranou transmembranovou doménu. Fragment extracelularni
domény terminujici v restrikénim misté se spoji s §, | nebo y sekvenci. Typické extracelularni
domény se odvozuji od receptorti, které rozpoznavaji komplement, cukry, virové proteiny, bakte-

‘rie, protozoa nebo metazoa parazity, nebo proteiny jimi indukované. Podobné ligandy nebo

receptory exprimované patogeny nebo nadorovymi butikami se pfipoji na £, n nebo y sekvenci,
k fizeni imunitni odpovédi proti butikdm nesoucim receptory rozpoznavajici tyto ligandy.

Ackoliv vynalez byl popséan ve spojitosti se specifickym uspofaddnim, rozumi se, Ze je schopen
dalsich modifikaci, a to pfihlaSka je minéna k pokryti variaci pouziti, nebo adaptaci vynalezu

-29.
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véetné takovych rozdila od ptilozeného popisu, jaké se vyskytuji v technice, které se vynilez
tykd, a jak mlze byt aplikovano v zakladnich rysech s uvefejnénim nasledujicich piilozenych
narokti.

Primyslova vyuzitelnost

Piedkladany vynalez se vztahuje k regulaci lymfocyt, makrofagl, pfirozenych zabijedskych
bunék nebo granulocytii expresi chimér uvedenych bunék, které zpiisobuji bunéénou odpovéd’ na

10 cilové podnéty rozpoznavané chimérami; vynélez se tak vztahuje na zplisob fizeni bunééné
odpovédi na infekéni ¢astici, nddorovou nebo rakovinovou buiiku, nebo na builtku generovanou
autoimunitou. Tomu odpovidaje, vynalez zahrnuje uziti t€chto bunék exprimujicich receptorové
chiméry pfi produkci 1é¢iv pro terapii chorob a poskytuje vhodny prostiedek k regulaci podtu
a aktivity lymfocytii a bunék, aniZz by se vyjmuly z t€la pacienta pro in vitro amplifikaci. Speci-

15 ficky vynalez poskytuje metodu pro fizeni bunééné odpovédi na buiiky infikované virem HIV
jako zéklad pro genetickou intervenci proti AIDS prostiednictvim adoptivni imunoterapie.

Protilatky proti chiméram receptorti T-lymfocytti, B-lymfocytit nebo Fc receptorti podle pied-
kladaného vynalezu se pouzivaji pro monitorovani mnoZzstvi chimérnich receptorii (nebo buné€k

20  nesoucich chimérni receptory) v pacientech. tyto protilatky jsou také vhodné pro pouziti ve stan-
dardnich imunodiagnostickych testech znaimych v oboru, véetné imunometrickych nebo sendvi-
covych testl.

25 Seznam sekvenci

(2) Sekvence IDNO: 1:
30 (1) sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 1728 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vldknitost: jednoducha
35 (D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:1:
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ATGAACCGGG
GCTCCTCCCA
GGGATACAGT
TTCCACTGGA
CTTCTTAACT
GARGCCTTTG
ATAGAAGACT
GGTGCAATTG
TTCAGGGGCA
CCCTCAGTGC
GACCCTCYCC
GCACTGTCTT
GTGCTAGCTT
ACAGGTGGAG
GCAGTGGCGA
TGGATCACCT
CCAGGACCCT
TGCCCCAGGC
CTTGAAGCGA
GAGAGCCACT
CCTCCCCTAR
GTCTCGRAGC
GTGGCAGTGT
TCAAGGTTCT
TGCTACTTGC
CCTGTACCTG
TGCAGGACCC
GAATATGACG
CARACAGCAG
AGAAAGACAA

AGGCGGAGAG

GAGTCCCTTT
GCAGCCACTC
GGAACTGACC
AARACTCCAA
AAAGGTCCAT
GGACCAAGGA
CAGATACTTA
CTAGTGTTCG
GAGCCTGACC
AATGTAGGAG
GTGTCTCAGC
GCAGAACCAG
TCCAGAAGGC
TTCTCCTTICC
GCTGTGGTGG
TTGACCTGAA
AAGCTCCAGA
CTTGCCTCAG
AARCAGGAAA
CAGCTCCAGA
GCTGRTGCTG
GGGAGAAGCC
CTGCTGAGTG
GCCCACATGG
TAGATGGAAT
AGAGCAAAAT
CARCCAGCTC
TCTTGGAGAA
AGGAGGAGGA
GATGCCAGAR

GCAAGGGGCA

CZ 295428 B6

TAGGCACTTG
AGGGARACAR
TGTACAGCTT
CCAGATARAAG
CCRAGCTGAA
AACTTCCCCC
CATCTGTGAR
GATTGACTGC
CTGACCTTGG
TCCRAGGGGT
TGGAGCTCCA
AAGRAGGTGG
CTCCAGCATA
CACTCGCCTT
CAGGCGGAGA
GARCAAGGAAR
TGGGCARGAR
TATGCTGGCT
GTTGCATCAG
RARRTTTGAC
AGCTTGABAC
GGTGTGGGTG
ACTCGGGACA
TCCACCCCGG
CCTCTTCATC
TCAGCAGGAG
TACAATGAGC
GAAGCGGGCT
ACCCCCAGGA
GCCTACAGTG

CGATGGCCTT

CTTCTGGTGC
AGTGGTGCTG
CCCAGAAGARA
ATTCTGGGAA
TGATCGCGCT
TGATCATCRA
GTGGRAGGACC
CARCTCTGAC
AGAGCCCcCCe
ARAAACATAC
GCATAGTGGC
AGTTCAAAAT
GTCTRTRAGA
TACAGTTGAA
GGGCTTCCTC
GIGTCTGTAR
GCTCCCGCTC
CTGGAAACCT
GAAGTGARACC
CTGTGRGGTG
TGGAGARCAA
CTGARCCCTG
GGTCCTGCTG
TGCACGCGGA
TACGGAGTCA
TGCAGAGACT
TCAATCTAGG
CGGGATCCRG
AGGCGTATAC
AGATCGGCAC

TACCAGGACA

-31-

TGCAACTGGC
GGCAAAAANG
GAGCATACARA
ATCAGGGCTC
GACTCARGAR
GARTCTTAAG
AGRAGGAGGA
ACCCACCTGC
TGGTAGTAGC
AGGGGGGGAA
ACCTGGACAT
AGACATCGTG
AAGAGGGGGA
ARGCTGACGG
CTCCAAGTCT
ARCGGGTTAC
CRCCTCACCC
CACCCTGGCC
TGCCTGGTGAT
TGCGGACCCA
GGAGGCAARG
AGGCGGGGAT
GAATCCRACA
TCCCARACTC
TCATCARCAGC
GCTGCCAACC
GCGAAGAGAG
AGATGGGAGG
RRTGCACTGC
RAAAGGCGAG

GCCACTTCCA

50
100
150
200
250
300
350
400

450

600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500

1550
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10

15

AGCAGTGCAG TTCGGGAACA GAAGAGAGAG AGAAGGTTCA GAACTCACAA 1600
GGACCCTTGG GTTRAGAGCC CGCCCCAAAG GTGRAAGCAC CCAGCAGAGT 1650
AGCCRATCCT GTGCCAGCGT CTTCAGCATC CCCACTCTGT GGAGTCCATG 1700
GCCACCCAGT AGCAGCTCCC AGCTCTAA 1728
(2) Sekvence ID NO: 2:

(i) sekvenéni charakteristika:

(A) Délka: 1389 pérd bazi

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Vlaknitost: dvojita

(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: DNA (genomova)
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:2:
ATGAACCGGG GAGTCCCTTT TAGGCACTTIG CITCIGGTGC TGCRACTGGC 50
GCTCCTCCCA GCAGCCACTC AGGGAAACAA AGTGGTGCTG GGCAAAARRG 100
GGGATACAGT GGAACTGACC TGTACAGCTT CCCAGAAGAA GAGCATACAR 150
TTCCACTGGA ARARACTCCAA CCAGATAAAG ATTCTGGGAA ATCRGGGCTC 200
CTTCTTARCT ARAGGTCCAT CCAAGCTGRA TGATCGCGCT GACTCARGAA 250
GAAGCCTTTG GGACCARGGA AACTTCCCCC TGATCATCRA GAATCTTAAG 300
ATAGRAGACT CAGATACTTA CATCTGTGAA GTGGAGGACC AGARGGAGGR 350
GGTGCAATTG CTAGTGTTCG GATTGACTGC CAACTCTGAC ACCCACCTGC 400
TTCAGGGGCA GAGCCTGACC CTGACCTTGG AGAGCCCCCC TGGTAGTAGC 450
CCCTCAGTGC AATGTAGGAG TCCARGGGGT ARARAACATAC AGGGGGGGAA s00
GACCCTCTCC GTGTCTCAGC TGGAGCTCCA GGATAGTGGC ACCTGGACAT 550
GCACTGTCTT GCAGAACCAG AAGAAGGTGG AGTTCAAAAT AGACATCGTG 600
GTGCTAGCTT TCCAGAAGGC CTCCAGCATA GTCTATARGA AAGAGGGGGA 650
ACAGGTGGAG TTCTCCTTCC CACTCGCCTT TACAGTTGAA AAGCTGARCGG 700
GCAGTGGCGA GCTGTGGTGG CAGGCGGAGR GGGCTTCCTC CTCCAAGTCT 750
TGGATCACCT TTGACCTGAA GAACAAGGAR GTGTCTGTAA AACGGGTTAC 800
CCAGGACCCT AAGCTCCAGA TGGGCAAGAR GCTCCCGCTC CACCTCACCC 850
TGCCCCAGGC CTTGCCTCAG TATGCTGGCT CTGGAARCCT CACCCTGGCC 900
CTTGAAGCGA AAACAGGAAA GTTGCATCAG GRAGTGRACC TGGTGGTGAT 950
GAGAGCCACT CAGCTCCAGA AAAATTTGAC CTGTGAGGTG TGGGGACCCA 1000
CCTCCCCTAA GCTGATGCTG AGCTTGAAAC TGGAGARCAR GGAGGCARAG 1050

232
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GTCTCGAAGC
GTGGCAGTGT
TCAARGGTTCT
TGCTATATCC
GCTCTACTGT
GTGAGAARTC

ACRTATGAGA

GGGAGRAGCC
CTGCTGAGTG
GCCCACATGG
TGGATGCCAT
CGACTCARGA
AGATGCTGTC

CTCTGARACH.

Sekvence ID NO: 3:

CZ 295428 B6

GGTGTCGCGTG

ACTCGGGACA

TCCACCCCCG

CCTGTTTTTG

TCCAGGTCCG

TACACGGGCC

TGAGAAACCA

(i) sekvenéni charakteristika:

(A) Délka: 1599 pari bazi

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vléknitost: dvojita
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

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

ATGAACCGGG
GCTCCTCCCA
GGGATACAGT
TTCCACTGGA
CTTCTTARCT
GAAGCCTTTG
ATAGRAGACT
GGTGCAATTG
TTCAGGGGCA
CCCTCAGTGEC
GACCCTCTCC
GCACTGTCTT
GTGCTAGCTT
ACAGGTGGAG
GCAGTGGCGA
TGGATCACCT
CCAGGACCCT

TGCCCCAGGC

GAGTCCCTTT
GCAGCCACTC
GGAACTGACC
ARARCTCCAR
AARRGGTCCAT
GGACCAAGGA
CAGATACTTA
CTAGTGTTCG
GAGCCTGACC
AATGTAGGAG
GTGTCTCAGC
GCAGAACCAG
TCCAGAAGGC
TTCTCCTTCC
GCTGTGGTGG
TTGACCTGAA
ARGCTCCAGA

CTTGCCTCAG

TAGGCACTTG
AGGGRAAACAA
TGTACAGCTT
CCAGATARAAG
CCRAAGCTGAR
ARCTTCCCCC
CATCTGTGAR
GATTGACTGC
CTGACCTTGG
TCCAAGGCGT
TGGAGCTCCA
ARAGARGGTGG
CTCCAGCATA
CACTCGCCTT
CAGGCGGAGA
GAACAAGGAR
TGGGCAAGAA

TATGCTGGCT

CTGARCCCTC AGGCGGGGAT
GGTCCTGCTG GAATCCAACA
TGCACGCGGA TCCGCAGCTC
TATGGTATTG TCCTTACCCT
BARGGCAGAC ATAGCCAGCC

TGARCACCCG GRACCAGGAG

CCCCAATAG

CTTCTGGTGC
AGTGGTGCTG
CCCRGAAGAR
ATTCTGGGAR
TGATCGCGCT
TGATCATCAR
GTGGAGGACC
CAACTCTGAC
AGAGCECCCC
AAAARACATAC
GGATAGTGGC
AGTTCAAAAT
GTCTATAAGA
TACAGTTGAR
GGGCTTCCTC
GTGTCTGTAA
GCTCCCGCTC

CTGGARACCT

-33-

TGCARCTGGC
GGCARAAARG
GAGCATACRA
ATCAGGGCTC
GACTCAAGAA
GARTCTTARAG
AGARGGAGGA
ACCCACCTGC
TGGTAGTAGC
AGGGGGGGAR
ACCTGGACAT
AGACATCGTG
ARGAGGGGGA
AAGCTGACGG
CTCCAAGTCT
ARCGGGTTAC
CACCTCACCC

CACCCTGGCC

1100
1150
1200
1250
1300
1350

1389

50
100
150
200
250
300
350
400
45Q
500
550
600
650
700
750
800
850

200
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CTTGARGCGA
GAGAGCCACT
CCTCCCCTAR
GTCTCGARGC
GTGGCAGTGT
TCRAAGGTTCT
TGCTACCTGC
CTTGTTCCTG
AGCAGGGCCA
GAGTACGATG
AARRGCCGAGA
ARGATAAGAT
CGGAGGGGCA

CARGGACACC

ARRCAGGARA

CAGCTCCAGA

GCTGATGCTG

GGGAGAAGCC

CTGCTGAGTG

GCCCACATGG

TGGATGGAAT

AGAGTGAARGT

GAACCAGCTC

TTTITGGACAA

AGGAAGARCC

GGCGGAGGCC

AGGGGCACGA

TACGACGCCC

Sekvence ID NO: 4:

()

sekvendni charakteristika:
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GTTGCATCAG
AAAATTTGAC
AGCTTGAAARC
GGTCTGGGTG
ACTCGGGACA
TCCACCCCGG
CCTCTTCATC
TCAGCAGGAG
TATAACGAGC
GAGACGTGGC
CTCAGGARGG
TACAGTGAGA
TGGCCTTTAC

TTCACATGCAR

(A) Délka: 575 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: protein

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

Met
1

Ala Leu

Asn Arg

Leu

Val
5
Ala

Gly

Pro
20

Pro

Ala

Phe Arg

Thxr Gln

His

Gly RAsn

GARGTGAACC
CTGTGAGGTG
TGGAGARCAR
CTGAACCCTG
GGTCCTGCTG
TGCACGCGGA
TATGGTGTCA
CGCAGAGCCC
TCAATCTAGG
CGGGACCCTG
CCTGTACRAT
TTGGGATGAR
CAGGGTCTCA

GGCCCTGCCC

Leu Leu
10

Lys
25

TGGTGGTGAT

TGGGGACCCA

GGAGGCAAAG

AGGCGGGGAT

GAATCCAACA

TCCCARACTC
TTCTCACTGC
CCCGCGTACC
ACGAAGAGAG
AGATGGGGGG
GAACTGCAGA
AGGCGRGCGC
GTACAGCCAC

CCTCGCTAR

Leu Val Leu

Val val Leu

30

Lys
Ile
Gln

65
Asp
Lys
Asp
Ser
Ser
145
Lys

Gln

Gly
Gln

50
Gly
Ser
Asn
Gln
Asp
130
Pro

Asn

Asp

Asp

35
Phe
Ser
Arg
Leu
Lys
115
Thr
Pro

Ile

Ser

Thx
His
Phe
Arg
Lys
100
Glu
His
Gly
Gln

Gly

val
Trp
Leu
Ser

85
1le

Glu

Glu
Lys
Thr

70
Leu
Glu
vVal
Leu
Ser
150
Gly

Trp

Leu
Asn

S5
Lys
Trp
Asp
Gln
Gln
135
Pro

Lys

Thr

Thy Thx
40

Serxr

Cys
Asn Gln

Gly Pro Ser

Gln Gly

p=l¢]
Asp Thr
10s
Leu

Asp
Ser
Leu val
120
Gly Gln Ser

Ser Val Gln

Thr Leu Ser
170

Cys Thr Val

-34 -

Ala
Ile
Lys

75
Asn
Tyr
Phe
Leu
Cys
155
val

Leu

Serxr
Lys

60
Leu
Phe
Ile
Gly
Thr
140
Arg

Ser

Gln

Gin
Ile
Asn
Pro
Cys
Leu
125
Leu
Ser

Gln

Asn

Lys
Leu
Asp
Leu
Glu
110
Thr
Thr
Pro

Leu

Gln

Gln
Gly
Lys
Gly
Arg
Ile

95
Val
Ala
Leu
Arg
Glu

175
Lys

950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1599

Leu
Lys
Ser
Asn
Ala
Ile
Glu
Asn
Glu
Gly

160
Leu

Lys
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vVal
Ser
Leu
225
Gln
Lys
Gln
Pro
Thr
305
Gln
Lys
Lys
Gln
Lys
385
Cys
Ala
Asn
Arg
Met
465

Asn

Thr

Glu

Pro

Glu
Ile
210
Ala
Ala
Asn
Met
Gln
290
Gly
Leu
Len
Arg
Cys
370
Val
Tyr
Leu
Leu
Glu
450
Gly
Ala
Lys
Ser
Ser
530

Ser

Thr

Phe
195
val
Phe
Glu
Lys
Gly
275
Tyx
Lys
Gln
Met
Glu
355
Leu
Leu

Leu

Tyr

Gln

435
Glu

Gly
Leu
Gly
His
515
Glu
Thr

Leu

180
Lys

Tyr
Thr
Arg
Glu
260
Lys
Rla
Leu
Lys
Leu
340
Lys
Leu
Pro
Leu
Leu
420
Asp
Tyr
Lys
Gln
Glu
500
Phe
Leu

Gln

Trp

Sekvence ID NO: 5:

(¥

(i) Typ molekuly: protein

Ile
Lys
Val
Ala
245
vVal
Lys
Gly
His
Asn
325
Ser
Pro
Ser
Thr
Aap
405
Arg
Pro
Asp
Gln
Lys
485
Arg
Gln
Thr
Gln

Sex
565

Asp
Lys
Glu
230
Ser
Ser
Leu
Ser
Gln
310
Leu
Leu
val
Asp
Trp
390
Gly
Ala
Asn
Val
Gln
470
Asp
Arg
Rla
Arg
Ser

S50
Pro

sekven¢ni charakteristika:

CZ 295428 B6

Ile
Glu
215
Lys
Ser
val
Pro
Gly
295
Glu
T-ﬁr
Lys
Trp
Ser
37%
Ser
Ile
Lys
Gln
Leun
455
Arg
Lys
Arg
Val
Thr
53%

Ser

Trp

(A) Délka: 462 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

val
200
Gly
Leu
Ser
Lys
Leu
280
Asn
val
Cys
Leu
val
360
Gly
Thrx
Leu
Phe
Leu
440
Glu
Arg
Met
Gly
Gln
520
Leu

Gln

Pro

185
Val
Glu
Thr
Lys
Arg
265
His
Leu
Asn
Glua
Glu
345
Len
Gln
Pro
Phe
Ser
425
Tyr
Lys
Arg
Pro
Lys
505
Phe
Gly
Ser

Pro

-35-

Leu
Gln
Gly
Serxr
250
val
Leu
Thr
Leu
val
330
Asn
Asn
val
val
Ile
410
RArg
Asn
Lys
Asn
Glu
490
Gly
Gly
Leu
Cys

Ser
570

Ala
Val
Ser
235
Trp
Thx
Thrx
Leu
Val
315
Trp
Lys
Pro
Leu

His
395
Tyr
Ser
Glu
Arg
Pro
475
Ala
His
Asn
Arg
Ala

565
Ser

Phe
Glu
220
Gly
Ile
Gln
Leu
Ala
300
Val
Gly
Glu
Glu
Leu
380
Ala
Gly
Ala
Leu
Ala
460
Gln
Tyr
Asp
Arg
Ala
540

Ser

Ser

Gln
20%
Phe
Glu
Thr
Asp
Pro
285
Leu
Met
Pro
Ala
Ala
365
Glu
Asp
val
Glu
Asn
445
Arg
Glu
Ser
Gly
Arg
525
Arg
Val

Ser

190
Lys

Ser
Leu
Phe
Pro
270
Gln
Glu
Arg
Thr
Lys
350
Gly

Ser

Pro

Ile

Thx
430
Leu
Asp
Gly
Glu
Leu
510
Glu
Pro

Phe

Gln

Ala
Phe
Trp
Asp
255
Lys
Ala
Ala
Ala
Ser
335
Val
Met
Asn
Lys
Ile
415
Ala
Gly
Pro
Val
Ile
495
Tyx
Arg
Lys
Ser

Leu
575

Ser
Pro
Trp
240
Leu
Leu
Leud
Lys
Thr
320
Pro
Ser
Trp
Ile
Leu
400
Thr
Ala
Axg
Glu
Tyr
480
Gly
Gln
Glu
Gly

Ile
560
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(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:5:

HMet
1
Ala
Lys
1le
Gln
65
Asp
Lys
Asp
Ser
Ser
145
Lys
Gln
val
Ser
Leu
225
Gln
Lys
Gln
Pro
Thy
305
Gin
Lys
Lys
Gln
Lys
385
Cys
Leu

Sex

Gin

Asn
Leu
Gly
Gln

50
Gly
Ser
Asn
Gln
Asp
130
Pro
Asn
Asp
Glu
1le
210
Ala
Ala
Asn
Met
Gln
290
Gly
Leu
Leu
Arg
Cys
370
Val
Tyr
Leu

Arg

Glu
450

Arg
Leu
Asp

35
Phe
Ser
Arg
Leu
Lys
115
Thx
Pro
Ile
Ser
Phe
198
Val
Phe
Glu
Lys

Gly
275
Tyr

Lys
Gln
Met
Glu
355
Leu
Leu
Ile
Tyr
Glu

435
Thr

Gly
Pro

20
Thr
His
Phe
Arg
Lys
100
Glu
His
Gly
Gln
Gly
180
Lys
Tyr
Thr
Arg
Glu
260
Lys
Ala
Leu
Lys
Leu
340
Lys
Leu
Pro
Leu
Cys
420
Lys

Tyr

vVal
S5
Ala
Val
Trp
Leu
Ser
85
ile
Glu
Leu
Ser
Gly
165
Thr
Ile
Lys
Val
Ala
245
Val
Lys
Gly
His
Asn
325
Ser
Pro
ser
Thx
Asp
405
Arg

Ser

Glu

Pro
Ala
Glu
Lys
Thy

70
Leu
Glu
Val
Leu
Ser
150
Gly
Trp
Asp
Lys
Glu
230
Ser
Ser
Leu
Ser
Gln
310
Leu
Leu
val
Asp
Txp
390
Ala
Leu

ASp

Thr

Phe
Thr
Leu
Asn

55
Lys
Trp
Asp
Gln
Gln
135
Pro
Lys
Thr
Tle
Glua
215
Lys
Ser
Val
Pro
Gly
295
Glu
Thr
Lys
Trp
Ser
37s
Sex
Ile
Lys
ARla

Leu
455

Arg
Gln
Thr
40
Ser
Gly
Asp
Ser
Leu
120
Gly
Ser
Thx
Cys
val
200
Gly
Leu
Ser
Lys
Len
280
Asn
Vval
Cys
Leu
Val
360
Gly
Thr
Leu
Ile
Val

440
Lys

His
Gly

25
Cys
Asn
Pro
Gln
Asp
105
Leu
Gln
val
Leu
Thr
185
Val
Glu
Thx
Lys
Arg
265
His
Leu
Asn
Glu
Glu
345
Leu
Gln
Pro
Phe
Gln
425
Tyr

His

-36-

Leu

10
Asn
Thr
Gln
Ser
Gly

20
Thr
val
Ser
Gln
Ser
170
vVal
Leu
Gln
Gly
sSer
250
Val
Leu
Thr
Leu
val
330
Asn
Asn
val
Val
Leu
410
Val
Thr

Glu

Leu
Lys
Ala
Ile
Lys

75
Asn
Tyr
Phe
Leu
Cys
155
Vval
Leu
Ala
val
Ser
235
Trp
Thr
Thr
Leu
Val
315
Trp
Lys
Pro

Leu

His
395

Tyr
Arg
Gly

Lys

Leu
Val
Ser
Lys

60
Leu
Phe
Ile
Gly
Thr
140
Arg
Ser
Gln
Phe
Glu
220
Gly
Ile
Gln
Leu
Ala
300
Val
Gly
Glu
Glu
Leu
380
Ala
Gly
Lys

Leu

Pro
460

val
val
Gln

45
Ile
Asn
Pro
Cys
Leu
125
Leu
Ser
Cln
Asn
Gln
205
Phe
Glu
Thr
Asp
Pro
285
Leu
Het
Pro
Ala
Ala
365
Giu
Asp
Ile
Rla
Asn

445
Pro

Leu
Leu

30
Lys
Len
Asp
Leu
Glu
110
Thx
Thr
Pro
Leu
Gln
190
Lys
Ser
Leu
Phe
Pro
270
Gln
Glu
Arg
Thr
Lys
350
Gly
Ser
Pro
vVal
Asp
430
Thr

Gln
462

Gln
Gly
Lys
Gly
Arg
Ile
val
Ala
Len
Arg
Glu
175
Lys
Ala
Phe
Trp
Asp
255
Lys
Ala
Ala
Ala
Ser
335
Val
Met
Asn
Gln
Leu
415
Ile

Arg

Leu
Lys
Ser
Asn
Ala

80
Ile
Glu
hsan
Glu
Gly
160
Leu
Lys
Ser
Pro
Trp
240
Leu
Leu
Leu
Lys
Thr
320
Pro
Ser
Trp
Ile
Leu
400
Thr
Ala

Asn
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(2) Sekvence ID NO: 6:

(M)

(ii) Typ molekuly: protein

sekvendni charakteristika:

CZ 295428 B6

(A) Délka: 532 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(D) Topologie: linedrni

(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:6:

Met
1
Ala

Lys
Ile
Gln

65
Asp

Lys

Asn
l.eu
Gly
Gln

50
Gly

Ser

Asn

Asp Gin

Ser
Ser
145
Lys
Gln
val
Serxr
Leu
225
Gln
Lys
Gln
Pro
Thrx
305
Gln
Lys
Lys
Gln
Lys
385
Cys

Ala

Asp
130
Pro
Asn
Asp
Glu
Ile
210
Ala
Ala
Asn
Met
Gln
290
Gly
Leu
Leu
Arg
Cys
370
val

Tyr

Leu

Arg
Leu
Asp

35
Phe
Ser
Arg
Leu
Lys
115
Thr
Pro
Ile
Ser
Phe
195
Val
Phe
Glu
Lys
Gly
275
Tyxr
Lys
Gln
Met
Glu
385
Leu
Leu

Leu

Phe

Gly
Pro

20
Thy
His
Phe
Arg
Lys
100
Glu
His
Gly
Gln
Gly
iso
Lys

Tyr

Thr

Arg
Glu
260
Lys
Ala
Leu
Lys
Leu
340
Lys
Leu
Pro

Leu

Leu
420

val
5
Ala
val
Txp
Leu
Ser
85
Ile
Glu
Leu
Ser
Gly
165
Thr
Ile
Lys

Val

Ala’

245
Val

Lys
Gly
His
Asn
325
Ser
Pro
Ser
Thr
Asp

405
Arg

Pro
Ala
Glu
Lys
Thr

70
Leu
Glu
Vval
Leu
Ser
150
Gly
Trp
Asp
Lys
Glu
230
Ser
Ser
Leu
Ser
Gln
310
Leu
Leu
Val
Asp
Trp
390
Gly

Val

Phe
Thr
Leu
Asn

5%
Lys
Trp
Asp
Gln
Gln
135
Pro
Lys
Thr
ile
Glu
215
Lys
Ser
Val
Pro
Gly
295
Glu
Thyx
Lys
Trp
Ser
375
Ser

ile

Lys

Arg
Gln
Thr

40
Ser
Gly
Asp
Ser
Leu
120
Gly
Ser
Thr
Cys
Val
200
Gly
Leu
Ser
Lys
Len
280
Asn
Val
Cys
Leu
Val
360
Gly
Thx

Leu

Phe

His
Gly

25
Cys
Asn

Pro

Gln
Asp
105
Leu
Gln
Val
Leu
Thx
188
Val
Glu
Thr
Lys
Arg
265
His
Leu
Asn
Glu
Glu
345
Leu
Gln
Pro

Phe

Ser
425

-37 -

Leu
10
Asn

Thr

Leu
Lys

Ala

Leu
val

Ser

Gln Ile Lys

Ser
Gly

[0
Thr
Val
Ser
Gin
Ser
170
val
Len
Gln
Gly
Ser
250
val
Leu
Thxr
Leu
val
330
Asn
Asn
val
val
Ile

410
Arg

Lys

75
AsSn
Tyx
Phe
Leu
Cys
155
Vai
1Leu
Ala
Val
Ser
238
Trp
Thr
Thr
Leun
Vval
315
Trp
Lys
Pro
Leu
His
395
Tyr

Ser

60
Leu

Phe
Ile
Gly
Thr
140
Arg

Ser

Gin

Phe
Glu
220
Gly
Ile
Gln
Leu
Ala
300
val
Gly
Glu
Glu
Leu
380
Ala

Gly

Ala

val
Val
Gln

45
Ile
Asn
Pro
Cys
Leu
125
Leu
Ser
Gin
Asn
Gln
205
Phe
Glu
Thr
Asp
Pro
285
Leun
Met
Pro
Ala
Ala
365
Glu
Asp

val

Glu

Leu
Leu

30
Lys
Leu
Asp
Leu
Glu
110
Thx
Thr
Pro
Leu
Gln
1980
Lys
Ser
Leu
Phe
Pro
270
Gln
Glu
Arg
Thr
Lys
350
Gly
Ser
Pro

Ile

Pro
430

Gln
Gly
Lys
Gly
Arg
Ile

95
val
Ala
Leu
Arg
Glu
175
Lys
Ala

Phe

Trp

Asp
255
Lys
Rla
Ala
Ala
Sexr
335
val
Met
Asn
Lys
Leu

415
Pro

Leu
Lys
Ser
Asn
Ala
Ile
Glu
Asn
Glu
Gly
160
Leu
Lys
Ser
Pro
Trp
240
Leu
Leu
Leu
Lys
Thx
320
Pro
Ser
Trp
Iie
Leu
500

Thr

Ala
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35

Tyr
Arg
Met
465
Glu
Lys

Leu

Leu

Glin
Glu
450
Gly
Leu
Gly

Sexr

Pro
530

Gln
435
Glu
Gly
Gln
Glu
Thx

515
Pro

Gly
Tyr
Lys
Lys
Axg
500
Ala

Arg

(2) Sekvence ID NO: 7:

Gln
Asp
Pro
Asp
485
Arg

Thr

Asn
vail
Arg
470
Lys
Arg

Lys

(i) sekvenéni charakteristika:

(i) Typ molekuly: nukleova kyselina

(A) Délka: 33 bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vlaknitost: jednoducha
(D) Topologie: linearni

CZ 295428 B6

Gln
Leu
455
Arg
Met
Gly

Asp

Leu
440
Asp
Lys

Ala

‘Lys

Thx
520

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

Tyr
Lys
Asn
Glu
Gly

505
Tyr

CGCGGGGTGA CCGTGCCCTC CAGCRGCTTG GGC

(2) Sekvence ID NO: 8:

(1) sekvenéni charakteristika:

(ii) Typ molekuly: nukleova kyselina

(A) Délka: 50 bazi

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vldknitost: jednoducha

(D) Topologie: linearni

(x1) Popis sekvence: sekvence ID NO:8:

Asn
Arg
Pro
Ala
490
Bis

Asp

Glu
Arg
Gln
475
Tyr
Asp

Ala

Leu
Gly
460
Glu
Ser
Gly

Leu

Asn Leu
445
Arg Asp

Gly Len
Glu Ile
Leu Tyr

510

His Met
525

CGCGGGGATC CGTCGTCCAG AGCCCGTCCA GCTCCCCGTC CTGGGCCTCR

(2) Sekvence ID NO: 9:

(@)

(1) Typ molekuly: nukleova kyselina

sekvenéni charakteristika:

(A) Délka: 33 bazi

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vlaknitost: jednoducha

(D) Topologie: linearni

-38 -

Pro
Tyr
Gly
495
Gln

Gin

Arg
Glu
Asn
480
Met
Gly

Ala

33

50




10

15

20

25

30

35

40

45

CZ 295428 B6

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

CGCGGGCGGC CGUGACGCCG GCCARGACAG CAC

(2) Sekvence ID NO: 10:
(1) sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 33 bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vlaknitost: jednoducha
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: nukleova kyselina
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:10:

CGCGTTGACG AGCAGCCAGT TGGGCAGCAG CAG

(2) Sekvence ID NO:11:
(i) sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 15 bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vléknitost: jednoducha
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: nukleova kyselina
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:11:

CGCGGGCGGC CGCTA

(2) Sekvence ID NO: 12:
(1) sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 42 bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vléknitost: jednoducha
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: nukleova kyselina
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:12:

CGCGGGCTCG TTATAGAGCT GGTTCTGGCG CTGCTTCTTC TG

-30.
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CZ 295428 B6

(2) Sekvence ID NO: 13:
(i) sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 48 bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vlaknitost: jednoducha
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: nukleova kyselina
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:13:

CGCGGGGAGC TCGTTATAGA GCTGGTITGC CGCCGAATTC TTATCCCG

(2) Sekvence ID NO: 14:
(i) sekvencni charakteristika:
(A) Délka: 33 bazi
(B) Typ: nukleovi kyselina
(C) Vlaknitost: jednoducha
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: nukleova kyselina
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:14:

CGCGGGGCGG CCACGCGTCC TCGCCAGCAC ACA

(2) Sekvence ID NO: 15:
(1) sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 36 bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vlaknitost: jednoducha
(D) Topologie: linearni
(ii)) Typ molekuly: nukleova kyselina
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:15:

CGCGGGACGC GTTTCAGCCG TCCTCGCCAG CACACA

- 40 -
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(2) Sekvence ID NO: 16:
(i) sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 33 bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vlaknitost: jednoducha
(D) Topologie: linedrni
(i) Typ molekuly: nukleova kyselina
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:16:

CGCGGGACGC GTGACCCTGA GATGGGGGGA AAG

(2) Sekvence ID NO: 17:
(1) sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 33 bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vlaknitost: jednoducha
(D) Topologie: linearni
(i1)) Typ molekuly: nukleova kyselina
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:17:

CGCGGGACGC GTATTGGGAT GAAAGGCGAG CGC

(2) Sekvence ID NO: 18:
(i) sekvencni charakteristika:
(A) Délka: 26 bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vlaknitost: jednoducha
(D) Topologie: linearni
(ii)) Typ molekuly: nukleova kyselina
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:18:

CCCGGATCCC AGCATGGGCA GCTCTT

-41 -
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(2) Sekvence ID NO: 19:
(i) sekvencni charakteristika:
(A) Délka: 42 bézi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vléknitost: jednoducha
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: nukleova kyselina

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

CGCGGGELGE CCGCTTTAGT TATTACTGTT GACATGGTCG TT

(2) Sekvence ID NO: 20:
(i) sekven¢ni charakteristika:
(A) Délka: 40 bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vlaknitost: jednoducha
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: nukleova kyselina

(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:20:

GCGGGGGGAT CCCACTGTCC ARGCTCCCAG CTCTTCACCG

(2) Sekvence ID NO: 21:
(i) sekvenéni charakteristika:

(A) Délka: 32 bazi

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vlaknitost: jednoducha
(D) Topologie: linearni

(ii)) Typ molekuly: nukleova kyselina

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

GCGGGGGCGG CCGCCTARAT ACGGTTCTGG TC

-42-
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(2) Sekvence ID NO: 22:
(1) sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 31 bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vlaknitost: jednoducha
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: nukleova kyselina
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:22:

TCAGAARGAG ACAACCTGAA GRAARCCARCA A

(2) Sekvence ID NO: 23:
(1) sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 31 bazi :
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vléknitost: jednoducha
(D) Topologie: linedmi
(i) Typ molekuly: nukleova kyselina
(x1) Popis sekvence: sekvence ID NO:23:

TTGTTGETTT CTTCAGGTTG TGTCTTTCTIG A

(2) Sekvence ID NO: 24:
(i) sekvencni charakteristika:
(A) Délka: 171 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: aminokyselina

-43 .
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@)

CZ 295428 B6

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

Met
Ser
val
Gly
Leu
65

Asp
val

Ala

Glu

Asn
145
Ser

Sekvence ID NO: 25:

Gln

Phe

Thr

50
Asp

Lys

Glu

Ile

Thr

130

Asp

His

val
val
35

Leu
Pro
Glu

Leu

Thr

118

Gly

Gln

Leu

Glu His Ser
Ser
20

Asn

Len

Arg

Ser

Asp

100

Leu
Arg
val

Gly

Thr Phe Leu

5
Pro

Cys

Ser

Gly

Thr
8%
Pro

Len

Leun

Tyr

Gly
165

Phe
Asn

Asp

Ile
70

Val

Ala
Leu

Serx

Gln

150

Asn

(i) sekven¢ni charakteristika:

Lys

Thr

Ile
55

Tyr

Gln

Thry

Ala

Gly

1358

Pro

Trp

(A) Délka: 182 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: aminokyselina

Ser Gly

Ile Pro
25

Ser Ile

40

Thr Arg
Arg Cys
Val His

Val Ala

105

Leu Gly

120
Ala Ala

Leu Arg

Ala Arg

(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:25:

Met
Leu
val
Glu
Leu
65

Pro
Leu
Ala
Leu
Ser
145
Gln

Asn

Glu
Gln
Tyr
Ala
50

Thr
Arg
Gln
Thx
Ala
130
Arg

Pro

Gln

Gln
Gly
Asp
35

Lys
Glu
Gly
val
Ile
115
Vval
Ala

Leu

Leu

Gly
Thr
20

Tyr
Asn
Asp
Met
Tyr
100
Ser
Gly
Ser

Lys

Arg
180

Lys Gly
5

Leu
Gln
Ile
Lys
Tyx
85

Tyr
Gly
Val
Asp
Asp

165
Axg

Ala
Glu
Thr
Lys
70

Gln
Arg
Phe
Tyr
Lys

150

Axrg

Asn

Leu
Gln
Asp
Trp
55

Lys
Cys
Met
Leu
Phe
135
Gln

Glu

Ala Val
Ser Ile
Gly Ser
40
Phe Lys
Trp Asn
Lys Gly
Cys Gln
105
Phe Ala
120
Ile Ala
Thr Leu

Asp Asp

-44 -

Leu
10

Ile
Thr
Leu
Asn
Tyr
90

Gly
Val
Asp
Asp

Asn
170

Leu
10
Lys

vVal

Leu
Ser
Asn
Glu
Gly
Leu

Gln
170

val
Glu
Trp
Asp
Gly
75

Arg
Ile
Phe

Thxr

Arg
155
Lys

Ile
Gly

Leu

Gly
75

Gln
Cys
Ile
Gln
Pro

155
Tyr

Leu
Glu
val
Leu
60

Thr
Met
Ile
Cys

Gln
140

Asp

Leu
Asn
Leu
Lys
60

Ser
Asn
Ile
Val
Asp
140

Asn

Ser

Ala
Leu
Glu
Gly
Asp
Cys
val
Phe

125
Ala

Asp

Ala
His
Thr
45

Met
Asn
Lys
Glu
Ser
125
Gly
Asp

His

Thr
Glu
30

Gly
Lys
Ile
Gln
Thx
ilo
Ala

Leu

Ala

Ile
Leu
Cys
Ile
Ala
Ser
Leu
110
Ile
Val

Gln

Leu

Leu
15

Asp
Thx
Arg
Tyr
Ser
95

Asp
Gly
Leu

Gln

Ile
15

Val
Asp
Gly
Lys
Lys
Asn
Phe
Arg

Leu

Gln
17%

Leu
Arg
val
Ile
Lys
80

Cys
Val
His
Arg

Tyr
160

Leu
Lys
Ala
Phe
Asp
80

Pro
Ala
vVal
Gln
Tyr

160
Gly
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(2) Sekvence ID NO: 26:

@)

(1) seliveneni sharafierisikias

(A) Délka: 220 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(D) Topologie: linearni

CZ 295428 B6

(i) Typ molekuly: aminokyselina

(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:26:

Met
Leu
Gly
Thr
Leu
65
Gly
Ala
Cys
Asp
1le
145
Lys
Glu
TYX

Asn

Pro
Ser
Gly
Cys
80
Gln
Thy
Cys
Gly
Met
130
Leu
Arg
Asp
Glu

Leu
210

Gly
Tyr

Pro
35

Glu
Ser
Thr
Thr
Thr
115
Gly
Leu
Trp
Glu
Asp

19%
His

Gly
Ala

20
Pro

Asn
Asn
Gly
Gly
100
Tyr
Glu
Phe
Gln
Asn
180
Ile

Ile

Sekvence ID NO: 27:

@

Leu
5

Cys
Ser

Asn
Ile
Gln
8%

Cys
Leu
Gly
Cys
Asn
165
Leu

Ser

Gly

Glu Ala Leu Arg

Leu

Leu

Gly
Thxy
70

Leu
Gln
Arg
Thr
Ala

150
Glu

Tyr
Arg

Asp

sekvenéni charakteristika:

Gly Pro Gly
25

Thx Val Asn
40

Arg Asn Pro

55

Trp Pro Pro

Phe Phe Pro

val Xle Glu

val Arg

108

120
Lys Asn Arg

135

vVal val Pro

Lys Phe Gly

Glu Gly Leu

18s

Gly Leu Gln
200
Ala Gln Leu

215

(A) Délka: 228 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: aminokyselina

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

-45-

Ala
10

Cys
Leu

Asn
val
Glu

S0
Asn

Ile
Gly
Val
170
Asn

Gly

Glu

Leu
Gln

Gly

Ile
Pro
7%

Val

Asn

Asn Pro Val

Ile
Thr
iss
Asp
Leu

Thr

Lys

Pro
Ala

Glu

Thr
60

Leu
Asn
Ile
Pro
Thr
140
Leu
Met
Asp
Tyr

Pro
220

Leu
Leu

Glu
45

Trp
Gly
Lys
Leu
Arg
125
Ala
Leu
Pro
Asp

Gln
205

Leu
Arq

30
Ala

Trp
Pro
Asn
Lys
1310
Pro
Gla
Leu
Asp
Cys

190
Asp

Leu Phe
15
Val Glu

Arg Leu

Phe Ser

Gly Gln
80

Thr Gly

95

Arg Ser

Phe Leu

Gly Ile

Phe Arg

160
Asp Tyr
175
Ser Met

val Gly
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@

Met
Leu
Asp
His
Cys
65
Ser
Thr
Glu
His
Ser
145
Ile
Phe
His
Ile

Pro
225

Ala
Leu
Leu
Pro
50

Tyr
Gln
Gln
Asp
Asn
130
Thr
Leu

Leu

Thr

Thr
Leu
Pro
35

Arg
Thr
Gln
Asn
Asn
115
val
Leu
Ile

Leu

Tyr
195

Leu
Leu
20

Leu
Phe
Asn
Prd
Gly
100
Gly
Thr
Asp
Gln
Leu

180
Glu

Val
5
Phe
Asn
Ala
His
Gln
85
Ser
Ile
Asp
Gln
Thr
165
Asp

Gly

Len
Ser
Phe
Ala
Ser
70

Glu
val
Tyr
Ser
Leu
150
Leg
Lys

Leu

Val Thr Leu Arg Thr

210

Gly Gln Glu

Sekvence ID NO:28:

(i) sekvenéni charakteristika

(i) Typ molekuly: protein

(A) Délka: 16 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(C) Vlaknitost: nerelevantni

(D) Topologie: linearni

(xi) Popis sekvence ID NO: 28:

i

Sekvence ID NO: 29:

(M)

(i1) Typ molekuly: protein

5

sekven¢ni charakteristika:

(A) Délka: 19 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(C) Vlaknitost: nerelevantni

(D) Topologie: linearni

CZ 295428 B6

Ser
Gly
Gln
Lys
55

Gly
Leu
Tyr
Phe
Cys
135
Lys
Leu

Asp

Asn

Gly
215

Sexr
Glu
Gly
40

Lys
Ala
Val
Thr
Cys
120
Gly
Arg
Ile
Asp

Ile
200
Glu

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

Net
Pro
25

Ser
Arg
Leu
Ser
Leu
10%
Lys
Thr
Axrg
1le
Gly
i85
Asp

val
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Pro
Val
Pro
Ser
Thr
Glu
S0

Thr
Gln
Glu
Asn
Leu
170
Lys
Gln

Lys

Cys
Pro
Cys
Ser
Trp
Glu
Ile
Lys
Leu
Thr
155
Phe

Ala

Thr

Trp

His
Ala
Ser
Met
Phe
Gly
Gln
Cys
Leu
140
Leu
Ile
Gly
Ala

Ser
220

Trp
Met
Gln
45

Val
Arg
Arg
Asn
Asp
125
Val
Lys
Ile
Met
Thxr

205
Val

Leu
Thr
30

Ile
Lys
Lys
Ile
lle
110
Ser
Leu
Asp
val
Glu
190
Tyr

Gly

Leu
15

Ser
Trp
Phe

Arg

val

95
Gln

Ala
Gly
Gly

Pro
175

Glu’

Glu

Glu

Phe
Ser
Gln
His
Gly
80

Gln
Tyr
Asn
Phe
Ile
160
1le
Asp
Asp

His

Gln Ser Phe Gly Leu Leu Asp Pro Lys Leu Cys Tyr Leu Leu Asp Gly
10 15 '
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Pro Thr Trp Ser Thr Pro Val His Ala Asp Pro Lys Len Cys Tyr Leu
1 5 10 15

Leu Asp Gly

Sekvence ID NO: 30:
(i) sekvendéni charakteristika:
(A) Délka: 12 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vléknitost: nerelevantni
(D) Topologie: linearni
(ii)) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:30:
Leu Gly Glu Pro Gln Leu Cys Tyr Ile Leu Asp Ala
1 5 10
Sekvence ID NO: 31:
(i) sekven¢ni charakteristika:
(A) Délka: 19 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vlaknitost: nerelevantni
(D) Topologie: lineérni
(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:31:

Pro Thr Trp Sexr Thr Pro Val His Ala Asp Pro Gln Leu Cys Tyr 1le
1 5 10 15

Leu Asp Ala

Sekvence ID NO: 32:

(1) sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 16 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vlaknitost: nerelevantni
(D) Topologie: lineamni

(i) Typ molekuly: protein

(x1) Popis sekvence: sekvence ID NO:32:
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Gln Ser Phe Gly Leu Leu Asp Pro Lys Len Cys Tyr Leu Leu Asp Gly
1 5 10 15

Sekvence ID NO: 33:
(i) sekvenéni charakteristika:

(A) Délka: 16 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vlaknitost: nerelevantni
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:33:

Phe Ser Pro Pro Gly Ala Asp Pro Lys Leu Cys Tyr Leu Leu Asp Gly
1 5 10 15

Sekvence ID NO: 34:
(i) sekvenéni charakteristika:

(A) Délka: 142 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C) Vlaknitost: nerelevantni
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:34:

Gln Ser Phe Gly Leu Leu ASp Pro Lys Leu Cys Tyr Leu Leu Asp Gly
1 S i0 15

Ile Leu Phe Ile Tyr Gly Val Ile Leu Thr Ala Leu Phe Leu Arg Val
20 25 30

Lys Phe ‘Ser Arg Ser Ala Glu Pro Pro Ala Tyr Gln Gln Gly Gln Asn
35 40 ' 45

Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Vval
50 55 60

Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly €ly Lys Pro Arg
65 70 75 80

Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys
85 90 9s

Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg
100 105 110

Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys
115 120 125

:

Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg
130 135 140
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Sekvence ID NO: 35:
(i) sekvenéni charakteristika:

(A) Délka: 35 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vléknitost: nerelevantni
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:35:

Arg Val Lys Phe Ser Arqg Ser ARla Glu Pro Pro Ala Tyr Gln Gln Gly
1 5 ip 1s

Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Axrg Arg Glu Glu Tyr
20 25 30

Asp Val Leu
3s

Sekvence ID NO: 36:
(i) sekvenéni charakteristika:

(A) Délka: 32 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vlaknitost: nerelevantni
(D) Topologie: linearni
(ii)) Typ molekuly: protein
(x1) Popis sekvence: sekvence ID NO:36:

Lys Lys Leu Val Lys Lys Phe Arg Gln Lys Lys Gln Arg Gln Asn Gln
1 8 10 s

Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu
: 20 25 30

Sekvence ID NO: 37:

(i) sekvencéni charakteristika:
(A) Délka: 35 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vlaknitost: nerelevantni
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: protein
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(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:37:

Arg Thr Gln Ile Lys Lys Leu Cys Ser Trp Arg Asp Lys Asn Ser Ala
1 5 10 15

Ala Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr
20 25 30

Asp Val Leu
35

Sekvence ID NO: 38:
(i) sekvencni charakteristika:

(A) Délka: 35 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vléknitost: nerelevantni
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:38:

Rrg Thr Arg Phe Ser Arg Ser Ala Glu Pro Pro Ala Tyr Gln Gln Gly
1 5 io 15

Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr
20 25 30

Asp Val Leu
35

Sekvence ID NO: 39:
(1) sekvencni charakteristika:

(A) Délka: 36 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vlaknitost: nerelevantni
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:39:

Arg Thr Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro
1 . 5 10 i5

Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala
20 25 30

Tyr Ser Glu Ile
35
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(2) Sekvence ID NO: 40
(i) sekvenéni charakteristika:

(A) Délka: 38 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vlaknitost: nerelevantni
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: sekvence ID NO:40:

Arg Thr Arg Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His

1 5 10 15

Asp Gly Leuw Tyr Gln Gly Len Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp
20 25 ’ 30

Ala Leu His Met Gln Ala
35

PATENTOVE NAROKY

1. Terapeuticka butika pro fizeni bun&éné imunitni odpovédi u savci, exprimujici nejméng dva
bilkovinné chimérni receptory vazané na membranu, kde prvni obsahuje (a) extraceluldrni &ast,
ktera je schopnéd specifického rozpoznavani a navazani se na cilovou buiiku nebo cilovou
infekéni ¢astici a (b) intracelularni nebo transmembranovou €ast, schopnou dat signal terapeu-
tické buiice ke zniceni cilové buiiky navazané na receptor nebo cilové infekéni &astice navazané
na receptor; a druhy z receptoril obsahuje (a) extracelularni ¢ast, ktera je schopna specifického
rozpoznavani a navazani se na cilovou buiku nebo cilovou infekéni Eastici a (b) intracelularni
¢ast odvozenou od CD28.

2. Terapeutickd buitka podle naroku 1, kde cilova buiika je hostitelska buiika infikovana
infek¢ni Castici, nddorova nebo rakovinova buiika, nebo autoimunitou generovana buiika.

3. Terapeutickd buiika podle naroku 1, kterd je schopna zniéit cilovou butiku navdzanou na
receptor nebo cilovou infekéni Eastici navazanou na receptor zpiisobem nezavislym na MHC.

4. Terapeuticka buiika podle naroku 1, kde intracelularni nebo transmembranova &ast prvniho
receptoru je Cast pievad&jici signal progeinu receptoru T-lymfocytu, proteinu receptoru
B-lymfocytu nebo proteinu Fc receptoru, nebo jejich funk&niho derivatu.

5. Terapeuticka builka podle naroku 1, kde transmembranova &ast je schopna oligomerizovat
s proteinem pievadéjicim cytolyticky signal terapeutické buiiky.

6. Terapeuticka burika podle niroku 4, kde intracelularni nebo transmembranova doména je
odvozena od receptorit T-lymfocyt £, n, CD3 delta nebo T3 gama proteinu; y proteinu Fc
receptoru; nebo mlb nebo B29 proteinu receptoru B-lymfocytu.
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7. Terapeuticka buiika podle naroku 6, kde chimérni receptor zahrnuje bud’

a) aminokyseliny 421-532 sekvence ID No: 6 nebo jejich funkéni derivat prevadgjici cytoly-
ticky signal;

b) aminokyseliny (a) 423—455; (c) 461-494; nebo (d) 494-528 sekvence ID No:6;

¢) aminokyseliny 400-420 sekvence ID No: 6;

d) aminokyseliny 421-575 sekvence ID No: 4 nebo jejich funkéni derivat pievadgjici cytoly-
ticky signal;

e) aminokyselina (a) 423-455; (b) 438-455; (c) 461-494; nebo (d) 494-528 sekvence
ID No: 4;

f) aminokyseliny 400420 sekvence ID No: 4;

g) aminokyseliny 421-462 sekvence ID No: 5 nebo jejich funk&ni derivat pievad&jici cytoly-
ticky signal;

h) aminokyseliny 402-419 sekvence ID No: 5;

i)  aminokyseliny Tyr282-Tyr298 zahrnuty v obr. 15A;

j) aminokyseliny 132-171 z obr. 16, sekvence ID No: 24;

k) aminokyseliny 140-182 z obr. 17, sekvence ID No: 25;

1) aminokyseliny 162-220 z obr. 18, sekvence II NO: 26;

m) aminokyseliny 183-228 z bor. 19, sekvence 1D No: 27.

8. Terapeutickd burika podle naroku 4, kde protein Fc receptoru je lidsky FeyRJII, lidsky
FcRIIyA nebo lidsky FcRIIyC.

9. Terapeuticka butika podle naroku 4, ktera je vybrana ze skupiny, skladajici se z
a) T-lymfocyti,

b) cytotoxickych T-lymfocytl;

c) prirozenych zabije¢skych bungk;

d) neutrofili;

€) granulocyti;

f) makrofagi;

g) stéziiovych bunék;

h) HeLa bungk; a

1) embryonalnich kmenovych bunek ES,
a kde terapeutické buiika exprimuje chimérické receptory.
10. Terapeuticka buiika podle naroku 4, kde cilova infekéni Eastice je virus imunodeficience.

11. Terapeuticka buiika podle naroku 4, kde extracelularni ¢ast zahrnuje doménu CD4 vézajici
obalku HIV, nebo ji funkéni derivat vazajici obalku HIV.

12. Terapeutickd buiika podle naroku 4, kde ¢ast CD4 vazajici obalku HIV zahrnuje peptid
kédovany nukleotidy 1-369 sekvence ID No:1.

13. Terapeuticka buiika podle naroku 4, které je schopna zniit cilovou buiiku vdzanou na recep-
tor nebo cilovou infekéni Eastici cytolyticky.

14. Terapeutickd buiika podle naroku 1, kterd exprimuje nejméné dva bilkovinné chimérni
receptory vdzané na membranu, kde prvni obsahuje (a) extracelularni ¢ast, kterd je schopna
specifického rozpoznavéani a navézani se na cilovou butiku nebo cilovou infek&ni &stic a (b)
intracelularni nebo transmembranovou ¢ast odvozenou od receptoru T-lymfocyty, B-lymfocytu
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nebo Fc receptoru, schopnou dat signal butice ke zniéeni cilové buiiky navdzané na receptor nebo
cilové infekéni ¢astice navazané na receptor; a druhy z receptorti obsahuje (a) extracelularni &ast,
ktera je schopna specifického rozpoznévani a vazani se na cilovou buiiku nebo cilovou infekéni
Castici a (b) intracelularni ¢astic odvozenou od CD28.

15. Terapeuticka buiika podle naroku 14, kde cilova buiika je hostitelskd buiika infikovana
infek&ni &astici, nadorova nebo rakovinova buiika, nebo butika generovana autoimunitou.

16. Terapeuticka burika podle naroku 14, ktera je schopna znicit cilovou builtku navdzanou na
receptor nebo cilovou infekéni astici navazanou na receptor zpisobem nezavislym na MHC.

17. Terapeuticka bunika podle naroku 14, kde intracelularni nebo transmembranova doména je
odvozena od receptori T-lymfocytd £, n, CD3 delta nebo T3 gama proteinu; y proteinu FC
receptoru; nebo mbl nebo B29 proteinu receptoru B-lymfocytu.

18. Terapeuticka buiika podle naroku 17, kde chimérni receptor zahrnuje bud’

a) aminokyseliny 421-532 sekvence ID No: 6 nebo jejich funkéni derivat pfevadéjici cytoly-
ticky signal;

b) aminokyseliny (a) 423-455; (b) 438-455; (c) 461-494; nebo (d) 494-528 sekvence

.ID No: 6;

¢) aminokyseliny 400-420 sekvence ID No: 6;

d) aminokyseliny 421-575 sekvence ID No: 4 nebo jejich funkéni derivat prevadéjici cytoly-
ticky signal;

e) aminokyseliny (a) 423-455; (b) 438-455; (c) 461-494; nebo (d) 494-528 sekvence II)
No: 4;

f) aminokyseliny 400420 sekvence 11) No: 4;

g) aminokyseliny 421-462 sekvence ID No: 5 nebo jejich funkéni derivat pfevadéjici cytoly-
ticky signal;

h) aminokyseliny 402-419 sekvence JI) No: 5;

i)  aminokyseliny Tyr282—Tyr298 zahrnuty v obr. 15A,;

j) aminokyseliny 132-171 z obr. 16, sekvence ID No: 24;

k) aminokyseliny 140-182 z obr. 17, sekvence ID No.: 25;

1) aminokyseliny 162220 z obr. 18, sekvence ID No: 26;

m) aminokyseliny 183—-228 z obr. 19, sekvence ID No: 27.

19. Terapeuticka buiika podle naroku 14, kde protein Fc receptoru je lidsky FcyRIIIL, lidsky
FcRIIYA nebo lidsky FeRIIyC.

20. Terapeuticka butika podle néroku 14, kde extracelularni ¢ast zahrnuje East receptoru vazajici
ligand, ¢ast ligandu vazajici receptor, €4st protilatky véazajici antigen nebo jeji funkéni derivat.

21. Terapeutickd butika podle naroku 20, kde cilova infekéni Eastice je virus imunodeficience
nebo cilova buitika je hostitelska butika infikovana virem imunodeficience.

22. Terapeuticka buiika podle naroku 21, kde extracelularni ¢ast zahrnuje doménu CD4 vazajici
obalku HIV, nebo jeji funkéni derivat.

23. Terapeuticka buiika podle naroku 22, kde doména CD4 vazajici HIV obalku zahrnuje peptid
kédovany nukleotidy 1-369 sekvence ID No: 1.

24. Terapeutickd buiika podle naroku 14, ktera ni¢i cilovou buriku vazanou na receptor nebo
cilovou infekéni €astici cytolyticky.
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25. Terapeutickd buika podle naroku 4, ktera exprimuje nejméné dva bilkovinné chimérni
receptory vazané na membranu, kde prvni obsahuje (a) extracelularni doménu, ktera je schopna
specifického rozpozndvani a navazani se na cilovou buiiku nebo cilovou infekéni ¢astici a (b)
intracelularni nebo transmembranovou doménu odvozenou od CD3 receptoru T-lymfocytu, zeta
nebo eta polypeptidu, receptoru B-lymfocytu nebo Fe receptoru; a druhy z receptorti obsahuje (a)
extracelularni doménu, ktera je schopna specifického rozpoznavani a vazani se na cilovou buiku
nebo cilovou infekéni ¢astici a (b) intracelularni doménu odvozenou od CD28.

26. Terapeuticka buiika podle naroku 14 nebo 25, kde chimérni receptor obsahuje bud’
a) extracelularni ¢ast CD16, CD7 nebo CD5;
b) transmembranovou &ast CD5 nebo CD7; nebo

¢) intracelularni ¢ast CDS.

21 vykresi
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Obr. 2
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Obr. 4a
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Obr. 4c¢
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Obr. 5a
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Obr. 6a
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Obr. 8a

F34° Y51
1 QSFGLLDPKL CYLLDGILFI YGVILTALFL RVKFSRSAEP PAYQQGONOL

E60° D66"
§1 YNELNLGRRE EYDVILDKRRG RDPEMGGKPR RKNPQEGLYN ELOKDKMAEA

G122° A133° L139"
101 YSEIGMKGER RRGKGHDGLY QGLSTATKDT YDALHMOQALP PR

Obr. 8b
80
—a— CD16¢
60 o
% UVOLNENEHO —=®—CD16: D66
CHROMU 40 —i5— CD16x E60*
—a— CD16:¢ Y51*
20+ —A— CD16x F34*
—&— CD16
0.
-20 v T v Y T v
0 R 1 10 100

Pomér E/T

-63 -




CZ 295428 B6

Obr. 9a
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Obr. 10a

100

80
% UVOLNENEHO '
CHROMU 60 -

Pomér E/T

Obr. 10b

100

100
801

% UVOLNENERO
CHROMU 60

40 1
20 |

0 ;

<20 |

.01

Pomér E/T

- 66 -

10

100




CZ 295428 B6
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Obr. 10e
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Obr. 11a
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Obr. 13a
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Obr. 15d
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