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(57) Anotécia:

Je opisany preskladany rekombinantny T bunkovy receptor
a biologicky aktivny T bunkovy receptor (TCR) obsahuje
rekombinantnd TCR « alebo y refazov extracelularnu
doménu, ktora obsahuje prvy heterolégny C-koncovy dime-
rizatny peptid; a rekombinantnd TCP B alebo & refazovi
extraceluldrnu doménu, ktord obsahuje druhy C-koncovy
dimerizaény peptid, ktory vytvéra Specificky heterodimér s
prvym dimeriza&nym peptidom, &im sa vytvori heterodime-
rizatnd doména, ktorou mdZe byt’ doména stoceného zavi-
tu. Sit opfsané sekvencie nukleovych kyselin, ktoré kéduji
rekombinantny TCR a spdsob vyroby rekombinantného
TCR. TCR méZe byt znateny detegovatelnou znatkou tak,
aby bolo moZné detegovat 3pecifické MHC-peptidové
komplexy. Alternativne moze byt spojeny s terapeutickymi
Cinidlami, ako napriklad cytotoxickym ¢&inidlom alebo i-
munostimulaénym ¢&inidlom, aby bolo moZné dorudit’ &i-
mdlo na miesto 3pecifického MHC-peptidového komplexu.
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Preskladany rekombinantny T bunkovy receptor - TCR, sekvencie nukleovych
kyselin, ktoré koduju rekombinantné TCR retazce rekombinantného TCR a spbsob

jeho vyroby

Oblast techniky

Vynalez sa tyka rekombinantnych T bunkovych receptorov (TCRs)

nenaviazanych na membranu a spésobov a reakénych ¢inidiel na ich produkciu.

Doterajsi stav techniky

1. Prezentacia antigénu na bunkovom povrchu

MHC molekuly su Specializované proteinové komplexy, ktoré prezentuju
kratke proteinové fragmenty, peptidové antigény, na bunkovom povrchu, aby boli
rozoznavané bunkovou ¢astou adaptivneho imunitného systému.

MHC triedy | je dimérny proteinovy komplex pozostavajuci s variabilného
tazkého retazca a konstantného lahkého retazca, p2mikroglobulin. MHC triedy |
prezentuje peptidy, ktoré su spracovavané vo vnutri bunky, nalozené do vézobnej
Strbiny v MHC a transportované na bunkovy povrch, kde sa komplex ukotvi do
membrany prostrednictvom MHC tazkého retazca. Peptidy st zvy&ajne dlhé 8 az
11 aminokyselin v zavislosti na stupni vyklenutia zavedeného do peptidu pri vazbe
v MHC. Vazobna $trbina, ktora je tvorenda membranovymi distalnymi a1 a a2
doménami MHC taZzkého retazca, ma "uzavreté" konce, o dost tesne obmedzuje
dizku peptidu, ktory sa moZe viazat.

Aj MHC triedy Il je dimérny protein pozostavajlci s o. (fazkého) a B (fahkého)
retazca, pricom oba tieto retazce su variabilné glykoproteiny, a su ukotvené v
bunke transmembranovymi doménami. Podobne ako MHC triedy |, vytvara
molekula MHC triedy 1l vézobnu $trbinu, do ktorej sa zadlefiuju vacsie peptidy s

dizkou 12 a2 24 aminokyselin. Peptidy sa prijimaju z extracelularneho prostredia
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endocytézou a pred nalozenim na komplex triedy II, ktory ich transportuje na
bunkovy povrch, sa spracovavaju.

Kazda bunka prezentuje peptidy na az Siestich roznych molekulach triedy | a
na podobnom mnozZstve molekul triedy Il, pricom celkovy po¢et MHC komplexov,
ktoré sa nachadzaju v bunke je v rozsahu 10° az 10° na bunku. Typicky sa
odhaduje, Ze diverzita peptidov prezentovanych na molekulach triedy | je medzi
1000 a 10000, pricom 90 % z nich je prezentovanych v 100 az 1000 képiach na
bunku (Hunt, Michel a d'al8i, 1992; Chicz, Urban a dal$i 1993; Engelhard, Appella a
dalsi 1993; Huczko, Bodnar a dalsi 1993). Najpreviadajicejsie peptidy tvoria 0,4 az
5 % celkovych prezentovanych peptidov, éo znamena, Ze by mohlo byt
prezentovanych do 20000 identickych komplexov. Av§ak je pravdepodobné, Ze
priemerny pocet najviac prevladajucich jednotlivych peptidovych komplexov je v
rozsahu 2000 az 4000 na bunku, a typické prezentaéné Urovne rozoznatefnych T
bunkovych epitopov su v rozsahu 100 az 500 komplexov na bunku (pozri zhrnutie
(Engelhard 1994)).

2. Rozoznavanie antigén prezentujucich buniek

Antigén méze prezentovat' Siroké spektrum buniek, vo forme MHC-peptid, a
bunky, ktoré tuto vilastnost maju, st zname ako antigén prezentujlice bunky (APC).
Typ bunky, ktora prezentuje konkrétny antigén, zavisi na tom ako a kde sa bunky
imunitného systému prvy krat stretavaju s antigénom. APCs zahfiiaju dendritické
bunky prepojené prstencovitymi vybeZzkami, ktoré sa vo velkom mnoZstve
nachadzaju v T bunkovych oblastiach lymfatickych uzlin a sleziny; Langerhansove
bunky v kozi; folikularne dendrické bunky v B bunkovych oblastiach lymfatického
tkaniva; monocyty, makrofagy a iné bunky monocytovej/makrofagovej linie; B bunky
a T bunky; a rézne iné bunky, ako napriklad endotelialne bunky a fibroblasty, ktoré
nie su klasickymi APCs, ale méZu uéinkovat' rovhakym spdsobom ako APC.

APCs su rozoznavané podtriedou lymfocytov, ktoré zreja v tymuse (T bunky),
kde prebieha ich selekcia, ktora je nastavena tak, ze zaistuje, aby boli T bunky,

ktoré odpovedaju na vlastné peptidy, znicené (negativna selekcia). Okrem toho, T
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bunky, ktoré nie su schopné rozoznavat prezentované MHC varianty (u cloveka
HLA haplotypy), nevyzrievaju (pozitivna selekcia).

Rozoznavanie 3pecifickych MHC-peptidovych komplexov T bunkami je
sprostredkované T bunkovym receptorom (TCR), ktory pozostava z a- a B-retazca,
priom oba tieto retazce su ukotvené v membrane. V procese rekombinacie
podobnom s procesom pozorovanym pre gény protilatok, sa TCR o a B gény
preskupuju z Variabilnych, Spojovacich, Diverzitnych a Konstantnych elementov,
&im vytvaraji enormnu diverzitu extracelularnych antigén viazucich domén (10" a2
10" rdznych moZnosti). TCRs existuju aj v odli§nej forme, s y a § retazcami, ale
tieto su pritomné len na priblizne 5 % T buniek.

Protilatky a TCRs su jediné dva typy molekul, ktoré rozoznavaja antigény
$pecifickym sposobom, takZze TCR je jediny receptor Specificky pre konkrétne
peptidové antigény prezentované na MHC, pricom cudzi peptid je casto jedinou
znamkou abnormality vo vnutri bunky.

TCRs su exprimované s enormnou diverzitou, kazdy TCR je Specificky pre
jeden alebo niekolko MHC-peptidovych komplexov. Kontakty medzi TCR a MHC-
peptidovymi ligandami trvaju extrémne kratko, zvy€ajne maju pol¢as rozpadu kratSi
ako jednu sekundu. Adhézia medzi T bunkami a ciefovymi bunkami,
pravdepodobne TCR/MHC-peptid, zavisi na uskutoéneni viacnasobnych TCR/MHC-
peptid kontaktov, ako aj na mnozstve kontaktov medzi koreceptorom a ligandom.

Rozoznavanie T bunkou nastava, ked su T-bunka a antigén prezentujlica
bunka (APC) v priamom fyzickom kontakte, a iniciuje sa ligaciou komplexov antigén
§pecifickych TCRs s pMHC. TCR je heterodimérny bunkovy povrchovy protein
patriaci do superrodiny imunoglobulinov, ktory je spojeny s nepremenlivymi
proteinmi CD3 komplexu, ktory sa podiela na sprostredkovani prenosu signalu.
TCRs existuju v aff a yd formach, ktoré su Strukturalne podobné, ale maju dost
odliSnu anatomicku lokalizaciu a pravdepodobne aj funkcie. Extracelularna cast
receptora pozostava z dvoch membranovo-proximalnych konstantnych domeén a
dvoch membranovo-distalnych variabilnych domeén, ktoré nesu vysoko polymorné

slu¢ky analogické s komplementaritu determinujicimi oblastami (CDRs) protilatok.
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Prave tieto slu¢ky vytvaraji MHC-vazobné miesto TCR molekuly a determinuju
peptidovu Specificitu. MHC triedy | a triedy Il ligandy su tiez proteiny patriace do
imunoglobulinovej superrodiny, ale st Specializované na prezentaciu antigénu,
pricom maju vysoko polymorfné peptid viazuce miesto, ktoré im umoZiiuje
prezentovat réznu zostavu kratkych peptidovych fragmentov na APC bunkovom
povrchu.

V sucasnosti sa Strukturalne charakterizovali prikiady tychto interakcii
(Garboczi, Ghosh a dalsi 1996; Garcia, Degano a dal$i 1996; Ding, Smith a dal$i
1998). Z krystalografickych Struktar hlodavéich a fudskych komplexov pMHC triedy
I-TCR vyplyva diagonalna orientacia TCR na jeho pMHC ligand, a slaba tvarova
komplementarita na rozhrani. Len CDR3 sluéky prichadzaju do kontaktu s
peptidovymi zvySkami. Z porovnania TCR Struktur s ligandom a bez ligandu tiez
vyplyva, Ze existuje urity stuperi flexibilty v TCR CDR slu¢kach (Garboczi a
Biddison 1999).

Modely aktivacie T bunky sa pokusaju vysvetlit ako takéto protein-protein
interakcie medzi T bunkou a antigén prezentujicou bunkou (APC) iniciuju
odpovede, ako napriklad usmrtenie virusom infikovanej ciefovej bunky. V mnohych
tychto modeloch su zahrnuté fyzikalne viastnosti TCR-pMHC interakcii ako kritické
parametre. Napriklad sa zistilo, Zze kvantitativne zmeny v TCR disociaénych
rychlostiach sa prenaSaju do kvalitativnych rozdielov v biologickom vystupe
receptorového spojenia, ako napriklad Upina alebo &iastoéna aktivacia T bunky
alebo antagonizmus (Matsui, Boniface a dal§i 1994, Rabinowitz, Beeson a dalSi
1996; Davis, Boniface a dalSi 1998).

Ukazalo sa, Ze TCR-pMHC interakcie maju nizke afinity a relativnhe pomalé
kinetiky. Mnohé $tudie vyuzivali biosenzorovu technolégiu, ako napriklad Biacore™
(Willcox, Gao a dalsi 1999; Wyer, Willcox a dal8i 1999), ktora vyuziva povrchova
plazmonovu rezonanciu (SPR) a umoziiuje priame afinitné merania a merania
skutoéného €asu kinetiky interakcii protein-protein (Garcia, Scott a dalSi 1996;
Davis, Boniface a dalSi 1998). AvSak Studované receptory st bud aloreaktivne

TCRs, alebo receptory, ktoré boli vyvolané ako odpoved na umely imunogén.
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3. TCR a CD8 interakcie s MHC-peptidovymi komplexami

Znac¢na vadsina T buniek vymedzena MHC triedy I-peptidovymi komplexami
vyzaduje na aktivaciu aj zapojenie koreceptora CD8, zatial ¢o T bunky vymedzené
MHC triedy Il vyZzaduju zapojenie CD4. Presna funkcia koreceptorov v aktivacii T
buniek nie je eSte Uplne jasna. Ani to nie su kritické mechanizmy a parametre
riadenia aktivacie. AvSak tak CD8, ako aj CD4 maju cytoplazmatické domény, ktoré
sa spajaju s kinazou p56'*, ktord sa podiefa na Gplne najskorSej tyrozinovej
fosforylacii typickej pre aktivaciu T buniek. CD8 je dimérny receptor exprimovany
bud v aa forme, alebo, beznejSie, v o forme. CD4 je monomér. V CD8 receptore
sa s p56'* spaja len a-retazec.

TerajSie stanovovania fyzikalnych parametrov riadiacich vazbu TCR a CD8
na MHC pouzitim rozpustnych verzii receptorov ukazali, Ze pri rozoznavani je
dominantnou vézba prostrednictvom TCR. TCR ma vyznamne vys$Siu afinitu vodi
MHC ako koreceptory (Willcox, Gao a dalsi 1999; Wyer, Willcox a dal$i 1999).

Jednotlivé interakcie receptorov s MHC trvaju pri fyziologickej teplote, tzn. 37
°C, velmi kratko. Priblizna hodnota poléasu rozpadu TCR-MHC/peptidovej
interakcie, merana s fudskym TCR $pecifickym pre influenza virusovy "matricovy"
peptid prezentovany prostrednictvom HLA-A*0201(HLA-A2) je 0,7 sekundy. Pol¢as
rozpadu CD8aa interakcie s tymto MHC/peptidovym komplexom je kratsi ako 0,01

sekundy, tzn. komplex sa rozpadava 18 krat rychlejSie.

4. Produkcia rozpustnych MHC-peptidovych komplexov

Rozpustné MHC-peptidové komplexy sa najprv ziskavali $tiepenim
povrchovych molekul antigén prezentujucich buniek papainom (Bjorkman,
Strominger a dalSi 1985). Hoci tento pristup poskytoval material na krystalizaciu, v
sucasnosti bol pre molekuly triedy | nahradeny oddelenou expresiou tazkého a
fahkého retazca v E. coli a nasledne poskladanim v pritomnosti syntetického
peptidu (Garboczi, Hung a dalSi 1992; Madden, Garboczi a dal§i 1993; Garboczi,
Madden a dal§i 1994; Reid, McAdam a dalSi 1996; Reid, Smith a dalSi 1996;
Smith, Reid a dal$i 1996; Smith, Reid a d'al$i 1996; Gao, Tormo a dal§i 1997; Gao,
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Gerth a dalSi 1998). Tento pristup ma niekofko vyhod oproti predchadzaijicim
metédam v tom, Ze sa ziskava vy$8i vytazok pri nizSich nakladoch, vefmi presne je
mozné kontrolovat' identitu peptidu a finalny produkt je homogénnejsi. Navyse je
mozné jednoducho uskutoénit expresiu modifikovaného tazkého alebo fahkého

retazca, napriklad fuzovanim s proteinovym priveskom.

5. Rozpustny TCR

Doteraz neboli publikované Ziadne (daje tykajuce sa interakcii fudského
TCR a pMHC a ziadne Studie analyzujice prirodzene vybrané TCRs $pecifické pre
prirodzené (napr. virusové) epitopy. To mdze odrazat tazkosti pri ziskavani
proteinu, ktory je vhodny na SPR, tzn. proteinu, ktory je homogénny, monomérny,
spravne poskladany, dostupny v miligramovych mnoZstvach a stabilny v urcitom
rozsahu koncentracii.

Bolo by vyhodné, keby bolo mozZné produkovat rekombinantny TCR vo forme
nenaviazanej na membranu (alebo rozpustnej forme) nie len na ucely skimania
Specifickych TCR-pMHC interakcii, ale aj ako diagnosticky nastroj na detekciu
infekcie alebo na detekciu markerov autoimunitnych ochoreni alebo na detekciu
ucinnosti T bunkovych vakcin. Rozpustny TCR by bol pouzitelny aj na farbenie,
napriklad na farbenie buniek, aby sa zistila pritomnost konkrétneho virusového
antigénu prezentovaného v kontexte MHC. Podobne, rozpustny TCR by mohol byt
pouzity na dorucenie terapeutického €inidla, napriklad cytotoxickej zlG¢eniny alebo
imunostimulaénej zla€eniny, do buniek prezentujucich uréity antigén.

Je tazké produkovat proteiny, ktoré su vytvorené s viac ako jednej
polypeptidovej podjednotky, a ktoré maju transmembranovi doménu, v rozpustnej
forme, pretoze v mnohych pripadoch je protein stabilizovany jeho trans-
membranovou oblastou. To je pripad TCR.

Produkcia rozpustného TCR bola opisana mnoZstvom skupin len teraz. Vo
vSeobecnosti, vSetky metddy opisuju skratené formy TCR obsahujuce bud len
extracelularne domény, alebo extracelularne a cytoplazmatické domény. Takze vo
vSetkych pripadoch boli z exprimovaného proteinu deletované transmembranové

domény. Hoci mnohé publikacie dokazuju, Ze TCR produkovany podfa ich metod
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méze byt rozoznavany TCR-Specifickymi protilatkami (z ¢oho vyplyva, ze cast
rekombinantného TCR rozoznavana protilatkou je spravne poskladana), nikto nebol
schopny vyrobit rozpustny TCR s dobrym vytazkom, ktory je stabilny v nizkych
koncentraciach, a ktory méze rozoznavat MHC-peptidové komplexy.

Prvy postup na ziskanie krystalizovatelného materialu vyuziva expresiu v
eukaryotickych bunkach, ale je extrémne nakladné produkovat tento material
(Garcia, Degano a dalsi 1996; Garcia, Scott a dalsi 1996). Iny postup, ktorym sa
produkuje krystalizovatelny material, vyuziva E. coli expresny systém podobny
systému, ktory bol predtym pouzity pre MHC-peptidové komplexy (Garboczi, Ghosh
a dfal§i 1996; Garboczi, Utz a dalSi 1996). Ukazalo sa, ze spdsob uvedeny ako
druhy, v ktorom sa exprimuju extracelularne éasti TCR retazcov useknuté tesne
pred cysteinovymi zvySkami, ktoré sa podiefaju na vytvoreni prepojenia retazcov
prostrednictvom disulfidového mostika, a nasledne sa skladaju in vitro, je
vSeobecne pouzitelny. Ukazalo sa, ze vacésina heterodimérnych TCRs je nestabilna,
ked' sa produkuje tymto spdsobom, a to kvéli nizkej afinite medzi o a p retazcami.

Okrem toho existuje mnoZstvo opisov inZinierskej produkcie rozpustného
TCR. Niektoré z nich opisuju len expresiu bud a, alebo B retazca TCR, takze
ziskany protein si nezachovava schopnost Specificky viazat MHC-peptid (Calaman,
Carson a dalSi 1993; Ishii, Nakano a dalSi 1995). Ziskali sa kryStaly p retazca bez o
retazca, bud samostatné, alebo naviazané na superantigén (Boulot, Bentley a dalSi
1994; Bentley, Boulot a dalsi 1995; Fields, Malchiodi a dal$i 1996).

Iné publikacie opisuju sposoby expresie heterodimérnych y/6 alebo o/f TCR
(Gregoire, Rebai a dalSi 1991; Necker, Rebai a dalsi 1991; Eilat, Kikuchi a dalSi
1992: Weber, Traunecker a dalSi 1992; Corr, Slanetz a dalsi 1994; Ishii, Nakano a
dalSi 1995; Gregoire, Malissen a dalsi 1996, Romagne, Peyrat a dalsi 1996). V
inych pripadoch sa TCR exprimoval ako jednoretazcovy fuzovany protein (Brocker,
Peter a dalSi 1993; Gregoire, Malissen a dalSi 1996; Schlueter, Schodin a dalSi
1996). Inou stratégiou bolo exprimovat TCR retazce ako chimérne proteiny
fuzované na Ig pantovi a konstantnu oblast (Eilat, Kikuchi a dal§i 1992; Weber,

Traunecker a dalsi 1992). Iné chimérne TCR proteiny sa exprimovali s umelymi
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sekvenciami, ktoré vytvaraju stoené zavity, ktoré maja vysoku vzajomnu afinitu a
Specificitu, takZe stabilizuju TCR a-p kontakty a zvySuja rozpustnost. Tento pristup
pouzili Chang, Bao a dalsi (1994), ktori nahradili transmembranovu oblast proteinu
proteinom leucinového zipsu, ktory pozostava z dvoch syntetickych peptidovych
sekvencii, kyslého peptidu a zasaditého peptidu, ktoré Specificky interaguja, ¢im
vytvaraju heterodimérny stoéeny zavit. Na vyluCovanie heterodimérneho TCR
proteinu autori pouzili bakulovirusovy expresny systém v eukaryotickych bunkach.
Peptidy umelého leucinového zipsu napomahaji heterodimerizacii TCR o a B
refazcov, ktoré su spojené aj medziretazcovoou disulfidovou vazbou tesne nad
miestom flazie so zipsovymi peptidmi. AvSak tieto techniky sa doteraz nepotvrdili
ako UspeSné a neexistuje ziadny dbkaz, ze opisany rozpustny TCR mbéze
rozoznavat TCR ligand. Podobne, Golden, Khandekar a dalSi (1997) opisali
produkciu heterodimérnych T bunkovych receptorov ako leucinovych zipsovych
fuzovanych proteinov. Rozpustny TCR sa exprimoval v E. coli ako sekretovany
heterodimér s a-B medziretazcovou disulfidovou vazbou ako v Chang a dalsi. Tiez
neexistuje ziadny dokaz, Ze tento neposkladany TCR heterodimér je schopny
interagovat so svojim ligandom.

Preto existuje potreba rozpustnej verzie na membranu naviazaného TCR,
ktora by bola spravne poskladana tak, Ze TCR by bol schopny rozoznavat svoj
prirodzeny ligand. UZito€na by bola aj rozpustna forma TCR, ktora je stabilna uréitt
dobu a spésob jej produkcie v rozumnych mnozstvach. Cielom predlozeného

vynalezu je splnit niektoré alebo vSetky tieto poziadavky.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je preskladany rekombinantny T bunkovy receptor
(TCR), ktory obsahuje:
i) rekombinantnd TCR a alebo y retazcovu extracelularnu doménu, ktora obsahuje

prvy heterologny C-koncovy dimerizaény peptid; a



-9-

ii) rekombinantni TCR B alebo & retazcova extracelularnu doménu, ktora obsahuje
druhy C-koncovy dimerizaény peptid, ktory vytvara Specificky heterodimér s prvym
dimerizacnym peptidom, ¢im sa vytvori heterodimerizagna doména.

TCR podfa vynalezu, ktory je preskiadany potom ako sa exprimuje, a nie je
vyluCovany ako heterodimér, je konformacéne vynikajuci v porovnani s predtym
dostupnym rozpustnym TCR. To vyplyva z jeho schopnosti rozoznavat MHC-
peptidové komplexy. Je tiez stabilny pri relativne nizkych koncentraciach. M6ze byt
stabilny pri koncentraciach niz8ich ako 1 mg/ml a vyhodne priblizne 10 pg/ml.

Dalsie uskutodnenie vynalezu poskytuje biologicky aktivny rekombinantny T
bunkovy receptor (TCR), ktory obsahuje:

i) rekombinantni TCR a alebo y retazcovu extracelularnu doménu, ktora obsahuje
prvy heterologny C-koncovy dimerizagny peptid; a

ii) rekombinantnu TCR P alebo & retazcovu extracelularnu doménu, ktora obsahuje
druhy C-koncovy dimerizacny peptid, ktory vytvara Specificky heterodimeér s prvym
dimerizaénym peptidom, ¢im sa vytvori heterodimerizatna doména. Takyto TCR sa
bude $pecificky viazat na MHC-peptidové komplexy, vyhodne spésobom podobnym
prirodzenému TCR, od ktorého je odvodeny.

Dalej vynalez poskytuje rekombinantné sekvencie nukleovych kyselin, ktoré
koéduju tu opisané TCR retazce. Takéto sekvencie nukleovych kyselin sa mézu
izolovat' z klonov T buniek. Alternativne sa m6zu produkovat synteticky, naprikiad
zavedenim heterolognej sekvencie nukleovej kyseliny do sekvencie nukleovej
kyseliny, ktora kéduje TCR retazec, alebo mutovanim (inzerciou, deléciou alebo
substiticiou) sekvencie nukleovej kyseliny, ktora kéduje TCR retazec. Takze
vynalez zahifia vo svojom ramci syntetické peptidy, ktoré su ucinné a/alebo sa
$pecificky viazu ako prirodzené TCRs.

Este iny predmet vynalezu poskytuje sposob vytvarania rekombinantného T
bunkového receptora nenaviazaného na membranu, ktory zahfia:

expresiu rekombinantnej TCR « alebo y retazcovej extracelularnej domeny,
ktora obsahuje prvy heterolégny C-koncovy dimerizacny peptid, a rekombinantnej

TCR B alebo & retazcovej extracelularnej domény, ktora obsahuje druhy C-koncovy



-10 -

dimerizaény peptid, ktory vytvara Specificky heterodimér s prvym dimerizaénym
peptidom, ¢im formuje heterodimerizaénu doménu; a

a vzajomné poskladanie retazcov in vitro, ¢im sa produkuje TCR
heterodimer.

Rekombinantné TCRs podfa vynalezu mézu rozoznavat MHC triedy I-
peptidovych a MHC triedy ll-peptidovych komplexov.

Heterodimerizaénou doménou rekombinantnéhoTCR podfa vynalezu je
vyhodne takzvany "stoéeny zavit" alebo "leucinovy zips". Tieto vyrazy st pouzité na
opisanie parov zavitnicovych peptidov, ktoré navzajom interaguju $pecifickym
spoésobom, &im vytvaraji heterodimér. Interakcia nastdva vdaka pritomnosti
komplementarnych hydrofébnych zvyskov pozdiz jednej strany kaZzdého zipsového
peptidu. Povaha peptidov je taka, Ze vytvaranie heterodimérov je znacne
vyhodnejSie ako vytvaranie homodimérov zavitnic. Leucinové zipsy mézu byt
syntetické alebo prirodzene sa vyskytujuce. Syntetické leuciny mézu byt navrhnuté
tak, aby mali vy$8iu vazobnu afinitu ako prirodzene sa vyskytujuce leucinové zipsy,
&o nemusi byt vZdy vyhodné. V skutoénosti st vyhodnymi leucinovymi zipsami na
pouzitie podfa vynalezu prirodzene sa vyskytujuce leucinové zipsy alebo leucinové
zipsy s podobnou véazobnou afinitou. Leucinové zipsy z c-jun a c-fos proteinu st
prikladom leucinovych zipsov s vhodnou véazobnou afinitou. Iné vhodné leucinové
zipsy zahfmiaju zipsy z myc a max proteinov (Amati, Dalton a dalSi 1992). Je mozné
jednoducho navrhnit aj iné leucinové zipsy s vhodnymi vlastnostami (O'Shea a
dalsi 1993).

Vyhodné je, aby rozpustné TCRs podfa vynalezu mali leucinové zipsove
fuzie s dizkou priblizne 40 aminokyselin zodpovedajiuce heterodimerizaénym
doménam z c+jun (o. refazec) a c-fos (B retazec) (O'Shea, Rutkowski a dalSi 1989,
O'Shea, Rutkowski a dalsi 1992, Glover a Harrison 1995). Mézu byt pouzité dlhsie
leucinové zipsy. KedZe je zrejmé, ze heterodimerizaéna $pecificita sa zachovava aj
pri dost kratkych fragmentoch niektorych leucinovych zipsovych domén (O’Shea,
Rutkowski a dal§i 1992), je mozné, Ze podobny ucinok je mozné dosiahnut s

krat§imi c-jun a c-fos fragmentami. Takéto kratSie fragmenty by mohli mat napriklad
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len 8 aminokyselin. TakZe dizka leucinovych zipsovych domén méze byt v rozsahu
od 8 do 60 aminokyselin.

Molekulové principy S$pecificity parovania leucinového zipsu su dobre
charakterizované (Landschulz, Johnson a dalSi 1988; McKnight 1991) a priemerny
odbornik v oblasti je schopny navrhnut a skon$truovat leucinové zipsy na
vytvorenie homodimérov, heterodimérov alebo trimérnych komplexov (Lumb a Kim
1995; Nautiyal, Woolfson a dalsi 1995; Boice, Dieckmann a dalS§i 1996, Chao,
Houston a dalsi 1996). Navrhnutie leucinovych zipsov alebo inych
heterodimerizacnych domén s vysSou afinitou ako je afinita c-jun a c-fos
leucinovych zipsov mdzZe byt v niektorych systémoch uZitoéné pre expresiu
rozpustnych TCRs. Av§ak, ako je podrobnejSie uvedené nizsie, ked sa TCR sklada
in vitro, do skladacieho timivého roztoku je vyhodne zavedené solubilizaéné &inidlo,
aby sa redukovalo vytvaranie neproduktivhych proteinovych agregatov. Jednou
interpretaciou tohto fenoménu je, Ze kinetika skladania leucinovych zipsovych
domén je rychlejSia ako kinetika skladania TCR retazcov, ¢o vedie k dimerizacii
neposkladanych TCR « a B retazcov, a to spésobuje agregaciu proteinov. Tym Ze
sa spomali proces skladania a inhibuje sa agregacia pridanim solubilizaéného
éinidla, moze sa protein udrziavat v roztoku pokial sa Uplne neposkladaju obe
fuzované domény. Preto heterodimerizaéné domény s vy$Sou afinitou ako c-fos a c-
jun leucinové zipsy mézu vyzadovat vysSie koncentracie solubilizaéného &inidla na
dosiahnutie vytazku TCRs, ktory je porovnatelny s vytazkom pri c-jun a c-fos.

Rézne biologické systémy pouzivaju rézne spdsoby na vytvaranie stabilnych
homo- a heteroproteinovych dimérov a kazdy z tychto spdésobov v principe
poskytuje moznost na skonstruovanie dimerizaénych domén v geneticky modifiko-
vanych proteinoch. Leucinové zipsy (Kouzarides a Ziff 1989) su pravdepodobne
najpopularnejSie dimerizaéné moduly a vo velkej miere boli pouzivané na produkciu
geneticky skonstruovanych dimérnych proteinov. Tak bol pouZity leucinovy zips z
GCN4, transkripéného aktivacného proteinu z kvasinky Saccharomyces cerevisiae,
na priamu homodimerizaciu mnozstva heterolégnych proteinov (Hu, Newell a dalsi

1993; Greenfield, Montelione a dalSi 1998). Vyhodnou stratégiou je pouzitie zipsov,
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ktoré priamo vytvaraju heterodimérne komplexy, ako Jun/Fos leucinovy zipsovy par
(de Kruif a Logtenberg 1996; Riley, Ralston a dalsi 1996).

Vo vyhodnom rekombinantnom TCR podfa vynalezu chyba medziretazcova
disuifidova vazba, ktora sa vytvara medzi dvoma cysteinovymi zvySkami v
prirodzenych o a p TCR retazcoch a medzi prirodzenymi y a § TCR retazcami. To
sa da dosiahnut napriklad fuziou dimerizaénych domén do TCR receptorovych
retazcov nad cysteinovymi zvySkami, takZze tieto zvySky st z rekombinantného
proteinu vyluéené. V alternativnom priklade sa jeden alebo viacero cysteinovych
zvySkov nahradi inym aminokyselinovym zvyskom, ktory nevytvara disulfidovu
vazbu. Tieto cysteinové zvysky nesmu byt pritomné, pretoze moézu naruSovat in
vitro skladanie funkéného TCR.

Preskladavanie o a B retazcov alebo y a & retazcov preskladaného
rekombinantnéhoTCR podfa vynalezu sa uskutoéiiuje in vitro v podmienkach
vhodnych na preskladanie. V konkrétnom uskuto&neni sa ziska rekombinantny TCR
so spravnhou konformaciou poskladanim rozpustenych TCR refazcov v
preskladavacom timivom roztoku, ktory obsahuje solubilizaéné ¢&inidlo, napriklad
mocovinu. Vyhodne méze byt mo€ovina pritomna v koncentracii najmenej 0,1 M
alebo najmenej 1 M alebo najmenej 2,5 M alebo priblizne 5 M. Alternativhym
solubilizaénym ¢&inidlom, ktoré méze byt pouzité, je guanidin v koncentracii medzi
0,1 M a 8M, vyhodne najmenej 1 M alebo najmenej 2,5 M. Pred preskladanim sa
vyhodne pouziva redukéné ¢&inidlo na zaistenie uplnej redukcie cysteinovych
zvySkov. Ak je to nevyhnutné, mbzu byt pouzité dalSie denaturaéné é&inidla, ako
DTT a guanidin. Pred krokom skladania mdézu byt pouzité rézne denaturanty a
redukéné Cinidla (napr. mocovina, p-merkaptoetanol). Po¢as preskladavania mézu
byt pouzité alternativhe redoxné pary, ako cystamin/cysteamin redoxny par, DTT
alebo p-merkaptoetanol/atmosfericky kyslik a cystein v redukovanej a v oxidovanej
forme.

Tu opisany monomérny TCR mézZe byt znateny detegovatelnou znackou,
naprikiad znackou, ktora je vhodna na diagnostické ucely. Takto vynalez poskytuje

spbsob na detegovanie MHC-peptidovych komplexov, ktory zahffia uvedenie MHC-
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peptidovych komplexov do kontaktu s TCR podfa vynalezu, ktory je $pecificky pre
dany MHC-peptidovy komplex; a detekciu viazania sa TCR na MHC-peptidovy
komplex. Na poskytnutie detegovatefnej znacky mdze byt v tetramérnom TCR
vytvorenom pouzitim Dbiotinylovanych heterodimérov pouzity fluorescencny
streptavidin (komeréne dostupny). Fluorescenéne znaéeny tetramér bude vhodny
na pouzitie vo FACS analyzach, napriklad na detekciu antigén prezentujlcich
buniek nesucich peptid, vodi ktorému je TCR $pecificky.

Inym spdsobom, ktorym mdzu byt detegované rozpustné TCRs, je pouzitie
TCR-$pecifickych protilatok, najmad monoklonalnych protilatok. Existuje mnoho
komeréne dostupnych anti-TCR protilatok, ako napriklad BFlI a oFl, ktoré
rozoznavaju konstantné oblasti B, respektive o retazca.

TCR sa mdZe alternativne alebo navySe spojit s terapeutickym g&inidiom,
ktorym méze byt napriklad toxicka &ast napriklad na pouzitie na usmrtenie bunky,
alebo s imunostimulaénym ¢inidlom, ako interleukinom alebo cytokinom. Takto
vynalez poskytuje spdsob dodania terapeutického Cinidla do ciefovej bunky, ktory
zahifia uvedenie potencialnych cielovych buniek do kontaktu s TCR podfa vynalezu
v podmienkach, ktoré umoziiuju pripojenie TCR na ciefovu bunku, priCom uvedeny
TCR je $pecificky pre MHC-peptidové komplexy a je s nim spojené terapeutické
¢inidlo. Najma by mohol byt rozpustny TCR pouzity na doruCenie terapeutickych
ginidiel na miesta buniek prezentujucich konkrétny antigén. Napriklad, toxin by
mohol byt doruéeny do nadoru, a tym by ho pomohol zniéit. To by mohlo byt
uzitoéné v mnohych situaciach a najma proti nadorom, pretoze nie vSetky bunky v
nadore prezentuju antigény, a preto nie st vSetky nadorové bunky detegované
imunitnym systémom. S rozpustnym TCR by bolo mozné doruéit’ zlG&eninu tak, Ze
by vykonavala svoju funkciu lokalne, ale nie len na bunke, na ktora sa viaze. Takze
v jednej konkrétnej stratégii sa navrhuje pripojenie protinadorovych molekul na T
bunkové receptory Specifické pre nadorové antigény.

Na toto pouzitie by mohli byt vyuZité mnohé toxiny, napriklad radioaktivne
zlugeniny, enzymy (napriklad perforin) alebo chemoterapeutické ¢inidla (napriklad

cis-platin). Na zaistenie toho, Ze toxin bude G¢inkovat v poZadovanej lokalite, mohol
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by byt vo vnutri lipozOmu spojeny so streptavidinom, takZe zlG¢enina by sa
vyluCovala pomaly. Takto sa predide poSkodzujucim ucinkom pocas transportu v
tele a zaisti sa, Ze toxin bude mat maximalny ucinok po naviazani sa TCR na
relevantnu antigén prezentujicu bunku.

Alternativnym spésobom znacenia alebo pripojenia inej ¢asti, ako napriklad
toxickej Casti, na rozpustny TCR je zahrnutie znacky alebo inej ¢asti do zmie§anej
molekuly multiméru. Prikladom takejto multimérnej molekuly je tetramér obsahujuci
ti TCR molekuly a jednu molekulu peroxidazy. To by bolo moZné dosiahnut
zmieSanim TCR a enzymu v molarnom pomere 3:1, ¢im by sa generovali
tetramérne komplexy, a izolaciou pozadovaného komplexu od komplexov, ktoré
neobsahuju spravny pomer molekil. ZmieSané molekuly by mohli obsahovat
akukofvek kombinaciu molekul s podmienkou, Ze priestorova zabrana neprekaza
alebo vyzname neprekaza pozadovanej funkcii molekul. Pre zmieSané tetraméry je
vhodné umiestnenie vézobnych miest na molekule streptavidinu, pretoze potom nie
je pravdepodobné, Ze by sa vyskytla priestorova prekazka.

Vyhodne obsahuju rekombinantné TCR retazce podla vynalezu flexibilny
spojovnik, ktory je umiestneny medzi TCR doménou a dimerizaénym peptidom.
Vhodné spojovniky zahfiiaju Standardné peptidové spojovniky obsahujace glycin,
napriklad spojovniky obsahujice glycin a serin. Za vyhodné sa povazuje skratenie
na C-konci blizko cysteinovych zvySkov vytvarajucich medziretazcovu disulfidovu
vazbu, pretoze prostrednictvom tychto zvySkov si o a B retazce blizko seba v
bunkovych TCRs. Preto na poskytnutie neposkozujucej tranzicie z TCR retazcov do
heterodimerizacnej domény mézu byt potrebné len relativne kratke spojovnikové
sekvencie. Vyhodné je ako spojovnikovu sekvenciu pouzit Pro-Gly-Gly alebo Gly-
Gly. Av8ak spojovnikova sekvencia méze varirovat. Napriklad, spojovnik méze
uplne chybat alebo méze byt redukovany na jediny zvySok, v takom pripade je
vyhodnou volbou jeden glycinovy zvySok. Pravdepodobne budl tolerované aj
varianty dlhSich spojovnikov v rozpustnom TCR, s podmienkou, Ze budl chranené
voéi utoku proteazy, ktory by viedol segregacii dimerizaénych peptidov od

extracelularnych domén TCR, &o by spésobilo stratu a-p retfazcovej stability.



-15-

Rozpustnym TCR podfa vynalezu nemusi nevyhnutne byt a-BTCR. Zahrnuté
s aj molekuly ako y-3, a-6 a y-BTCR molekuly, ako aj TCR molekuly (pre-TCR)
obsahujuce invariantné o retazce, ktoré st exprimované len v skorom $§tadiu
vyvinu. Pre-TCR $pecifikuje bunkovt liniu, ktora bude exprimovat a-p T bunkovy
receptor, na rozdiel od tych buniek, ktoré budu exprimovat y-6 T bunkovy receptor
(pozri zhrnutie Aifantis, Azogui a dalsi 1998; von Boehmer, Aifantis a dal$i 1998;
Wurch, Biro a dalSi 1998). Pre-TCR sa exprimuje ako TCR B retazec sparovany s
invariantnym Pre-TCR a retazcom (Saint Ruf, Ungewiss a dalSi 1994; Wilson a
MacDonald 1995), ¢o zrejme priraduje bunku k a-p T bunkovej linii. Preto sa mysli,
Ze Pre-TCR je doblezity pocas tymusového vyvinu (Ramiro, Trigueros a dalSi 1996).

Ak je to vhodné, mézu sa uskutocnit' Standardné modifikacie rekombinant-
nych proteinov podfa vynalezu. Tieto modifikacie zahffiaji napriklad zamenu
nesparovaného cysteinového zvySku v kon$tantnej oblasti B retazca, aby sa
zabranilo nespravnemu sparovaniu vo vnutri retazca alebo medzi retazcami.

Signalny peptid mdze chybat, pretoze neslizi v zrelom receptore Zziadnemu
Gcelu, ani nema schopnost viazat' ligand, a méze v skutoénosti branit TCR, aby bol
schopny rozoznavat ligand. Vo vaésine pripadov sa predpoklada miesto Stiepenia,
v ktorom sa signainy peptid odstrafiuje zo zrelych TCR retazcov, ale nie je
experimentalne stanovené. Skonstruovanie exprimovanych TCR retazcov tak, aby
boli na N-konci o maximaine 10 aminokyselin dihSie alebo kratSie, nema Ziadny
vyznam pre funkciu rozpustného TCR. Bolo by mozné pridat urcité pridavky, ktoré
nie su pritomné v pdvodnej proteinovej sekvencii. Napriklad by bolo mozné pridat
kratku priveskovl sekvenciu, ktord by pomohla pri purifikacii TCR refazcov, za
predpokladu, Ze nebude interferovat so spravnou Struktirou a skladanim antigén
vazobného miesta TCR.

Na expresiu v E. coli mézZe byt na N-koniec Startovacieho miesta predpokla-
danej zrelej proteinovej sekvencie zavedeny metioninovy zvySok, aby bolo mozné

iniciovat translaciu.
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Zdaleka nie vSetky zvySky variabilnych domén TCR retazcov su kli¢ové pre
antigénovu Specificitu a funkciu. Preto je mozné do tejto oblasti zaviest zna¢né
mnozstvo mutacii bez toho, aby sa ovplyvnila Specificita a funkcia antigénu.

Naopak, urité zvySky, ktoré sa podiefajd na vytvarani kontaktov s
peptidovym antigénom alebo polypeptidom HLA taZkého retazca, tzn. zvysSkami
tvoriacimi CDR oblasti TCR retazcov, mézu byt substituované zvySkami, ktoré by
zvySili afinitu TCR voéi ligandu. Takéto substitucie, beric do uvahy nizku afinitu
vacésSiny TCRs vocéi peptid-MHC ligandom, by mohli byt uZitocné na zosilnenie
$pecificity a funkéného potencialu rozpustnych TCRs. V tu uvedenych prikladoch su
stanovené afinity rozpustnych TCRs pre peptid-MHC ligandy. Takéto merania sa
mdzu pouzit na testovanie mutacii zavedenych do TCR, a tak aj na identifikaciu
TCRs obsahujlcich substittcie, ktoré zosilfiuju aktivitu TCR.

Zdaleka nie vSetky zvySky v konstantnych doménach TCR retazcov su
nevyhnutné pre $pecificitu a funkciu antigénu. TakZe do tejto oblasti ovplyviiujtcej
antigénovl Specificitu moéze byt zavedené znaéné mnozstvo mutacii. V priklade 14
uvedenom niz§ie sme ukazali, Ze dve aminokyselinové substiticie v konstantnej
doméne TCR B retazca nemaju ziadne detegovatelné vplyvy na schopnost TCR
viazat HLA-peptidovy ligand.

TCR P retazec obsahuje cysteinovy zvySok, ktory nie je sparovany v
bunkovom alebo prirodzenom TCR. Mutacia tohto zvy$ku zosilfiuje u€innost' in vitro
preskladania rozpustného TCR. Substiticie tohto cysteinového zvy$ku za serin
alebo alanin maji vyznamny pozitivny Uéinok na Géinnost preskladania in vitro.
Podobné pozitivne uéinky, alebo eSte lepSie udinky, je mozné dosiahnut
substitiiciami za iné aminokyseliny.

Ako bolo uvedené vysSie, je vyhodné, aby chybali cysteinové zvySky
vytvarajlce medziretazcovu disulfidovu vazbu v prirodzenom TCR, aby sa zabranilo
problémom pri preskladavani. AvSak, kedZe umiestnenie tychto cysteinovych
zvyskov je prirodzenym dizajnom v TCR, a kedZe sa aj ukazalo, Ze TCR s takto

umiestnenymi cysteinovymi zvySkami je funkéné pri c-jun a c-fos leucinovych
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zipsovych doménach (O'Shea a dalSi, 1989), mohli by byt tieto cysteinové zvysky
pritomné, za predpokladu, Ze TCR by sa mohol preskladat.

KedZe konStantné domény sa priamo nepodielaju na kontaktoch s peptid-
MHC ligandami, C-koncové miesto skratenia sa mdze menit v podstate bez straty
funcie. Napriklad by malo byt mozné produkovat funkéné rozpustné TCRs bez celej
konstantnej domény. V principe by bolo jednoduch$ie exprimovat a skladat
rozpustné TCRs obsahujlice len variabilné oblasti alebo variabilné oblasti a len
kratky fragment konstantnych oblasti, pretoZe polypeptidy by boli kratSie. AvSak tato
stratégia nie je vyhodna. A to preto, Ze by sa skomplikovala podmienka dalSej
stability a-B retazcového péarovania cez heterodimerizaéni doménu, pretoze
skonstruované C-konce dvoch retazcov by boli vzdialené, ¢o by vyZzadovalo dlhé
spojovnikové sekvencie. Vyhodou heterodimerizatnych domén fuzovanych tesne
pred polohou cysteinou vytvarajacich medziretazcovu disulfidova vazbu je, ze v
bunkovom receptore s o a B refazce drzané velmi blizko seba. Preto je menej
pravdepodobné, Ze by fazia v tomto mieste spdsobila deformovanie TCR §truktury.

Je mozné, Ze by bolo mozné produkovat funkény rozpustny TCR s va&sim
fragmentom konstantnych domén, ako je tu uvedené ako vyhodné, to znamena, ze
kondtantné domény nemusia byt skratené tesne pred cysteinmi vytvarajlicimi
medziretazcovl disulfidovi vazbu. Zahrnutd méze byt napriklad celd konstantna
doména okrem transmembranovej domény. V takom pripade by bolo vyhodné
mutovat cysteinové zvy$Sky vytvarajice medziretazcovl disulfidovu vézbu v
bunkovom TCR.

Okrem toho, by na podporu medziretazcovej stability prostrednictvom
heterodimerizatnej domény mohlo byt pouZité zavedenie cysteinovych zvySkov,
ktoré by mohli vytvarat medziretazcovu disulfidovi vézbu. Jednou moznostou by
mohlo byt skratenie o a B rezazcov blizko cysteinovych zvySkov vytvarajucich
mdziretazcovu disulfidova vazbu bez toho, aby sa odstranili, takze by mohlo nastat
normaline vytvorenie disulfidovej vazby. Inou moZnostou by mohlo byt deletovanie
len transmembranovych domén o a B retfazcov. Ak by sa exprimovali kratSie

fragmenty o a B retazcov, mohli by byt cysteinové zvysky zavedené ako substiticie
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v aminokyselinovych polohach, v ktorych by pri skladani dvoch retazcov
dochadzalo k ich tesnému priblizeniu, ktoré by bolo vhodné na vytvorenie
disulfidovej vazby.

Purifikaciu TCR je mozné dosiahnut r6znymi prostriedkami. Je mozné vyuZit
alternativne spdsoby i6novej vymeny alebo je mozné pouzit iné sposoby purifikacie
proteinu, ako napriklad gélova fiitraénd chromatografiu alebo afinitna
chromatografiu.

V spdsobe produkcie rekombinantnéhoTCR podfa vynalezu je mozné zvysit
ucinnost' skladania aj pridanim uréitych inych proteinovych zlozZiek, napriklad
§aperoninovych proteinov, do skladacej zmesi. ZlepSenie skladania sa dosiahlo
prechodom proteinu cez kolénu s imobilizovanymi mini-S8aperoninmi (Altamirano,
Golbik a dalSi 1997; Altamirano, Garcia a dalSi 1999).

Okrem sposobov opisanych v prikladoch si mozné aj alternativne
prostriedky biotinylacie TCR. Pouzitd mdZe byt napriklad chemicka biotinylacia.
Pouzité moézu byt alternativhe biotinylaéné privesky, hoci urité aminokyseliny v
sekvencii biotinového privesku st esencialne (Schatz a dalSi 1993). Aj zmes
pouZivana na biotinylaciu méze byt rézna. Enzym vyzaduje Mg-ATP a nizku iénovu
silu, hoci obe tieto podmienky m62Zu varirovat, napr. méze sa pouzit vyss$ia ibnova
sila a dIh§i reakény ¢as. MOZe sa pouzit ina molekula ako avidin alebo streptavidin
na vytvorenie multimérov TCR. Vhodna by bola akakolvek molekula, ktora viaze
biotin multivalentnym spdsobom. Alternativne by bolo mozné pouzit Upine iné
spojenie (ako napriklad poly-histidinovy privesok na chelatovanom iéne niklu
(Quiagen Product Guide 1999, Kapitola 3 "Protein Expression, Purification,
Detection and Assay" str. 35-37). Vyhodne sa privesok nachadza smerom k C-
koncu proteinu, tak, aby sa minimalizoval rozsah priestorového prekazania v
interakcii s potencialnymi peptid-MHC komplexami.

Priklady vhodnych MHC-peptidovych ciefov pre TCR podfa vynalezu
zahfiaju, ale nie si obmedzené na, virusové epitopy, ako napriklad HTLV-1
epitopy (napr. Tax peptid obmedzeny prostrednictvom HLA-A2; HTLV-1 je
asociovany s leukémiou), HIV epitopy, EBV epitopy, CMV epitopy; melanémové
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epitopy a iné rakovinovo-Specifické epitopy; a epitopy asociované s autoimunitnymi
poruchami, ako napriklad reumatoidnou artritidou.

LieCba velkého mnoZstva choréb modZze byt potencidlne zosilnena
umiestnenim lie€iva prostrednictvom Specificity rozpustnych TCRs.

Virusové ochorenia, pre ktoré existuju lie€iva, napr. HIV, SIV, EBV, CMV, by
mohli profitovat z vylu€ovania lie€iva v tesnej blizkosti infikovanych buniek. Pri
rakovine by lokalizacia v blizkosti nadorov alebo metastaz zosilnila G4éinok toxinov
alebo imunostimulatorov. Pri autoimunitnych ochorenia by mohli byt imuno-
supresivne lie¢iva vyluované pomaly, éim by mali lokainejSi Ucinok pocas dihsej
doby s minimalnym ovplyviiovanim celkovej imunitnej kapacity subjektu. Pri
prevencii odvrhnutia Stepu by rovnakym spdsobom mohol byt optimalizovany
Gcinok imunosupresivnych lie€iv. Na podanie vakciny by mohol byt vakcinovy
antigén lokalizovany v blizkosti antigén prezentujacich buniek, a tak by sa zosilnila
acéinnost antigénu. Spésob sa mézZe aplikovat aj na Gcely zobrazovania.

Vyhodné znaky kazdého uskutoCnenia vynalezu su v kazdom ohfade mutatis
mutandis. Tu citované dokumenty predchadzajuceho stavu techniky su v rozsahu
vynalezu zahrnuté kompletne v rozsahu umoZnenom zakonom.

Vynalez bude nizsie opisany v nasledujucich prikladoch, ktoré neobmedzuju

Ziadnym spdsobom rozsah vynalezu.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Opis sa odvolava na nasledujtce priloZzené obrazky.

Obrazok 1 je schematicky pohfad na protein, ktory je tvoreny T bunkovym
receptorom fazovanym s leucinovym zipsom. Kazdy retazec pozostava z domén
imunoglobulinovej superrodiny, jednej variabilnej (V) a jednej kon$tantnej (C).
Konstantné domény su skratené hned na N-konci medziretazcovych cystetinovych
zvyskov, a su fuzované s leucinovym zipsovym heterodimerizaénym motivom z c-
Jun (o) alebo c-Fos (B) s dizkou pribliZne 40 aminokyselin na C-konci

prostrednictvom kratkeho spojovnika. a-Jun aj B-Fos obsahuju dve medziretazcové
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disulfidové vazby a paruju sa len prostrednictvom nekovalentnych kontaktov. Alfa
retazec je krat$i ako beta retazec kvdli kratSej konstantnej doméne.

Obrazok 2 je fotografia redukénej/neredukénej gélovej analyzy hetero-
dimérneho JM22zip receptora. Identické vzorky purifikovaného TCR-zipsu sa
naniesli na 15% akrylamidovy SDS gél, bud v redukujucich podmienkach (draha 2)
alebo v neredukujucich podmienkach (draha 4). V drahach 1 a 3 st markerové
proteiny. Molekulové hmotnosti s uvedené v kilodaltonoch. Pri oboch
podmienkach nekovalentne spojeny heterodimér disociuje na o a p refazce. V
drahe 4 sa kazdy retazec pohybuje s va¢Sou mobilitou a jednotlivé pasy indikuju
pritomnost jednotlivych druhov medziretazcovej disulfidovej vazby. To je
kompatibilné s vytvaranim spravnej disulfidovej vézby.

Obrazok 3 je graf znazoriiujuci Specifické viazanie sa JM22zip TCR na HLA-
A2 Flu matricové (M58-66) komplexy. HLA-A2 komplexy, preskladané okolo
jednotlivych peptidov a biotinylované na p2-mikroglobuline sa imobilizovali na troch
streptavidinom pokrytych teducich bunkéach: 3770 rezonancnych jednotiek (RU)
HLA-A2 POL ako kontrola na teéucich bunkach (FC) 3, a dve odliSné urovne HLA-
A2 M58-66 FLU (2970 RU na FC1 a 4960 RU na FC2). JM22zip sa injekCne
zavadzal v rozpustnej faze postupne na v8etky tri te€ice bunky v koncentracii 43
uM 60 sekand. Pogas injekcie sa pozoruje vzrast nad pozadie pri odpovedi na obe
HLA-A2 FLU-pokryté teéice bunky. Priblizne 1000 RU $pecifického viazania sa
JM22zip na teéuce bunky 1 a priblizne 700 RU na te¢ice bunky 2.

Obrazok 4 znazoriiuje sekvencie syntetickych DNA primerov pouzitych na
"ukotvenie" amplifikdcie TCR génov. Rozoznavacie miesta pre DNA restrikcné
enzymy pouzité na klonovanie st podgciarknuté. A: poly-C"ukotvovaci primer”. B:
Primer $pecificky pre konstantni oblast TCR a retazca. C: Primer Specificky pre
konstantnu oblast TCR p retazca.

Obrazok 5 znazorfuje sekvencie syntetickych DNA primerov pouZité na PCR
amplifikaciu DNA fragmentov kadujucich 40 aminokyselin oblasti sto¢eného zavitu

(leucinového zipsu) c-jun a c-fos. Rozoznavacie miesta pre DNA restrikéné enzymy
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pouzité na klonovanie st pod€iarknuté. A: c-jun 5' primer. B: c-jun 3' primer. C: c-fos
5' primer. D: c-fos 3' primer.

Obrazok 6 znazoriiuje zodpovedajuce DNA a aminokyselinové (jedno-
pismenovy kéd) sekvencie c-fos a c-jun fragmentov, ako su fuzované s TCRs
(zavedené v pBJ107 a pBJ108). A: c-jun leucinovy zips, ako je fizovany s TCR «
retazcami. B: c-fos leucinovy zips, ako je fuzovany s TCR B retazcami.

Obrazok 7 znazoriiuje sekvencie syntetickych DNA primerov pouZitych na
mutovanie nesparovaného cysteinového zvySku v TCR P retazcoch. Primery boli
navrhnuté pouzitim "Quickchange™" metody mutagenézy (Stratagene). A: Mutacia
cysteinu na serin, priamy (sense) primer, uvedena aminokyselinova sekvencia a
oznadena mutacia. B: Mutacia cysteinu na serin, protismerny (nonsense) primer. C:
Mutacia cysteinu na alanin, priamy (sense) primer, uvedena aminokyselinova
sekvencia a oznadend mutacia. D: Mutacia cysteinu na alanin, protismerny
(nonsense) primer.

Obrazok 8 je schematickym znazornenim TCR-zipsového flizovaného
proteinu. Styri imunoglobulinové domény su znazornené ako polkruhy, pri¢om su
vyznaéené vnutroretazcové disulfidové mostiky medzi prislichajucimi  parmi
cysteinovych zvyskov. Cisla oznaguju polohy aminokyselin v zrelych T-bunkovych
receptorovych retazcoch. Kvéli miernym rozdielom v dizke retazca po rekombinacii
mézu byt diZky retazcov v réznych TCRs mierne odli§né. ZvySky zavedené v
spojovnikovej sekvencii si oznaéené jednopismenovym kédom.

Obrazok 9 znazoriiuje sekvencie syntetickych DNA primerov pouzité na PCR
amplifikaciu TCR o a B retazcov. Rozoznavacie miesta pre DNA restrikéné enzymy
s podéiarknuté a aminokyselinové sekvencie zodpovedajice prislusnym TCR
retazcom su uvedené nad sekvenciami priamych primerov. Malymi pismenami su
uvedené tiché DNA mutacie tykajuce sa TCR génovych sekvencii a iné DNA
sekvencie, ktoré nezodpovedaju TCR génom. A: §' PCR primer pre fudsky Va10.2
JM22 TCR retazec, ktory je definovany Influenza matricovym virusovym peptidom
prezentovanym na HLA-A0201. B: 5' PCR primer pre fudsky V317 JM22 TCR

retazec, ktory je definovany Influenza matricovym virusovym peptidom
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prezentovanym na HLA-A0201. C: 5' PCR primer pre mySaci Va4 TCR retazec,
ktory je definovany Influenza nukleoproteinovym peptidom prezentovanym na H2-
D°. D: 5' PCR primer pre mysaci VB11 TCR retazec, ktory je definovany Influenza
nukleoproteinovym peptidom prezentovanym na H2-D". E: 5' PCR primer pre fudsky
Va.23 TCR retazec, ktory je definovany 003 HIV-1 Gag peptidom prezentovanym na
HLA-A0201. F: 5' PCR primer pre fudsky V5.1 TCR retazec, ktory je definovany
003 HIV-1 Gag peptidom prezentovanym na HLA-A0201. G: 5' PCR primer pre
fudsky Va2.3 A6 TCR retazec, ktory je definovany HTLV-1 Tax peptidom
prezentovanym na HLA-A0201. H: 5 PCR primer pre fudsky VB12.3 A6 TCR
retazec, ktory je definovany HTLV-1 Tax peptidom prezentovanym na HLA-A0201.
I: 5' PCR primer pre ludsky Va17.2 retazec B7 TCR, ktory je definovany HTLV-1
Tax peptidom prezentovanym na HLA-A0201. J: 5' PCR primer pre fudsky Vp12.3
B7 TCR retazec, ktory je definovany HTLV-1 Tax peptidom prezentovanym na
HLA-A0201. K: 3' PCR primer pre fudské Ca retazce, vSeobecne pouzitefny. L: 3'
PCR primer pre fudské Cp retazce, vdeobecne pouzitelfny.

Obrazok 10 znazoriiuje predpokladanu proteinovi sekvenciu (jedno-
pismenovy kéd hore) a DNA sekvenciu (spodnd) rozpustného TCR a retazca z
JM22, ktory je definovany flu matricovym proteinom prezentovanym na HLA-A2,
ako je fuzovana s c-jun doménou "leucinového zipsu". Mutacie zavedené na 5’
koniec DNA sekvencie na zosilnenie expresie génu v E. coli sG oznatené malymi
pismenami, ako aj sekvencia spojovnika medzi TCR a c-jun sekvenciami.

Obrazok 11 znazoriuje predpokladani proteinova sekvenciu (jednopis-
menovy kod hore) a DNA sekvenciu (spodna) rozpustného TCR B retazca z JM22,
ktory je definovany flu matricovym proteinom prezentovanym na HLA-A2, ako je
fuzovana s c-fos doménou "leucinového zipsu". Sekvencia spojovnika medzi TCR a
c-fos sekvenciami je oznaéena malymi pismenami.

Obrazok 12 znazorfiuje predpokladanu proteinovu sekvenciu (jednopisme-
novy kéd hore) a DNA sekvenciu (spodnd) rozpustného TCR o retazca z
hlodavéieho F5 receptora, ktory je definovany Influenza virusovym nukleoproteinom

prezentovanym na H2-D", ako je flizovana s c-jun doménou "leucinového zipsu".
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Mutacie zavedené na 5' koniec DNA sekvencie na zosilnenie expresie génu v E.
coli si ozna¢ené malymi pismenami, ako aj sekvencia spojovnika medzi TCR a c-
jun sekvenciami.

Obrazok 13 znazornuje predpokladanu proteinovi sekvenciu (jednopisme-
novy kéd hore) a DNA sekvenciu (spodna) rozpustného TCR B retazca z
hlodavéieho F5 receptora, ktory je definovany Influenza virusovym nukleoproteinom
prezentovanym na H2-D°, ako je fuzovana s c-fos doménou "leucinového zipsu".
Sekvencia spojovnika medzi TCR a c-fos sekvenciami je oznaéena malymi
pismenami.

Obrazok 14 znazorfiuje predpokladanu proteinovu sekvenciu (jednopisme-
novy kéd hore) a DNA sekvenciu (spodna) rozpustného TCR o retazca od pacienta
003, ktory je definovany HIV-1 Gag prezentovanym na HLA-A2, ako je flizovana s
c-jun doménou "leucinového zipsu". Mutacie zavedené na 5' koniec DNA sekvencie
na zosilnenie expresie génu v E. coli si oznadené malymi pismenami, ako aj
sekvencia spojovnika medzi TCR a c-jun sekvenciami.

Obrazok 15 znazoriiuje predpokladant proteinovu sekvenciu (jednopisme-
novy kéd hore) a DNA sekvenciu (spodna) rozpustného rozpustného TCR B retfazca
od pacienta 003, ktory je definovany HIV-1 Gag prezentovanym na HLA-A2, ako je
fuzovana s c-fos doménou "leucinového zipsu". Sekvencia spojovnika medzi TCR a
c-fos sekvenciami je ozna¢ena malymi pismenami.

Obrazok 16 znazoriiuje predpokladanu proteinovl sekvenciu (jednopisme-
novy kéd hore) a DNA sekvenciu (spodnd) rozpustného TCR « retazca z klonu AS,
ktory je definovany HTLV-1 Tax prezentovanym na HLA-A2 (Garboczi, Utz a dal$i,
1996; Garboczi, Ghosh a dalSi 1996), ako je flizovana s c-jun doménou
"leucinového zipsu". Mutacie zavedené na 5' koniec DNA sekvencie na zosilnenie
expresie génu v E. coli su oznaené malymi pismenami, ako aj sekvencia
spojovnika medzi TCR a c-jun sekvenciami.

Obrazok 17 znazoriiuje predpokladan( proteinovi sekvenciu (jednopisme-
novy kod hore) a DNA sekvenciu (spodna) rozpustného TCR B retazca z klonu A6,
ktory je definovany HTLV-1 Tax na HLA-A2 (Garboczi, Utz a dal$i, 1996; Garboczi,
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Ghosh a dalsi 1996), ako je fizovana s c-fos doménou "leucinového zipsu" a
biotinylaénym priveskom, ktory sluzi ako substrat pre BirA (Barker a Campbell,
1981; Barker a Campbell, 1981; Howard, Shaw a dal§i 1985; Schatz, 1993;
O'Callaghan, Byford 1999). Sekvencia spojovnika medzi TCR a c-fos sekvenciami
je oznacena malymi pismenami. Mutacia DNA sekvencie, ktorou je substituovany
cysteinovy zvySok za alaninovy zvy$ok, je vytlaéena hrubo a pod&iarknuta.

Obrazok 18 znazorfiuje predpokladanu proteinovi sekvenciu (jednopisme-
novy kod hore) a DNA sekvenciu (spodna) rozpustného TCR o retazca z klonu
M10B7/D3, ktory je definovany HTLV-1 Tax prezentovanym na HLA-A2 (Ding a
dalsi 1998), ako je fuzovana s c-jun doménou “leucinového zipsu". Sekvencia
spojovnika medzi TCR a c-jun sekvenciami je oznaéena malymi pismenami.

Obrazok 19 znazoriiuje predpokladanu proteinova sekvenciu (jednopisme-
novy kéd hore) a DNA sekvenciu (spodna) rozpustného rozpustného TCR p retazca
z klonu M10B7/D3, ktory je definovany HTLV-1 Tax prezentovanym na HLA-A2
(Ding a dal$i 1998), ako je fuzovana s c-fos doménou "leucinoveého zipsu" a
biotinylaénym priveskom, ktory sluZi ako substrat pre BirA. Sekvencia spojovnika
medzi TCR a c-fos sekvenciami je oznadena malymi pismenami. Mutacia DNA
sekvencie, ktorou je substituovany cysteinovy zvySok za alaninovy zvySok, je
vytlaéena hrubo a podéiarknutd. Malymi pismenami si oznalené aj dve tiche
mutacie (P-G koddny) zavedené za UCelom klonovania a na odstranenie Xmal
restrikéného miesta.

Obrazok 20 znazorfiuje predpokladanu proteinovi sekvenciu (jednopisme-
novy kéd hore) a DNA sekvenciu (spodna) mutovaného rozpustného TCR p retazca
z klonu A6, ktory je definovany HTLV-1 Tax prezentovanym na HLA-A2 (Garboczi,
Utz a dal$i, 1996; Garboczi, Ghosh a d'alsi 1996), ako je fuzovana s c-fos doménou
"leucinového zipsu" a biotinylaénym priveskom, ktory sltzi ako substrat pre BirA
(Barker a Campbell, 1981; Barker a Campbell, 1981; Howard, Shaw a dal$i 1985;
Schatz, 1993; O’'Callaghan, Byford 1999). Sekvencia spojovnika medzi TCR a c-fos
sekvenciami je oznaéena malymi pismenami. Mutacia DNA sekvencie, ktorou je

substituovany cysteinovy zvySok za alaninovy zvySok, je vytlatena hrubo a
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podCiarknuta. Hrubo vytlatena a podCiarknuta je aj substiticia asparaginového
zvySku za kyselinu asparagovu, ¢o je mutacia v konstantnej oblasti, ktora nemala
ziadny funkény ucinok na rozpustny TCR.

Obrazok 21 znazorfiuje predpokiadant proteinovi sekvenciu (jednopisme-
novy kéd hore) a DNA sekvenciu (spodna) c-fos - biotinylatného flzovacieho
partnera pouzitého pre TCR B retazce. Rozoznavacie miesta pre DNA restrikéné
enzymy sO podciarknuté a oznadené su hranice dvoch flazovacich domén.
Spojovnikové sekvencie st uvedené malymi pismenami.

Obrazok 22 znazoriuje sekvenciu syntetického DNA primeru pouzitého na
PCR amplifikaciu fragmentu Vp-c-fos leucinového zipsu fudského JM22 Influenza
matricovy peptid-HLA-A0201 komplexu.

Obrazok 23 znazornuje sadu fotografii gélov. a Pripravok denaturovaného
proteinu TCR $pecifického pre 003 HIV gag peptid-HLA-A2 komplex analyzovany
prostrednictvom SDS-PAGE. Draha 1: markery molekulovej hmotnosti so Sirokym
rozsahom (Bio-Rad), drahy 2 a 3: baktérie po indukcii proteinovej expresie s 0,5
mM IPTG, drahy 4 a b5: purifikované inklizne telieska rozpustené v 6M
guanidinovom timivom roztoku. b Pripravok denaturovaného TCR s biotinovym
priveskom, ktory je Specificky pre influenza matricovy peptid-HLA-A2 komplex
analyzovany prostrednictvom SDS-PAGE. Draha 1: markery molekulovej hmotnosti
so Sirokym rozsahom (Bio-Rad), drahy 2 a 3: a- a B-retazcové purifikovane inklizne
telieska rozpustené v 6M guanidinovom timivom roztoku. ¢ Draha 1 a 5: markery
molekulovej hmotnosti so Sirokym rozsahom (Bio-Rad), drahy 2, 3 a 4: expresia a-,
B- a mutantného p-retazca v baktériach po indukcii proteinovej expresie s 0,5 mM
IPTG, drahy 6, 7 a 8: purifikované inkluzne telieska a-, - a mutantného B-retazca
rozpustené v 6M guanidinovom timivom roztoku.

Obrazok 24 je chromatogram znazoriujuci eliciu JM22z heterodiméru z
POROS 10HQ aniénovej vymennej kolény. PreruSovana d&iara znazorfiuje
konduktivitu, z ktorej vyplyva koncentracia chloridu sodného, neprerusSovana ciara
znazoriiuje optickt hustotu pri 280 nm, z ktorej vyplyva koncentracia proteinu v

eluate. Vrcholové proteinové frakcie sa zhromazdili a dalej analyzovali. VioZzeny
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obrazok znazoriiuje chromatogram elucie purifikovaného JM22z zo Superdex 200
HR kolény. Sipky oznaéuji kalibraciu kolény proteinmi so znamou molekulovou
hmotnostou. Z porovnania s tymito proteinmi vyplyva, zZe preskladany JM22z
protein ma molekulovi hmotnost priblizne 74 kDA, ¢o zodpoveda heterodimérnemu
proteinu.

Obrazok 25 je fotografia znazorfiujuica SDS-polyakrylamidova gélovu
elektroforézu (Coomassie farbena) purifikovaného JM22z proteinu. Drahy 1 a 3:
§tandardné proteiny so znamou molekulovou hmotnostou (ako je uvedena), draha
2: JM22z protein o$etreny pred nanesenim s SDS-vzorkovym timivym roztokom
obsahujucim redukéné ¢inidlo (DTT), draha 4: JM22z protein oSetreny s SDS
vzorkovym timivym roztokom bez redukénych Einidiel.

Obrazok 26 a Purifikacia preskladaného TCR s biotinovym priveskom, ktory
je $pecificky pre influenza matricovy peptid-HLA-A2 komplex. i. Chromatogram
elucie proteinu z POROS 10HQ kolény. Ciara x oznaduje absorbciu pri 280 nm a
giara y oznacuje konduktivitu (meranie gradientu chloridu sodného pouziteho na
eluovanie proteinu). Cisla frakcii su uvedené na vertikalnych €iarach. ii. SDS-PAGE
frakcii eluovanych z kolony ako bolo uvedené v bode i. Draha 1 obsahuje markery
molekulovej hmotnosti so Sirokym rozsahom (Bio-Rad) a drahy 2 aZ 13 obsahuja 5
ul frakcii 6 az 15, postupne ako su uvedené. iii. SDS-PAGE analyza spojenych
frakcii z bodu i., ktoré obsahuju flu-TCR s biotinovym priveskom. Draha 1 obsahuje
markery molekulovej hmotnosti so Sirokym rozsahom (Bio-Rad), draha 2: flu-TCR
protein s biotinovym priveskom. b Purifikacia preskladaného TCR s biotinovym
priveskom, ktory je $pecificky pre HTLV-tax peptid-HLA-A2 komplex. .
Chromatogram ellcie proteinu z POROS 10HQ kolony. Ciara x oznaéuje absorbciu
pri 280 nm a &iara y oznacuje konduktivitu (meranie gradientu chloridu sodného
pouzitého na eluovanie proteinu). Cisla frakcii su uvedené na vertikalnych &iarach.
ii. SDS-PAGE frakcii eluovanych z kolény ako bolo uvedené v bode i. Draha 1
obsahuje markery molekulovej hmotnosti so Sirokym rozsahom (Bio-Rad) a drahy 2
az 10 obsahuja 5 pl frakcii 2 az 11, postupne ako su uvedené. iii. SDS-PAGE

analyza spojenych frakcii z bodu i., ktoré obsahujd tax-TCR s biotinovym
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priveskom. Draha 1 obsahuje markery molekulovej hmotnosti so $irokym rozsahom
(Bio-Rad), draha 2: tax-TCR protein s biotinovym priveskom, draha 3: mutantny
tax-TCR protein s biotinovym priveskom.

Obrazok 27 je chromatogram znazorfiujuci ellciu rozpustného TCR s
biotinovym priveskom po biotinylacii s BirA enzymom z Superdex 200 HR kolény
ekvilibrovanej v PBS. Biotinylovany TCR sa eluuje v priblizne 15 az 16 minite a
nenaviazany biotin sa eluuje priblizne v 21 minate. Frakcie obsahujlace biotinylo-
vany rozpustny TCR sa spoja na dalSie pouzitie.

Obrazok 28 je sada fotografii gélov. Stanovenie biotinylacie biotinylovanych
TCRs. a. SDS-PAGE pripravkov preskladanych TCRs a inkliznych teliesok. Draha
1: markery molekulovych hmotnosti so Sirokym rozsahom (Bio-Rad), draha 2:
biotinylovany flu-TCR, draha 3: biotinylovany tax-TCR, draha 4: biotinylovany
mutantny tax-TCR, draha 5: HIV gag-TCR (bez biotinového privesku); b. Western
blot rovnakého gélu ako v bode a., s tym rozdielom, Ze markery so Sirokym
rozsahom boli biotinilované (Bio-Rad). Na znazornenie biotinylovanych proteinov
bol pouzity avidin-HRP konjugat a vizualizacia sa uskutocnila s Opti-4CN (Bio-Rad).

Obrazok 29 ilustruje viazanie sa JM22z na rézne HLA-A2-peptidové
komplexy. (a vloZeny obrazok) Specificita interakcie medzi JM22z a HLA-A2-flu je
demonstrovana porovnanim SPR odpovede TCR na teélcich bunkach pokrytych s
1900 RU HLA-A2-flu s odpovedami TCR na teclcich bunkach, z ktorych jedny su
pokryté so 4200 RU HLA-A2-pol, a druhé so 4300 RU CD5. Odpovede pozadia pri
roznych koncentraciach JM22z sa merali na 1700 RU HLA-A2-pol (a). Hodnota
pozadia bola subtraktovana zo Specifickej odpovede meranej na 1900 RU HLA-A2-
flu (b) a bola vynesena do grafu oproti koncentracii (c). Kd s hodnotou 13 pM,
odhadnuta z nelinearnej krivky, bola v sulade s Kd s hodnotou 12 puM, ktora bola
vypocitana na zaklade Scatchard grafu z rovnakych Gdajov.

Obrazok 30 je graf znazorfujuci vysledok Biacore 2000™ analyzy
prirodzeného a mutantného rozpustného TCR s biotinylovanym priveskom. 5 pl
prirodzeného tax TCR s koncentraciou 2,2 mg/ml a potom mutantného tax TCR s

koncentraciou 2,4 mg/ml sa spustilo na Styri druhy tecucich buniek, ktoré mali na
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povrchu pripojené nasledujice proteiny: A: tax-pMHC komplex, B/C: flu-pMHC
komplex, D: OX68 kontrolny protein. Tak prirodzeny, ako aj mutatny protein sa
podobne viazali na Specificky pMHC komplex.

Obrazok 31 znazoriiuje U€inok vazby rozpustného CD8aa na viazanie sa
rozpustného TCR na rovnaky HLA-A2-flu komplex. (A) TCR alebo TCR so 120 uM
rozpustného CD8 sa injekéne nanieslo na kontrolné teétice bunky pokryté so 4100
RU irelevantného proteinu (CD5) a sondové tedlice bunky pokryté so 4700 RU
HLA-A2-flu. Po subtraktovani pozadia sG znazornené vypocitané hodnoty
rovhovaznej odpovede pri réznych koncentraciach samotného TCR (prazdne
kruzky) alebo v kombinacii so 120 pM rozpusiného CD8 (Cierne kruzky).
Znazornena je aj hodnota samotného CD8 (prazdne trojuholniky) a vypodéitany
rozdiel medzi TCR + CD8 a samotnym TCR (prazdne Stvorce). (B) Znazornena je
Casova zavislost odpovedi 49 uM samotného TCR (prazdne kruzky) alebo v
kombinacii so 120 uM CD8 (&ierne krazky) na 4700 RU imobilizovaného HLA-A2-flu
pri 25 °C a rychlosti prietoku 5 pl/min (Hodnoty st upravené vzhfadom na podiel
pozadia, ktory bol merany na 4100 RU imobilizovaného CD5); rychlost TCR nie je
ovplyvnena simultannym viazanim sa CDS8.

Obrazok 32 znazorfiuje proteinovu sekvenciu (jednopismenovy koéd hore) a
DNA sekvenciu (spodna) rozpustného TCR o retazca z JM22, ktory je definovany
flu matricovym proteinom prezentovanym na HLA-A2, ako je fUzovana s c-jun
domeénou "leucinového zipsu". Mutacie zavedené na 5' koniec DNA sekvencie na
zosilnenie expresie génu v E. coli su oznatené malymi pismenami, ako aj
sekvencia spojovnika medzi TCR a c-jun sekvenciami.

Obrazok 33 znazorfiuje proteinovu sekvenciu (jednopismenovy koéd hore) a
DNA sekvenciu (spodna) rozpustného TCR f retazca z JM22, ktory je definovany
flu matricovym proteinom prezentovanym na HLA-A2, ako je fuzovana s c-fos
doménou "leucinového zipsu". Sekvencia spojovnika medzi TCR a c-fos
sekvenciami je oznafena malymi pismenami. Mutacia DNA sekvencie, ktorou je
substituovany cysteinovy zvySok za serinovy zvySok, je vytlatena hrubo a

podciarknuta. Tato mutacia zvySuje uc¢inok skladania TCR.
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Obrazok 34 znazorfiuje proteinovu sekvenciu (jednopismenovy kod hore) a
DNA sekvenciu (spodna) rozpustného TCR B retazca z JM22, ktory je definovany
flu matricovym proteinom prezentovanym na HLA-A2, ako je flzovana s c-fos
domeénou "leucinového zipsu" a biotinylatnym priveskom, ktory sliZi ako substrat
pre BirA. Sekvencia spojovnika medzi TCR a c-fos sekvenciami je oznadena
malymi pismenami. Mutacia DNA sekvencie, ktorou je substituovany cysteinovy
zvySok za serinovy zvySok, je vytlaena hrubo a podéiarknuta. Tato mutacia
zvySuje ucinok skladania TCR.

Obrazok 35 je schematickym znazornenim fGzovaného proteinu
obsahujiceho TCR, zips a biotinylaény privesok.

Obrazok 36. Eluovanie preskladaného TCR z POROS 10HQ kolény s
gradientom chloridu sodného. TCR sa eluuje ako jeden vrchol pri koncentracii
priblizne 100 mM NaCl. Frakcie obsahujice protein s hodnotou pri OD(280 nm)
vySSou ako 0,1 sa spojili a zakoncentrovali na biotinylaciu.

Obrazok 37. Separacia biotinylovaného TCR od volného biotinu
prostrednictvom gélovej filtracie na Superdex 200HR 10/30 koléne (Pharmacia).
TCR-biotin sa eluuje priblizne pri 15 ml a zodpoveda molekulovej hmotnosti 69 kDa.
(Standardné proteiny a ich eluéné objemy: tyroglobulin (669 kDa) 10,14 ml,
apoferitin (443 kDa) 11,36 ml, p-amylaza (200 kDa) 12,72 mi, BSA dimér (134 kDa)
13,12 ml, BSA monomér (67 kDa) 14,93 ml, ovoalbumin (43 kDa) 15,00 ml,
chymotrypsinogén A (25 kDa) 18,09 ml, Rnaza A (13,7 kDa) 18,91 ml).

Obrazok 38 znazorfiuje proteinovu sekvenciu (jednopismenovy koéd hore) a
DNA sekvenciu (spodnd) rozpustného TCR o retazca z klonu A6, ktory je
definovany HTLV-1 Tax prezentovanym na HLA-A2 (Garboczi a dalSi, 1996;
Garboczi a dalSi 1996), ako je fuzovana s c-jun doménou "leucinového zipsu".
Mutacie zavedené na 5' koniec DNA sekvencie na zosilnenie expresie génu v E.
coli s oznacené malymi pismenami, ako aj sekvencia spojovnika medzi TCR a c-
jun sekvenciami.

Obrazok 39 znazorriuje proteinovlu sekvenciu (jednopismenovy kod hore) a

DNA sekvenciu (spodna) rozpustného TCR P retazca z klonu A6, ktory je
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definovany HTLV-1 Tax prezentovanym na HLA-A2 (Garboczi a dalSi, 1996;
Garboczi a dalSi 1996), ako je fuzovana s c-fos doménou "leucinového zipsu" a
biotinylaénym priveskom, ktory slizi ako substrat pre BirA. Sekvencia spojovnika
medzi TCR a c-fos sekvenciami je oznaéena malymi pismenami. Mutacia DNA
sekvencie, ktorou je substituovany cysteinovy zvySok za alaninovy zvy$ok, je
vytlaéena hrubo a pod&iarknuta.

Obrazok 39 znazoriiuje proteinovi sekvenciu (jednopismenovy kéd hore) a
DNA sekvenciu (spodna) rozpustného TCR a retazca z klonu M10B7/D3, ktory je
definovany HTLV-1 Tax prezentovanym na HLA-A2 (Ding a dali 1998), ako je
fuzovana s c-jun doménou "leucinového zipsu". Sekvencia spojovnika medzi TCR a
c-jun sekvenciami je oznaéena malymi pismenami.

Obrazok 41 znazoriiuje proteinovu sekvenciu (jednopismenovy kéd hore) a
DNA sekvenciu (spodna) rozpustného TCR B retazca z klonu M10B7/D3, ktory je
definovany HTLV-1 Tax prezentovanym na HLA-A2 (Ding a dalSi 1998), ako je
fuzovana s c-fos doménou "leucinového zipsu" a biotinylaénym priveskom, ktory
slizi ako substrat pre BirA. Sekvencia spojovnika medzi TCR a c-fos sekvenciami
je oznacena malymi pismenami. Mutacia DNA sekvencie, ktorou je substituovany
cysteinovy zvySok za alaninovy zvy3ok, je vytlacena hrubo a podciarknuta. Malymi
pismenami st oznacené aj dve tiché mutacie (P-G kodény) zavedené za ucelom

klonovania a na odstranenie Xmal restrikéného miesta.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Nizsie uvedené vSeobecné metédy a materialy boli pouzité v nasledujucich

prikladoch.

Materialy
Restrikéné enzymy (Ndel, BamHI|, Hindlll, Bsu36l, Xmal) boli od New England

Biolabs.
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Tris pH 8,1 bol pripraveny ako 2M zasobny roztok z rovnakych podielov Tris-bazy a
Tris-HCI, pri€om oba boli od firmy USB.

EDTA (Sigma) sa pripravil ako 0,5M zasobny roztok a pH sa nastavilo na 8,0
pouzitim 5M NaOH (Sigma).

Glutation v oxidovanej a redukovanej forme bol od firmy Sigma.

Cystamin a cysteamin bol od firmy Sigma.

Chlorid sodny bol od firmy USB a bol pripraveny ako 4M zasobny roztok.

Miniprep kity na purifikaciu plazmidov boli od firmy Quiagen.

PCR purifikaéné kity boli od firmy Quiagen.

DTT bol od firmy Sigma.

Guanidin bol od firmy Fluka.

Mocovina bola od firmy Sigma.

RPMI médium bolo od firmy Sigma.

PBS bol pripraveny z tabliet od firmy Oxoid.

Glycerol bol od firmy BDH.

VSeobecné metody

Bakterialne média (TYP média) sa pripravili nasledovne:

160 g kvasinkového extraktu (Difco), 160 g tryptonu (Difco), 50 g NaCl (USB)a25 g
K,HPO, (BDH) sa rozpustilo v 2 | demineralizovanej vody. 200m! alikvoty tohto
roztoku sa rozliali do desiatich 2| kuzefovitych flia§ a doplnili sa do 1 | pridanim 800
ml demineralizovanej vody. Flase sa zakryli Styrmi vrstvami hlinikovej félie, oznadili
sa a autoklavovali sa. Po ochladeni a pred pouzitim sa flaSe uskladnili pri
laboratornej teplote mimo dosahu priameho sinka.

Koncentracie proteinov sa merali pouzitim Pierce Coomassie-vazobného
testu a pouzitim BSA ako $tandardného proteinu. V stru€nosti, 0 az 25 ug BSA
§tandardov v 1 ml vody sa pripravilo zo zasobného BSA (Pierce) s koncentraciou 2
mg/ml v 4ml plastickych kyvetach. Rovnakym spésobom sa pripravilo priblizne 10
ug neznameho proteinu v 1ml s vodou. Do kazdej kyvety sa pridal 1 ml Pierce

Coomassie reakéného éinidla a obsahy sa dokladne premiesali. Opticka hustota sa
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merala do 15 minat pri 595 nm pouZitim Beckman DU-530 UV spektrofotometra. Na
zaklade vysledkov z BSA Standardov sa uskutocnila linearna regresia (linearita bola
dobra az do 25 ug BSA) a koncentracia neznameho proteinu sa odhadla
interpolaciou z tychto vysledkov.

Gélova filtraéna chromatografia sa uskuto€iiovala na vybaveni Pharmacia
FPLC systémom s pocitatovym riadenim. Eluovanie proteinu sa monitorovalo
pouzitim UV-M Il systému merania absorbcie pri vinovej dizke 280 nm. Na
separacie v malom meritku sa vyuzila Superdex 200 HR 10/30 kol6na a vzorka sa
nanasala v objeme 1 ml. Pred spustenim sa koléna ekvilibrovala s 30 ml PBS a
vzorka bezala rychlostou 0,5 ml/min, pricom sa odoberali 1ml frakcie. Na separacie
vo velkom meritku sa pouzila Superdex 75 alebo 200 PG 26/60 kol6na s 10ml
nanasSanim. V tomto pripade sa odoberali 5 alebo 10ml vzorky a kolona bezala s
prietokom 4 ml/min. VSetky separacie sa uskuto&riovali pri laboratérnej teplote.

I6nova vymenna chromatografia sa uskutoéiiovala na Biocad Sprint systéme
(Perkin-Elmer). Na katiénovi vymenu sa pouzila 20 HS alebo 50 HS koléna. Na
aniénovld vymenu sa pouzila 10 HQ, 20 HQ alebo 50 HQ koléna. Kolény bezali s
pouZitim odporaéanych timivych roztokov, pri¢om boli pripojené na 6-smerny mixér.
Malé vzorky (5 az 25 ml) sa injektovali pouzitim 5ml injekéného davkovaca. Vacsie
vzorky (viac ako 100 ml) sa injektovali pouzitym jednej z timivych linii. Poéas
eluénej fazy priebehu kolény sa odoberali 1ml frakcie. Eluovanie proteinu sa meralo
prostrednictvom in-line absorbcie pri 280 nm.

SDS polyakrylamidova gélova elektroforéza (SDS-PAGE) sa uskutoéiiovala
pouzitim Bio-Rad Mini-Protean Il gélovej sady. Gély sa nalievali pred pouzitim
nasledujucim postupom. Pripravila sa zostava gélovych platni a skontrolovala sa,
aby bola zaistena proti presakovaniu. Potom sa pripravila nasledujica zmes: 12%
akrylamid/bisakrylamid (z 30% akrylamid/0,8% bisakrylamidového zasobného
roztoku (National Diagnostics)), 0,375M Tris pH 8,8 (z 1,6M zasobného roztoku s
rovnakym pH), 0,1% SDS (z 10% SDS zasobného roztoku), 0,05% persulfat
amoénny (z 10% zasobného roztoku uskladneného pri 4 °C) a 0,1% TEMED

(Sigma). Zmes sa okamzite naliala do gélovej platiiovej zostavy a na vrch sa nalial
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vodou nasyteny butanol, aby sa zaistilo, Ze povrch bude rovny. Potom ako sa gél
usadil (minimaine 10 aZz 15 minut) sa nasledovne namie$al hraniény gél. 4%
akrylamid (z vy$Sie uvedeného zasobného roztoku), 0,125M Tris pH 6,8 (z 0,5M
zasobneho roztoku s rovnakym pH), 0,1% SDS, 0,05% persiran aménny a 0,2%
TEMED. Z povrchu rozliSovacieho gélu sa odstranil butanol absorbciou na tkaninu a
na vrch rozliSovacieho gélu sa naliala zmes hraniéného gélu. Okamzite sa vsunul
hrebef, pri¢om sa dbalo na to, aby nevnikli vzduchové bubliny do gélu a hraniény
gél sa nechal usadit minimalne 5 minut.

Gél sa potom vlozil do gélovej aparattry a v mieste anédy a katédy sa do
aparatury vlial priebehovy timivy roztok (3 g/l Tris-bazy, 14,4 g/l glycinu, 1 g/l SDS
(narideny z 10x koncentrovaného zasobného roztoku). Po odstraneni gélového
hrebefia sa jamky vymyli priebehovym timivym roztokom, aby sa z dna jamiek
odstranili zvySky akrylamidovej zmesi. Vzorky sa pripravili zmieSanim proteinu v
pomere 1:1 s nasledujucou zmesou: 4% SDS, 0,125M Tris pH 6,8, 20% glycerol,
10% B-merkaptoetanol, 1% bromfenolova modra (Sigma). Vzorky sa potom zahriali
na 95 °C 2 minuty a ochladili sa pred nanesenim, pri€om sa nanasalo do 25 pul na
jamku v hrani¢nom géli. Zvy&ajne sa nanasalo priblizne 1 az 10 ug proteinu, aby sa
zaistilo dobré farbenie a priebeh gélu. Po naneseni sa vzorky nechali v géloch
bezat pri konstantnom napéti 200 V priblizne 40 minut alebo pokial nebola
bromfenolova modra farbicka priblizne 5 mm od konca gélu.

Po ukonéeni elektroforézy sa gély vybrali z aparatiry a opatrne sa ponorili do
0,1% roztoku Coomasie R-250 (Sigma) v 10 % kyseliny octovej, 40 % metanolu, 50
% vody. Gély sa potom jemne mieSali najmenej 30 minGat na odfarbenie v
niekolkych davkach 10 % kyseliny octovej, 40 % metanolu, 50 % vody, pokial
nebolo gélové pozadie Cisté. Gély sa potom uskladnili vo vode a zosnimali sa
pouzitim UVP gélového dokumentaéného systému pozostavajuceho zo svetelného

boxu, digitalneho fotoaparatu a termainej tlaciarne.

Priklad 1
Rekombinantny rozpustny TCR
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Rekombinantna rozpustna forma heterodimérnej TCR molekuly sa
skon$truovala ako je znazornené na obrazku 1. Kazdy retazec pozostava z
imunoglobulinovej domény blizSej a imunoglobulinovej doméry vzdialenej$ej od
membrany, ktoré su fuzované prostrednictvom kratkeho flexibilného spojovnika s
motivom sto€eného zavitu, ktory pomaha stabilizovat heterodimér.

TCR konstantné domény sa skratili tesne pred cysteinovymi zvy$kami, ktoré
in vivo tvoria medziretazcovu disulfidova vazbu. Z toho vyplyva, Ze dva retazce sa
paruju prostrednictvom nekovalentnych kvartérnych kontaktov, ¢o je potvrdené na
obrazku 2b. KedZe Fos-Jun zipsové peptidové heterodiméry su schopné vytvarat aj
medziretazcovy disulfid hned na N-konci vzhladom k pouZitému spojovniku
(O'Shea a dalsi 1989), predpokladalo sa, Ze vzajomné zoradenie dvoch retazcov je
optimalne. Fuzované proteiny musia byt spojené spésobom, ktory je kompatibilny s
kazdou z oddelenych zloZiek, aby sa zabranilo poruseniu hociktorej Strukttry.

cDNA kodujuca o a B retazec TCR $pecifického pre influenza-matricovy
proteinovy 59-66 epitop v HLA-A2 sa ziskala z V17 + ludsky CTL klonu (JM22)
ukotvenou PCR, ako bolo predtym opisané (Moss a dal$i 1991).

Alfa a beta TCR-zipsové konStrukty, pJM22a-Jun a pJM22B-Fos, sa
oddelene skonstruovali amplifikacou variabilnej a kons$tantnej domény kazdého
refazca pouzitim Standardnej PCR technolégie a priradenim produktov na
leucinové zipsové domény z eukaryotickych transkripénych faktorov Jun a Fos
(pozri obrazok 1). Ukazalo sa, Ze tieto sekvencie dlhé 40 aminokyselin Specificky
vytvaraju heterodimér, ked' sa preskladaji zo syntetickych peptidov, bez toho, aby
bola potrebna kovalentna medziretazcova vazba (O’'Shea a daisi 1989).

Primery boli navrhnuté tak, aby obsahovali vysoky obsah AT hned na 3’
konci za iniciaénym kodénom (aby bola destabilizovana sekundarna Struktira
mRNA), a s vyuzitim E. coli kodénovej preferencie, aby sa maximalizovala expresia
(Gao a dalsi). Prebytoény cystein v TCR beta konstantnej doméne sa mutoval na
serin, aby sa zaistila prevencia nespravneho disulfidového viazania pocas

preskladavania.
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DNA konstrukty sa ligovali oddelene do E. coli expresného vektora pGMT7.
Fragmenty plazmidov vzniknuté Stiepenim a DNA sekvenovanie potvrdili, Ze

konstrukty st spravne.

Podrobny opis pouzitych postupov

Expresia TCR zipsovych retazcov a purifikacia denaturovanych inklaznych
teliesok: GFG020 a GFG021, pGMT7 expresné plazmidy obsahujice JM22a-Jun a
JM22B-Fos sa transformovali oddelene do E. coli kmefia BL21pLysS a jednotlivé
ampicilin rezistentné kol6nie sa pestovali pri 37 °C v TYP (ampicilin 100 pg/ml)
médiu do ODg, hodnoty 0,4 pred tym, ako sa indukovala expresia proteinu s
0,5mM IPTG. Bunky sa zozbierali tri hodiny po indukcii centrifugaciou 30 minut pri
4000 otackach/min v Beckman J-6B. Bunkové pelety sa resuspendovali v timivom
roztoku obsahujiucom 50mM Tris-HCI, 25% (w/v) sachar6zu, 1mM NaEDTA, 0,1%
(w/v)NaAzid, 10mM DTT, pH 8,0. Potom, ako sa resuspendované bunky cez noc
zmrazili a rozmrazili, sonifikovali sa v minutovych intervaloch celkovo priblizne 10
minut v Milsonix XL2020 sonifikatore pouzitim Standardnej sondy s priemerom 12
mm. Pelety z inkliznych teliesok sa znova izolovali centrifigaciou 30 minut pri
13000 ot./min v Beckman J2-21 centrifige. Potom sa uskuto¢nilo trikrat premyvanie
s detergentom, aby sa odstranili zvySky buniek a membranové komponenty.
Zakazdym sa pelet inklGznych teliesok homogenizoval v Triton timivom roztoku
(50mM Tris-HCI, 0,5% Triton-X100, 200mM NaCl, 10mM NaEDTA, 0,1% (w/v)
NaAzid, 2mM DTT, pH 8,0) pred tym ako sa peletoval centrifugaciou 15 minut pri
13000 otackach/min v Beckman J2-21. Detergent a sol sa potom odstranili
podobnym premyvanim v nasledujucom timivom roztoku: 50mM Tris-HCI, 1mM
NaEDTA, 0,1% (w/v) NaAzid, 2mM DTT, pH 8,0. Nakoniec sa pelety JM22a-Jun a
JM22p-Fos inkluznych teliesok rozpustali oddelene v mogovinovom roztoku (50mM
MES, 8M mocovina, 10mM NaEDTA, 2mM DTT, pH 6,5) 3 az 4 hodiny pri 4 °C.
Nerozpustny material sa peletizoval centrifugaciou 30 minut pri 13000 otackach/min
v Beckman J2-21 a supernatant sa rozdelil na 1ml alikvoty a zmrazil sa pri -70 °C.

Inklizne teliska solubilizované v mocovine sa kvantifikovali Bradfordovym testom
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viazania farbi¢ky (Biorad). Z jedného litra kultary sa ziskal vytaZok priblizne 100 mg
purifikovanych inkliznych teliesok pre kazdy retazec. Kazdé inklizne teliesko
(JM22a-Jun, JM22p-Fos) sa solubilizovalo v mo¢ovinovom roztoku v koncentracii
priblizne 20 mg/ml a gélovou analyzou sa odhadlo, Ze v tejto forme maji priblizne

90% gistotu (Udaje nie su znazornené).

Spoloéné preskladavanie TCR-zipsovych fuzovanych proteinov

Vysledkom pociatoénych preskladavacich experimentov s pouzitim
Standardného preskladavacieho timivého roztoku (100mM Tris pH 8,5, 1M L-
arginin, 2mM EDTA, 5mM redukovany glutatién, 0,5mM oxidovany glutation, 0,2mM
PMSF) bola tazka proteinova precipitacia, ktora bola zavisla na pritomnosti
zipsovych domén. Z faktu, Ze tento fenomén sa vyskytoval pri koncentraciach, ktoré
boli nizSie ako disociaéna konstanta zipsovej dimerizacie (tzn. hodnota, pre ktor( sa
oakava, Zze vacSina zipsovych zavitnic je monomérna), vyplyva, Ze nespravne
poskladané druhy stabilizovali dalSie sily. NajpravdepodobnejSim vysvetlenim je, ze
najprv sa poskladaja celé alfa-zavitnicové zipsové domény a ich prechodna
heterodimerizacia indukuje medziretazcovi agregaciu d&iastoéne poskladanych
medziproduktov komplexnejSich imunoglobulinovych domén. Preto sa presklada-
vaci tlimivy roztok zmenil tak, ze obsahoval 5M mocovinu, aby sa zabranilo
hydrofébnym interakciam medzi d&iastoéne poskladanymi imunoglobulinovymi
doménami, aby sa jednotlivé retfazce mohli Upine poskladat pred hetero-
dimerizaciou. Tento krok je dostato€ny na to, aby sa zabranilo precipitacii, a aby sa
mohli spravne poskladané TCR-zipsové heterodiméry zostavit s prijatelnym
vytazkom pouzitim nasledujuceho protokolu.

Zasobné roztoky TCR-zipsovych retazcov JM22a-Jun a JM22p-Fos
solubilizované v mocovine sa renaturovali riediacim spoloénym preskladanim. Zo
zmrazenych zasobnych roztokov sa roztopilo priblizne 30 mg (tzn. 1 pM) kazdého
retazca solubilizovaného inkluzneho telieska a pridal sa dalSi pulz DTT (4 pM/mi),
aby sa zabezpedila Gplna redukcia cysteinovych zvySkov. Vzorky sa potom zmiesali

a zmes sa nariedila v 15 ml guanidinového roztoku (6M guanidin-hydrochlorid,
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10mM octan sodny, 10mM EDTA), aby sa zaistila Gplna denaturacia retazca.
Guanidinovy roztok obsahujuci Gplne redukované a denaturované TCR-zipsové
retazce sa potom injektoval do 1 litra nasledujuceho preskladavacieho timivého
roztoku: 100mM Tris pH 8,5, 400mM L-arginin, 2mM EDTA, 5mM redukovany
glutation, 0,5mM oxidovany glutation, 5M mocovina, 0,2mM PMSF. Roztok sa
nechal stat 24 hodin. Preskladany produkt sa potom dva krat dialyzoval, najprv
oproti 10 litrom 100mM mocoviny, a druhy krat oproti 10 litrom 10mM mocoviny,
10mM Tris pH 8,0. Tak preskladavaci, ako aj dialyzacny krok sa uskutoéfiovali pri 6
az 8 °C.

Purifikacia preskladaného TCR-zipsu

TCR-zipsovy JM22zip sa oddelil od degradacnych produktov a necistot
nanesenim dialyzovaného preskladaného produktu na POROS 10HQ analyticku
anionova vymennu kolonu v siedmych 200ml alikvotach a eluovanim naviazaného
proteinu s gradientom 0 az 400mM NaCl na 50 objemov kolony pouZitim BioCad
pracovnej stanice (Perseptive Biosystems). Nekovalentne spojeny heterodimeér
eluoval v jednom vrchole pri priblizne 100mM NaCl. Vrcholové frakcie (typicky
obsahujtice heterodimér v koncentracii 100 az 300 pg/ml) sa uskladiiovali pred tym

ako sa spojili a zakoncentrovali pri 4 °C. VytaZok heterodiméru je priblizne 15 %.

Charakterizacia preskladaného TCR-zipsovéhoJM22zip

JM22zip heterodimér purifikovany aniénovou vymenou sa eluoval ako
pribliZne 70kDa protein zo Superdex 200 gélovej filtratnej vefkostnej kolony
(Pharmacia). Je velmi déleZité zahrnut gélové filtraéné kroky pred povrchovou
plazménovou rezonanénou vézobnou analyzou, pretoZe presné merania afinity a
kinetiky st zavislé na pritomnych monomérnych interakciach. Tymto spésobom je
mozné z frakcie rozpustného proteinu pouzitej na analyzu vylugit agregaty vyssieho
radu. Najma je mozné detegovat agregaty zapricifiujice pomalé asociacné a

disociatné rychlostné konstanty.
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Oxidacny stav kazdého retazca bol skumany redukénou/neredukénou
gélovou analyzou znazornenou na obrazku 2. V pritomnosti SDS sa nekovalentne
asociovany heterodimér disociuje na o a B retazce. Ak sa v nanaSacom timivom
roztoku pouzije DTT, oba retazce idu po oboch stranach 31kDa markera. Ak takéto
denaturanty chybajl, oba retazce sa spravaju ako oddelené druhy, ale mobilita
kazdého sa zvySuje, z ¢oho vyplyva, Ze kazdy retazec tvori jeden, disulfidovou
vézbou viazany, druh (Garboczi a dal$i 1996).

Protilatkova reaktivita preskladaného receptora sa testovala pouzitim
povrchovej plazménovej rezonancie na Biacore 2000 pristroji (Biacore). TCR-
zipsovy JM22z sa imobilizoval na dextranovom matricovom (CM &ip) vazobnom
povrchu pri pH 5,5 pouzitim §tandardnych aminovych parovacich metéd. Variabilna
oblast protilatky $pecifickej pre beta retazec (VB17) sa Specificky viazala na

imobilizovany receptor, z &oho vyplyvala spravna konformacia.

Stabilita

Rozpustné TCRs exprimované ako alfa-jun a beta-fos leucinové zipsové
fuzie su stabilné mesiace, a su preto vhodné na detekciu Specifickych antigenov

prezentovanych MHC triedy .

Priklad 2
Kinetiky a afinitna §tudia fudského TCR-virusovy peptid-MHC

Specifické viazanie sa preskladaného TCR-zipsu na peptid-MHC komplexy
Povrchovy plazménovy rezonanény biosenzor (Biacore) sa pouZil na analyzu
viazania sa TCR-zipsu (JM22zip, $pecificky pre HLA-A2 influenza matricovy
proteinovy M58-66 komplex) na jeho peptid-MHC ligand (pozri obrazok 3). Urahgili
sme to vyprodukovanim jednotlivych pMHC komplexov (opisané nizsie), ktoré mozu
byt imobilizované na streptavidin pokrytom vézobnom povrchu semi-orientovanym
spdsobom, & umozZiiuje ucinné testovanie viazania sa rozpustného T-bunkového

receptora az na $tyri odlisné pMHC (imobilizované na oddelenych tecucich
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bunkach) simultanne. Manualne injektovanie HLA komplexu umozriuje jednoduchi
manipulaciu s presnou hladinou imobilizovanych molekal triedy I.

Takto imobilizované komplexy si schopné viazat' tak T-bunkové receptory
(pozri obrazok 3), ako aj koreceptor CD8ao., ktoré oba mézu byt injektované v
rozpustnej faze. Specifické viazanie sa TCR-zipsu sa ziska aj pri nizkych
koncentraciach (najmenej 40 pug/ml), z ¢oho vyplyva, Zze TCR zips je relativhe
stabilny. Pozorovalo sa, ze pMHC v&azobné viastnosti JM22z su kvalitativne a
kvantitativne podobné, ked sa pouzZije TCR tak v rozpustnej forme, ako aj v
imobilizovanej faze. To je dblezita kontrola iastognej aktivity rozpustnych druhov, a
tiez z toho vyplyva, Ze biotinylované pMHC komplexy su rovnako biologicky aktivne

ako nebiotinylované komplexy.

Priprava chemicky biotinylovanych HLA komplexov

Spésoby produkcie rozpustnych, rekombinantnych komplexov tvorenych
HLA triedy | a jednym peptidom uZ boli opisané (Garboczi a dalsi 1992). Tieto
sposoby boli modifikované tak, aby produkovali HLA komplexy, ktoré maja f-2-
mikroglobulinové domény chemicky biotinylované, a tak méZu byt imobilizované na
streptavidinom pokrytom &ipe a pouZité na povrchové plazmoénove vazobne stadie.

Exprimoval sa B-2-mikroblobulin a 40 mg sa preskladalo v Standardnom
preskladavacom timivom roztoku (100mM Tris pH 8,5, 400mM L-arginin, 2mM
EDTA, 5mM redukovany glutation, 0,5mM oxidovany glutation, 0,1mM PMSF) v
podstate ako bolo opisané (Garboczi a dal§i 1992). Po volitefnom gélovom
filtraénom kroku sa protein vymenil s 0,1M boratom sodnym pH 8,8 a nakoniec sa
zakoncentroval na 5 az 10 mg/ml. B-2-mikroglobulin sa kvantifikoval aj pouZitim
Bradfordovho testu (Biorad). 5 molarny nadbytok biotin hydroxysukcinimidu (Sigma)
sa pridal zo zasobného roztoku pripraveného v koncentracii 10 mg/ml v DMSO.
Reakéna zmes sa nechala 1 hodinu pri laboratorne teplote a zastavila sa pouZitim
zmesi 20 pl 1M chloridu amoénneho a 250 pg biotinového esteru. Preskladany HLA

komplex sa oddelil od volného biotinu a volného biotinylovaného p-2-mikro-
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globulinu pouzitim Superdex 200 gélovej filtracnej velkostnej kolony (Pharmacia).

Streptavidin sa imobilizoval Standardnymi aminovymi parovacimi metédami.

Zavery

TakZze spdsoby preskladavania proteinu opisané v priklade 1 produkuju
stabilny, spravne poskladany, funkény, rekombinantny receptorovy flizovany
protein, ktory je schopny byt biofyzikalne analyzovany pouzitim optického
biosenzora. Tak sa poskytlo reakéné d&inidlo pouzivané na uskutoCfiovanie
detailnych afinitnych a kinetickych analyz interakcie ludského TCR a pMHC. Boli
studované vzajomné uginky interakcii T-bunkového koreceptora a MHC a interakcii
TCR a pMHC. Pouzité rekombinantné techniky s v principe aplikovatelné tak na
hlodavdéie, ako aj ludské TCRs, definované tak triedou |, ako aj triedou Il, a budu
umoziovat podobné analyzy uréitého rozsahu TCRs. To by umoznilo pokladanie
réznych otazok, akymi st napriklad rozsah TCR afinit v ramci protivirusovej
odpovede, viastnosti dominantne selektovanych receptorov a kinetické poziadavky
na spustanie dejov prostrednictvom receptora. Metédy poskytuju aj spdsob
overovania ligandovej Specifity TCR pred kryStalizatnymi testami, a m6zu mat aj

vplyv na rekombinantna produkciu inych bunkovych povrchovych receptorov.

Priklad 3
Biotinylacia a tetramerizacia rozpustnych T-bunkovych receptorov

2,5 ml purifikovaného rozpustného TCR pripraveného ako bolo opisané v
priklade 1 (priblizne 0,2 mg/ml) sa v timivom roztoku vymenilo do biotinylaéného
reakéného timivého roztoku (10mM Tris pH 8,0, 5mM NaCl, 7,5 mM MgCl,)
pouzitim PD-10 kolény (Pharmacia). Eluat (3,5 ml) sa zakoncentroval na 1 ml
pouZitim centricon koncentratora (Amicon) prepustajicim maximaine 10kDa
molekuly. To sa urobilo do 5mM, pricom sa zo zasobného roztoku (0,1 g/mi
nastaveny na pH 7,0) pridalo ATP. Pridal sa koktejl proteazovych inhibitorov,
leupeptin, pepstatin a PMSF (0,1 mM), nasledoval 1mM biotin (pridany z 0,2M
zasobného roztoku) a 5 pg/ml enzymu (z 0,5 mg/ml zasobného roztoku). Zmes sa

potom inkubovala cez noc pri laboratérnej teplote. Nadbytok biotinu sa z roztoku
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odstranil dialyzou oproti 10mM Tris pH 8,0, 5mM NaCl (200 objemov, s 2 vymenami
pri 4 °C). Protein sa potom testoval z hladiska pritomnosti naviazaného biotinu
prostretnictvom blotingu na nitrocelulézu, po ktorom nasledovalo blokovanie s 5%
odstredenym mlie€nym pradkom a detekcia pouzitim streptavidin-HRP konjugatu
(Biorad). Tetramerizacia biotinylovaného rozpustného TCR sa uskuto¢iiovala bud
extravidin-RPE konjugatom alebo extravidin-FITC konjugatom (Sigma). Koncentra-
cia biotin-rozpustného TCR sa merala pouzitim Coomassie véazobného
proteinového testu (Pierce) a vypocital sa pomer extravidinového konjugatu a
rozpustného TCR s hodnotou 0,224 mg/1 mg, aby sa dosiahlo nasytenie
extravidinu biotinylovanym TCR v pomere 1:4. Pridaval sa extravidinovy konjugat v
alikvotach 1/10 celkového pridaného mnoZstva na lade najmenej 15 minut na
alikvotu (aby sa zaistila saturacia extravidinu). Rozpustné TCR tetraméry sa

uskladriovali pri 4 °C v tme. Mesiace boli tetraméry extrémne stabilné.

Priklad 4
Molekularne klonovanie génov T bunkového receptora z T bunkovych linii alebo T

bunkovych klonov so znamou $pecifitou

Spdsoby a postupy molekularneho klonovania TCR génov z buniek su
rovnaké pre vietky o retazce a pre vSetky p retazce, a preto budu opisané len v
tomto priklade.

Vhodné mnozstvo T buniek, typicky 1 az 5 miliénov, sa lyzovalo v lyzaénom
timivom roztoku z "mRNA Capture Kit" (Boehringer Mannheim). S reakénymi
ginidlami kitu sa izolovala mRNA hybridizaciou biotinylovaného oligo-dT na poly-A
chvosty mRNA. Potom sa zachytili hybridizované komplexy prostrednictvom
viazania sa biotinu na PCR skimavku pokryta streptavidinom. Po imobilizacii
mRNA v PCR skumavke sa generovala cDNA pouzitim AMV reverznej transkriptazy
(Stratagene) ako je opisané (Boehringer Mannheim manual pre "mRNA Capture
Kit").
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Na takto imobilizovanej cDNA sa generovali poly-G chvosty na 3' koncoch
pouzitim enzymu terminalna transferaza (Boehringer Mannheim). Potom sa pridala
PCR reakéna zmes vratane termostabilnej polymerazy pfu s vysokou presnostou
(klonovand, Stratagene), ktora bola pouZita, aby sa minimalizovalo riziko chyb v
PCR produktoch. Uskutoénili sa PCR reakcie pouzitim poly-C "ukotvovacieho
primera" (obrazok 4A) a primerov $pecifickych pre a a B retazec (obrazok 4B,
respektive 4C), ktoré aneluju na zodpovedajuce TCR konstantné oblasti. Na
amplifikaciu TCR génovych fragmentov sa uskutoénili PCR reakcie v 30 cykloch
denaturacie pri 95 °C po€as 1 minuty, anelovania pri 50 °C po¢as 1 minuty a
predlZzovania pri 72 °C pocas 5 minut.

PCR produkty sa ligovali do Bluescript sekvenacného vektora (pBluescript Il
KS-, Stratagene) pouzitim miest pre restrikéné enzymy Xhol a Xmal, ktoré sa
nachadzali v primeroch (vSetky enzymy od New England Biolabs). Po transfekcii
ligaénych zmesi do E. coli kmefia XL-1Blue, sa niekolko klonov vybralo na DNA
sekvenovanie, ktoré sa uskutoéfiovalo na ABlI 377 Prism automatickom

sekvenatore pouzitim BigDye™ terminatorov (Applied Biosystems Inc.).

Priklad 5
Molekularne klonovanie DNA fragmentov kédujucich 40 aminokyselinové oblasti

stoéenych zavitov ("leucinové zipsy") c-jun a c-fos

DNA fragmenty kodujuce 40 aminokyselinové oblasti stocenych zavitov
("leucinové zipsy") cjun a c-fos sa generovali PCR reakciami pouzitim ludskej
cDNA ako templatu a pouzitim primerov znazornenych na obrazku 5. PCR reakcie
sa uskutoéiiovali v reakénom timivom roztoku obsahujicom klonovanu pfu
polymerazu (Stratagene) v 30 cykloch pozostavajucich z denaturacie pri 95 °C
pocas 1 minuty, anelovania primeru pri 58 °C pocas 1 minuty a predlZzovania pri 72
°C podas 2 minut.

C-jun a c-fos fragmenty sa ligovali do pBluescript Il KS- (Stratagene)

pouzitim unikatnych Xhol a Smal restrikénych miest, &im sa ziskali konStrukty
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pBJ107, respektive pBJ108 (obrazok 6). DNA sekvencie c-jun a c-fos fragmentov
sa overili DNA sekvenovanim, ktoré sa uskutoCfiovalo na ABI 377 Prism
automatickom sekvenatore pouzitim BigDye™ terminatorov (Applied Biosystems
Inc.).

Sekvenované c-jun a c-fos fragmenty sa potom subklonovali pouZitim
unikatnych Xmal a BamHI| restrikénych miest do polyspojovnikovej oblasti T7

polymerazoveho expresného vektora pGMT7 (Studier, Rosenberg a dal$i 1990).

Priklad 6
Navrhnutie TCR-leucinovych zipsovych fazovanych proteinov na produkciu

stabilnych, rozpustnych TCRs

Pokusy spolocne preskladat extracelularne fragmenty TCR o a B retazcov,
ktoré boli skratené tak, Ze obsahovali cysteinovy zvySok, ktory in vivo vytvara
disulfidovu vazbu, boli CiastoCne Uspesné (iidaje nie su uvedené, metody expresie
a vSeobecné metddy a materialy a podmienky preskladavania pozri v priklade 9).
Avsak, ked sa TCR o a P refazce skratili tesne pred, teda na N-koncovej strane
cysteinového zvysku tvoriaceho medziretazcovl disulfidovi véazbu, z analytickej
chromatografie na Superdex G-75 koléne (Pharmacia) vyplynulo, Ze mala &ast
proteinu, priblizne 1 az 2 % mnoZstva pouzitého v preskladavacej reakcii, sa
poskiadala do komplexu s molekulovou velkostou oakavanou pre skrateny o/p
heterodimér (pozri aj Garboczi, Utz a dal§i 1996 ako odvolanie sa na metodu).

KedZze nespravne vytvorenie disulfidovej vazby mézZe spésobit nevratné
nespravne poskladanie proteinu poéas in vitro preskladavania, predpokladalo sa,
Zze pravdepodobnost takejto udalosti sa minimalizuje mutovanim cysteinového
zvySku v TCR B konstantnej oblasti, ktora je v bunkovom TCR nesparovana.
Cysteinovy zvySok sa substituoval z serinovy alebo za alaninovy zvySok. Na
obrazku 7 su znazornené syntetické DNA primery pouzité v tychto mutaénych
krokoch. Spoloéné preskladavanie TCR a a mutovaného B retazca, ktoré oba boli

skratené tesne pred cysteinovym zvySkom, ktory tvori medziretazcovu disulfidovu
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vazbu, vykazalo dramatické zlepSenie vytaZzkov heterodiméru, pricom proteinova
frakcia so spravnou molekulovou hmotnostou typicky tvorila 15 az 30 % celkového
proteinu. AvSak, ked sa tieto rozpustné TCRs uskladnili cez noc, analyzy proteinu
ukazali, Zze frakcia s molekulovou hmotnostou zodpovedajlicou heterodimérnemu
TCR sa rozdelila do dvoch vrcholov s molekulovou hmotnostou zodpovedajlcou
monomérnym TCR o a B retazcom. Podobné pozorovania sa zistili pri riedeni
rozpustnych TCRs, z &oho vyplyva, Ze stabilta o/f retazca bola nizka a
nedostatoCna na analyzy, ktoré by vyZadovali dlhdi ¢as ako obmedzeny pocet
hodin alebo riedenie proteinu. Z toho vyplyva, Ze tieto metédy na produkciu
rozpustného TCR generovali len receptor s extrémne obmedzenou stabilitou.

Na zlepSenie TCR o/p retazcovej stability a potencidlne na napomahanie
formovaniu heterodiméru podas preskladavania sa TCR retazce fazovali s
doménami "leucinového zipsu" c-jun a c-fos, o ktorych je zname, Ze prednostne
vytvaraju heterodiméry (O'Shea, Rutkowski a dal$i 1989; Schuermann, Hunter a
dal§ 1991; O'Shea, Rutkowski a dalSi 1992; Glover a Harrison 1995). Testovali sa
dva navrhy fuzovanych TCRs.

V jednom sa leucinové zipsy fazovali tesne za, to je na C-koniec,
cysteinovych zvy$kov vytvarajacich medziretazcovu disulfidovi vézbu medzi TCR a
a B retazcom. KedZe c-jun a c-fos leucinové zipsové peptidy si schopné vytvarat
medziretazcovy disulfid aj tesne na N-konci pouzitého spojovnika (O'Shea,
Rutkowski a dalSi 1989), predpokladalo sa, ze vzajomna zostava dvoch retfazcov a
medziretazcovej disulfidovej vazby bude optimalna.

V druhom navrhu sa leucinové zipsy flzovali tesne pred, to je na N-koniec
cysteinovych zvyskov tvoriacich medziretazcovu disulfidovi vazbu medzi TCR o a
B retazcami (obrazok 8). TakZe pri druhom navrhu sa v rekombinantnom receptore
cysteinoveé zvysky vynechali.

V preskladavacich experimentoch s TCR-zipsovymi (TCR-z) retazcami s
tymito dizajnami sa zistilo, Ze vytazok heterodimérneho, rozpustného receptora bol
lepsi, ked' sa cysteinové zvySky vytvarajuce medziretazcovu disulfidovi vazbu

vynechali v TCR a a p retazcoch, ako je v navrhu znazornenom na obrazku 8.
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Priklad 7
Konstrukcia DNA expresnych vektorov pre TCR-leucinové zipsové proteiny

Tento priklad opisuje konStrukciu expresnych vektorov pre o a B retazce
piatich TCRs. Opisana stratégia a dizajn by mali byt adaptovatelné na akékolvek
fudskeé alebo ZivoCiséne TCR gény. Hoci vSetkych pat tu opisanych TCRs je
definovanych epitopmi MHC triedy |, rovnako by tieto metédy mohli byt pouzité na
klonovanie a konstrukciu expresnych vektorov pre TCRs definované MHC triedy |I.
VSetky vektory exprimuju protein, ktory ma byt sugastou preskladanych
rozpustnych TCRs podfa navrhu znazorneného na obrazku 9, s tou vynimkou, Ze
dva TCRs su exprimované s biotinylovatefnou priveskovou sekvenciou na C-konci
o a p retazce.

Rozsah veducich alebo signainych peptidovych sekvencii TCR o a
retazcov sa predpokladal z analyz sekvenénych udajov ziskanych z plazmidov
obsahujicich TCR ukotvovacie PCR produkty (pozri priklad 4). Na tomto zaklade sa
navrhli ' primery na generovanie PCR fragmentov na expresiu TCR retazcov bez
veducich sekvencii (obrazok 9). VSetky &' primery kéduja metioninovy zvySok tesne
pred zrelymi TCR proteinovymi sekvenciami, aby bola moZna translacia v E. col.
Tiché mutacie substituujiuce C alebo G bazy za A alebo T (obrazok 9) sa zaviedli v
mnozstve 5' proximalnych kodénov génov, aby sa zniZila tendencia vytvarania
sekundarnej mRNA Struktury, ktora by mohla inhibovat hladiny expresie v E. coli
(PCR/GB98/03235; Gao, Tornmo a dalSi 1997; Gao, Gerth a dalsi 1998).

Gény koédujuce Va0.2 a VP17 retazce fudského JM22 TCR, ktory je
definovany Influenza matricovym peptidom prezentovanym na HLA-A0201
(peptidova sekvencia GILGFVFTL), Va23 a VB5.1 retazce fudského TCR, ktory je
definovany 003 HIV-1 Gag peptidom prezentovanym na HLA-A0201 (peptidova
sekvencia SLYNTVATL), a Va4 a VP11 hlodavéie retazce F5 TCR, ktory je
definovany NP peptidom prezentovanym na H2-D° (peptidova sekvencia

ASNENMDAM), sa amplifikovali prostrednictvom PCR pouzitim plazmidov
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obsahujucich TCR ukotvovacie PCR produkty generované ako bolo opisané v
priklade 6. Gény pre fudské A6 (Va2.3/VB12.3) a B7 (Va17.2/Vp12.3) TCRs, ktoré
su Specifické pre HTLV-1 Tax peptid prezentovany prostrednictvom HLA-A0201
(peptidova sekvencia LLFGYPVYV) sa ziskali vo forme plazmidov (Garboczi, Utz a
dalsi 1996; Ding, Smith a dalSi 1998), ktoré boli pouzité na generovanie PCR
produktov na kons$trukciu expresnych vektorov pre tieto TCR retazce. Gény pre
tieto TCRs sa klonovali do expresnych vektorov, ktoré obsahovali sekvenciu
fragmentu fuzovaného z c-fos leucinového zipsu a biotinylovatelného privesku
(pozri priklad 8).

PCR reakcie sa uskutoc¢iiovali s klonovanou pfu polymerazou v $tandardnych
podmienkach v timivom roztoku (Stratagene) a s 25 cyklami denaturacie pri 95 °C
poc¢as 1 minuty, anelovania primeru pri 60 °C po¢as 1 minuty a predlZzovania pri 72
°C poc¢as 6 minat. PCR produkty sa postiepili restrikCnymi enzymami Ndel a Xmal a
ligovali sa do pGMT7 vektorov obsahujtcich c-jun (TCR o retazce) a c-fos (TCR
retazce) inzerty (pozri priklad 5).

Obrazky 10 az 19 znazorfiuju sekvencie TCR-z inzertov a predpokladané
proteinové sekvencie exprimované pGMT7 vektormi. Obrazok 20 znazorfiuje
sekvenciu A6 TCR P retazca obsahujucu mutaciu v kon$tantnej oblasti, ktora vSak
detegovatefne neovplyviiovala skladanie a funkciu rozpustného TCR (pozri priklady
9a10).

Priklad 8
Konstrukcia DNA vektorov na expresiu TCR B retazcov fuzovanych s c-fos

leucinovym zipsovym-biotinylovatefnym fragmentom

Na umoznenie imobilizacie rozpustnych TCRs alebo na umozZnenie detekcie,
alebo na pripojenie na receptor, bolo by uZitoéné, keby mohol byt protein
produkovany s dal§im funkénym fuzovanym komponentom. Tak by mohli byt

vytvarané derivaty rozpustného TCR, ako napriklad multiméry, alebo by sa tak
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mohla umoznit’ detekcia s vysokou citlivostou alebo by sa mohli pripajit iné funkcie
receptor/receptor komplexom.

Tento priklad demonsStruje konstrukciu expresnych vektorov pre TCR B
retazce, v ktorych je zavedeny fuzovany polypeptid, ktory méze byt $pecificky
biotinylovany v E. coli in vivo alebo s enzymom BirA in vitro (Barker a Campbell
1981; Barker a Campbell 1981; Howard, Shaw a dal$i 1985; Schatz 1993;
O'Callaghan, Byford a dalSi 1999). Ako je ukazané v prikladoch 10 a 11, tieto
rozpustné TCR flizie sa m6zu exprimovat a preskladat spolu s o retazcom
rovhakym spésobom, a s podobnymi vytazkami, akoTCR B retazec, ktory nie je
fuzovany s "biotinylatnym priveskom" (BT-privesok). Tieto vysledky demonstruju,
Ze tu opisany rozpustny TCR je pravdepodobne vhodny na expresiu s mnoZstvom
réznych polypeptidov ako fuzovacich partnerov.

T bunkové receptorové P retazce sa subklonovali so pGMT7 expresného
vektora so sekvenciou biotinového privesku na C-konci sekvencie fos-leucinového
zipsu nasledovne:

Start-TCR P retazec - fos zips - biotinovy privesok - stop

Presna sekvencia koncov konstruktov je nasledovna (pozri aj obrazok 21):

spojovnik —| fos zips —| BamHI |« spojovnik —|« biotinovy privesok

Na produkciu rozpustnych TCRs s biotinovym priveskom boli pouzité dva
pristupy. V pripade fudského JM22 TCR, ktory je definovany Influenza matricovym
peptidom prezentovanym na HLA-A0201, sa klonovana fazia, tvorena p retazcom a
c-fos leucinovym zipsom, modifikovala na 3' konci pouzitim syntetického DNA
primeru znazorneného na obrazku 22 tak, aby sa zaviedlo BamH/ miesto namiesto
HindlIl miesta, pouZzitim Standardnej PCR reakcie s pfu polymerazou (Stratagene).

Pévodny 5' primer (pozri obrazok 9) obsahujuci Ndel miesto bol pouzity ako
priamy primer. Vyrobeny PCR produkt sa klonoval do modifikovaného pGMT7
vektora obsahujluceho sekvenciu s biotinovym priveskom (obrazok 21), aby sa

vytvoril vyS§Sie opisany konstrukt. Tento plazmid je znamy ako JMB002.
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Klonovany TCR $pecificky pre HLA-A0201 definovany HTLV-1 epitopovou
sekvenciou LLFGYPVYV, znamy ako A6 tax TCR (Va2.3/VB12.3), bol skrateny
pouzitim PCR s priamym a reverznym primerom, ktoré su znazornené na obrazku
9. Tento TCR P retazec bol klonovany do Ndel/ a Xmal miest pGMT7 vektora
(JMB002), ktory obsahuje c-fos-BT fragment.

Po skonstruovani flzovanych expresnych vektorov sa uskutonilo DNA
sekvenovanie, aby sa zaistilo, Ze po€as subklonovacej procedury nebola zavedena
Ziadna chyba (vSetky sekvenovania sa uskutoéfiovali v Biochemistry Dept. DNA
Sequencing Facility, Oxford University pouzitim ABI 377 Prism sekvenatora a ABI
BigDye fluorescenénych terminatorov). Objavili sa dve chyby v tax TCR B retazci v
porovani s publikovanou sekvenciou a dalSim skimanim sa zistilo, Ze tieto chyby
boli obe pritomné uz v pévodnom plazmide, ktory sme obdrzali. Kedze obe tieto
chyby boli na 3' konci unikatneho Bsu36/ miesta v TCR B retazci, toto miesto bolo
pouzité na klonovanie do (spravneho) JMB002 plazmidu. Obe verzie tax TCR B
refazca sa exprimovali a poskladali sa s a refazcom a porovnali sa pouzitim
Biacore. Obe verzie proteinu sa $pecificky viazali na molekuly tax peptid-MHC
triedy | s podobnymi relativnymi afinitami (pozri priklad 17). V nasledujucich

experimentoch sa pouzivala len spravna verzia f§ retazca.

Priklad 9

Expresia TCR retazcov v E. coli a purifikacia inkliznych teliesok

TCR o a p retazce sa exprimovali oddelene v E. coli kmeni BL21DE3pLysS
pod kontrolu vektora pGMT7 v TYP médiu pouzitim 0,5mM IPTG na indukciu
produkcie proteinu, ked opticka hustota (OD) pri 600nm dosiahla hodnotu medzi
0,2 a 0,6. Indukcia prebiehala cez noc a baktérie sa zozbierali centrifugaciou pri
4000 otackach/min v Beckman J-6B centrifige.

Bakterialne bunkové pelety sa potom resuspendovali v "lyzaénom timivom
roztoku" (10mM Tris pH 8,1, 10mM EDTA, 150mM NaCl, 2mM DTT, 10% glycerol).
Zmes sa ochladila na lade a pridali sa nasledujtce latky: 20 pg/ml lyzozymu, 10mM
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MgCl, a 20 ug/ml DNazy |, nasledovalo inkubovanie na fade minimalne jednu
hodinu.

Zmes sa potom sonifikovala pouzitim 12mM sondového sonikatora (Milsonix
XL2020) pri plnom vykone v 5 cykloch po 30 sekind s 30 sekundovymi
prestavkami, v ktorych sa umozZnilo, aby sa zmes ochladila. Pogas tejto procedury
sa udrZiavala teplota pouZitim zmesi ladu a vody. Zmes sa potom nariedila s 5
objemami “Triton premyvacieho timivého roztoku" (50mM Tris pH 8,1, 0,5% Triton
X-100, 100mM NaCl, 0,1% azid sodny, 10mM EDTA, 2mM DTT). Po minimalne
hodinovom inkubovani na fade sa zmes centrifugovala pri 3500 otagkach/min v
Beckman GS-6R centrifige a supernatan sa odstranil. Pelet sa resuspendoval v
“resuspendaénom timivom roztoku" (50mM Tris pH 8,1, 100mM NaCl, 10mM EDTA,
2mM DTT) pouzitim malej plastickej jednorazovaj pipety. Zmes sa potom
centrifugovala pri 8000 otackach/min na Beckman J2-21 centrifige a supernatant
sa odstranil. Pelet sa potom resuspendoval v "guanidinovom timivom roztoku"
(50mM Tris pH 8,1, 6,0M guanidin-HCI, 100mM NaCl, 10mM EDTA, 10mM DTT)
pouZitim ruéne ovladaného homogenizatora. Po centrifugacii s nizkou rychlostou na
odstranenie nerospustného materialu sa supernetant rozdelil na alikvoty a uskladnil
pri -70 °C. Rutinne sa ziskaval vytaZok priblizne 100 mg na liter bakterilalnej
kultary.

SDS-PAGE analyza pripravku purifikovanych inkliznych teliesok sa dosiahla
nariedenim 2 pl pripravku inkliznych teliesok v guanidinovom timivom roztoku
spolu s SDS-PAGE vzorkovym timivym roztokom a nasledovalo zahrievanie na 100
°C pocas 2 minut. Vzorky sa naniesli na gél, pricom sa udrZiavali stale horuce, aby
sa zabranilo precipitacii zmesi guanidinu a SDS poéas nanasania. Prostrednictvom
Coomassie farbenia SDS-PAGE, ktora sa uskutocnila tymto spésobom, sa usudilo,
Ze protein inkluznych teliesok purifikovany tymto spésobom je Cisty na priblizne 90

% (pozri obrazok 23).

Priklad 10

Preskladanie a purifikacia TCRz heterodiméru
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Proteiny solubilizované rovnakym dielom v mo&ovine sa d'alej denaturovali v
"guanidinovom timivom roztoku" (6M guanidin-HCI, 10mM octan sodny pH 5,5,
10mM EDTA, 2mM DTT) pri 37 °C. Zmes proteinov sa injektovala do ladom
schladeného preskladavacieho timivého roztoku (100mM Tris pH 8,1, 0,4M L-
arginin-HCI, SM mocovina, 5mM redukovany glutation, 0,5mM oxidovany glutatién)
do celkovej koncentracie proteinu 60 mg/l, aby sa zaistilo rychle zmie$anie. Po
najmenej 5 hodinovom inkubovani na lade, aby sa umoznilo preskladanie, sa zmes
dialyzovala oproti 10 objemom demineralizovanej vody 24 hodin a potom oproti 10
objemom 10mM Tris pH 8,1 24 hodin.

Dialyzovany preskladany protein sa potom filtroval, aby sa odstranil
agregovany protein (produkovany ako vedfaj§i produkt pocas preskladavania) cez
0,45um nitrocelul6zovi membranu (Whatman). Purifikacia rozpustného TCR s
biotinovym priveskom sa potom uskutoénovala nanesenim na POROS 20HQ
kolénu beZiacu na Biocad Sprint systéme. Na jedno kolo sa mohlo naniest' priblizne
500 mi roztoku preskladaného proteinu a eluovanie proteinu sa dosiahlo
gradientom chloridu sodného v Bis-Tris-propanovom timivom roztoku pH 8,0.
Protein sa eluoval pri koncentracii priblizne 100 mM chloridu sodného a relevantné
frakcie sa okamzite schladili na fade a pridal sa koktejl protedzovych inhibitorov.

Frakcie sa analyzovali Coomassie-farbenou SDS-PAGE.

Priklad 11

Preskladavanie a purifikacia TCRz heterodiméru s biotinylovatefnym B retazcom

TCR B retazce s biotinovym priveskom sa zmie$ali s rovhakym mnoZstvom o
retazcov exprimovanych a purifikovanych ako rozpustny T bunkovy receptor. TCRz-
B-BT sa preskladal rovhakym spésobom ako bolo opisané v priklade 10 pre TCRz

(pozri obrazok 26).

Priklad 12

Biotinylacia rozpustného TCRz-BT s biotinovym priveskom
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Frakcie obsahujice protein sa zakoncentrovali do 2,5 ml pouzitim
centrifugacnych koncentratorov s hranicou 10K (Ultrafree, Milipore). TImivy roztok
sa vymenil pouZitim PD-10 odsofovacich kol6n ekvilibrovanych s 10mM Tris pH 8,1,
5mM NaCl. Dalej sa pridal koktejl proteazovych inhibitorov a protein sa znova
zakoncentroval na priblizne 1 ml pouZzitim centrifugaénych koncentratorov. Do tohto
1 ml rozpustného TCR s biotinovym priveskom sa pridali nasledujlce latky: 7,5mM
MgCl,, SmM ATP (pH 8,0), 1mM biotin, 2,5 ug/ml BirA biotinylaéného enzymu.
Biotinylacna reakcia sa potom nechala prebiehat' pri laboratornej teplote (20 az 25
°C) cez noc.

Enzymaticky biotinylovany rozpustny TCR sa potom oddelil od zvy$ného
nezreagovaného biotinu gélovou filtraciou na Superdex 200 HR koléne
(Pharmacia), ktora prebiehala na Pharmacia FPLC systéme (pozri obrazok 27).
Kol6na bola ekvilibrovana s PBS a odoberali sa 1ml frakcie, ktoré sa okamzite
schladzovali na fade a znova boli chranené koktejlom protedzovych inhibitorov.
Koncentracia proteinu sa odhadla pouZitim Coomassie farbiaceho testu (Pierce) a
biotinylovany protein sa potom uskladnil do jedného mesiaca pri 4 °C a na dlhsie
obdobie pri -20 °C.

Uginnost biotinylaénej reakcie sa skontrolovala pouzitim Westen blotingu
biotinylovaneho proteinu. SDS-PAGE prebiehala pouzitim vys$sie opisanych metod,
ale namiesto farbenia sa gél blotoval na PVDF membranu (Bio-Rad) pouZitim
SemiPhor polosuchej elektroblotovacej aparatiury (Hoefer). Blotovaci stlpec
obsahoval 6 vrstiev filtracného papiera (Whatman 4M) postrihaného na velkost gélu
a nasiaknutého v prena$acom timivom roztoku (25mM Tris baza, 150mM glycin),
nasledovala PVDF membrana, ktora bola vopred navihéena metanolom a potom
nasiaknuta v prenaSacom timivom roztoku, nasledoval gél, ktory bol mierne
kolisany v prendSacom roztoku 5 minGt, a nasledovalo 6 dalSich vrstiev
nasiaknutého filtraéného papiera. Stipec sa jemne stladil, pricom sa pouzila
skumavka, aby sa vytladili vzduchové bubliny a pridalo sa dal§ich priblizne 10 ml
prenasacieho timivého roztoku, aby sa napomohlo prenosu. Katéda sa umiestnila

na vrch stipca a prad prechadzal cez aparatiru s konstantnou hodnotou 50 mA
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jednu hodinu. Membrana sa potom inkubovala v 2% roztoku Zelatiny (Bio-Rad) v
PBS-T timivom roztoku (PBS + 0,05% Tween-20) viac ako jednu hodinu pri
laboratérnej teplote, pricom sa jemne kolisala. Inkubacie cez noc zahiiali aj 0,01%
azid sodny na inhibiciu rastu baktérii. Membrana sa niekofko krat (4 az 5) premyla s
PBS-T a nasledovalo farbenie s avidin-HRP konjugatom (Sigma) nariadenym v
pomere 1:1000 v 1% roztoku Zelatiny v PBS-T viac ako 30 minut pri laboratornej
teplote, priom sa membrana jemne kolisala. Membrana sa potom niekolko krat (4
az 5) premyla s PBS-T pred tym, ako sa detegovala s Opti-4CN (Bio-Rad). To je
reakéné dinidlo, ktoré reaguje v pritomnosti HRP a vytvara nerozpustni modra
farbu, ktora farbi membranu v mieste, kde je pritomny relevantny protein, ¢o
vyplyva z pritomnosti naviazaného HRP. Ak je na farbenie pouzity avidin-HRP
konjugat, vyplyva z toho potom pritomnost proteinu obsahujiceho biotin.

Obrazok 28 znazorfiuje tymto spdsobom uskutodnené bloty niekolkych
biotinylovanych TCRs. Standardami pouZitymi pre tieto bloty boli biotinylované
markery molekulovej hmotnosti so Sirokym rozsahom (Bio-Rad). Z blotu je zrejmé,
Ze vysoka urover biotinylacie TCRs obsahujucich biotinylaény privesok, ktoré

reagovali s BirA enzymom...

Priklad 13
Produkcia biotinylovanych rozpustnych MHC-peptidovych komplexov

Biotinylované rozpustné MHC-peptidové komplexy sa produkovali ako bolo

opisané v priklade 2.

Priklad 14
Test na $pecificki vazbu medzi rozpustnym TCR a MHC-flu-peptidom

TCR molekula, JM22z, je Specificka pre HLA-A2 MHC molekuly prezentujlce
imunodominantny antigén pozostavajuci z aminokyselinovych zvyskov 58 az 66
(GILGFVFTL) influenza matricového proteinu. Klonovanie, expresia a purifikacia
JM22z su opisané v prikladoch 4, 7, 9 a 10 a na obrazkoch 24 a 25. Interakcie

[ ]
[ XXX R Y]
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medzi JM22z a jeho ligand/MHC komplexom (HLA-A2-flu) alebo irelevantnou HLA-
A2 peptidovou kombinaciou, ktorej produkcia je opisana v priklade 13, sa
analyzovali na Biacore 2000™ povrchovom plazménovom rezonanénom (SPR)
biosenzore. SPR meria zmeny v refraktivnom indexe, ktoré su vyjadrené ako
jednotky odpovede (RU), blizko povrchu senzora v malej te¢ucej bunke, ¢o je
princip, ktory méze byt pouZity na detekciu interakcii receptora a ligandu a na
analyzu ich afinity a kinetickych parametrov. Sondové te¢lce bunky sa pripravili
imobilizaciou jednotlivych HLA-A2-peptidovych komplexov v oddelenych tecucich
bunkach prostrednictvom vazby medzi biotinom prepojenym s p2m a strepta-
vidinom, ktory bol chemicky prepojeny s aktivovanym povrchom tecéulcich buniek.
Test sa potom uskuto€iioval prechadzanim JM22z na povrchoch réznych teéicich
buniek s kon&tantnou rychlostou prietoku, pricom sa merala SPR odpoved. Najprv
sa Specificita interakcie overila prechadzanim 28uM JM22z konstantnou
prietokovou rychlostou 5 pl/min na troch rozliénych povrchoch; prvy bol pokryty s
2800 RU HLA-A2-flu, druhy bol pokryty s 4200 RU HLA-A2, ktory bol poskladany s
irelevantnym peptidom z HIV reverznej transkriptazy (HLA-A-pol: ILKEPVHGV), a
treti bol pokryty s 4300 RU CD5 (obrazok 29a, viozeny vysek). Na definovanie
pozadia rezonancie (obrazok 29a) boli pouZité injekcie rozpustného JM22z s
konstantnou prietokovou rychlostou a réznymi koncentraciami na HLA-A2-pol.
Hodnoty tychto kontrolnych merani boli subtraktované z hodnét ziskanych s HLA-
A2-flu (obrazok 29b) a boli pouZité na vypocet vézobnych afinit vyjadrenych vo
forme disociaénej konstanty, Kd (obrazok 29c). Stanovilo sa, Ze Kd JM22z je 15 + 4
pM (n=7) pri 37 °C a Kd relevantnej MHC molekuly je 6,6 = 2 uM (n=3) pri 25 °C.
Pouzitim imobilizovaného TCR v sondovej tecéucej bunke a rozpustného MHC-
peptidového komplexu sa stanovila podobna Kd s hodnotou 5,6 + 4 uM (n=3) pri 25
°C. Rychlost vzniku interakcie sa stanovila medzi 6,7 x 10* a 6,9 x 10* M"'s™ pri 37

°C, zatiaf &o rychlost zaniku bola 1,1 s (Willcox, Gao a dal$i 1999).
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Priklad 15
Test Specifickej vazby medzi rozpustnym hlodavéim TCR a hlodavéim MHC H2-D"-
NP

V tomto experimente sme pouzili hlodavéi TCR, F5, Specificky pre peptid
odvodeny od influenza virusového nukleoproteinu (aa.366-374: ASNENMDAM),
ktory je prezentovany hlodavéou H2-D® MHC molekulou (H2-D®-NP). Pouzil sa
mierne modifikovany gén MHC taZkého retazca v tom zmysle, Ze kodoval len
aminokyseliny 1 az 280 prirodzeného proteinu plus 13 aminokyselinovl sekvenciu
rozoznavanu BirA enzymom. Vysledny protein je mozné enzymaticky biotinylovat
(Shatz 1993; O'Callaghan, Byford a dal$i 1999). SPR analyza na Biacore2000™
SPR biosenzore pouZitim tohto rozpustného TCR Specifického pre imobilizovany
H2-D°-NP ukazala, Ze sa $pecificky viaZe na ligand MHC-peptidovi kombinaciu

(udaje nie su uvedené).

Priklad 16
Porovnanie viazania sa biotinylovaného rozpustného tax-TCR s viazanim sa

biotinylovaného rozpustného mutantného tax-TCR

Biotinylované rozpustné tax-TCRs boli pripravené ako bolo uvedené v
prikladoch 9 az 11 a Biacore 2000 analyza sa uskutoériovala ako bolo uvedené v
priklade 14 pouzitim pMHC komplexov poskladanych bud s influenza matricovym
peptidom (GILGFVGTL) alebo s HTLV tax 11-19 peptidom (LLFGYPVYV).
Biotinylované rozpustné TCRs pretekali na v3etkych bunkach rychlostou 5 pu/min
celkovo 1 minutu. Z obrazka 30 je zrejmé, Zze na HTLV tax 11-19 peptidovy-MHC
komplex sa najprv viazal biotinylovany rozpustny tax-TCR a potom biotinylovany
rozpustny mutantny tax-TCR (A). Ani prirodzeny, ani mutantny tax-TCR sa neviazali
ani na influenza matricovy peptidovy-MHC komplex (B/C), ani na OX68 mono-
klonalnu protilatkova kontrolu (D). Z toho sme vyvodili, Ze tak prirodzeny, ako aj
mutantny biotinylovany rozpustny TCR sa jednoznaéne viaZu ucinne a Specificky na

tax-pMHC komplex a len velmi malo sa liia v stupni viazania sa.
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Priklad 17
Analyza simultanneho viazania sa TCR a CD8 koreceptora na imobilizovany MHC

peptidovy komplex

CD8 a CD4 su povrchové glykoproteiny, o ktorych sa veri, Ze funguju ako
koreceptory TCRs, pricom sa simultanne viazu na rovnaké MHC molekuly ako TCR.
CD8 je charakteristicky pre cytotoxické T bunky a viaze sa na MHC molekuly triedy
I, zatial o CD 4 je exprimovany na T bunkach pomocnej linie a viaze sa na MHC
molekuly triedy 1l. CD8 je dimér pozostavajlci bud z dvoch identickych a-retazcov,
alebo a a p retazca. Homodimérna aa-CD8 molekula bola vyrobena ako je opisané
v PCT/GB98/03235 (Gao, Tormo a dalsi 1997; Gao, Gerth a dal$i 1998). V tomto
priklade je opisané simultanne viazanie sa molekul rozpustného TCR a CD8 na
imobilizovany HLA-A2-flu komplex. Ako je vidno na obrazku 31A, vazobna odpoved
bola jednoducho aditivna. Vysledkom subtraktovania hodnét TCR odpovede
(prazdne kruzky) od hodnét kombinovanej odpovede (&ierne krizky) boli hodnoty
(prazdne Stvoréeky), ktoré boli velmi blizke hodnote odpovede 120uM samotného
CD8 (prazdne trojuholiniky). Obrazok 31B znazorfiuje, Ze kinetiky interakcie TCR a
MHC-peptidu neboli ovplyvnené simultannym viazanim sa CD8. Z pozorovaného
aditivneho viazania sa vyplyva, Ze TCR a CD8 sa viazu na MHC peptidovy komplex
na oddelenych styénych miestach. Priklad tiez ilustruje, Ze v niektorych pripadoch
neovplyviiuje Specifické viazanie sa jednej molekuly Specifické viazanie sa inej
molekuly, &o je situacia, ktora sa najvacéSou pravdepodobnostou nebude vyskytovat

pri inej kombinacii molekul.

Priklad 18
Expresia, skladanie a miestne Specificka biotinylacia rozpustného o/ TCR

a) Skonstruovanie TCR a a p retazcov
Rekombinantna rozpustna forma heterodimérnej TCR molekuly sa

skonstruovala ako je znazornené na obrazku 36. Kazdy retazec pozostava z
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imunoglobulinovej domény vzdialenejSej od membrany a imunoglobulinovej
domeény, ktora je blizSie k membrane, pricom tieto domény su fazované
prostrednictvom kratkeho flexibilného spojovnika s motivom stoenej zavitnice,
ktora pomaha stabilizovat heterodimér.

Obrazky 32 az 34 a 38 aZ 41 znazorfiujd DNA kodujuce sekvencie a
zodpovedajice aminokyselinové sekvencie réznych a a B retazcov z TCRs, ktoré
maju rézne $pecificity. Tento priklad sa zameriava na TCRs reprezentované
sekvenciami na obrazkoch 32 aZ 34, ale opisané sposoby sa mézu podobne
uskutoénovat aj pouzitim TCRs znazornenych na obrazkoch 38 aZ 41.

TCR konétantné domény sa skratili tesne pred cysteinovym zvy$kom, ktory
in vivo vytvara medziretazcovu disulfidovu vazbu. Nasledkom toho sa tieto dva
retazce paruju prostrednictvom nekovalentnych kvartérnych kontaktov. Kedze Fos-
Jun zipsové peptidové heterodiméry s tiez schopné vytvarat medziretazcovu
disulfidovt vézbu hned na N-konci pouZitého spojovnika (O'Shea a dal$i 1989),
predpokladalo sa, Ze vzajomné zostavenie dvoch retazcov bude optimalne.
Fuzované proteiny musia byt spojené spdsobom, ktory je kompatibilny s kazdym z
oddelenych komponentov, aby sa zabranilo poSkodeniu hociktorej zo Struktur.

cDNA koédujuca alfa a beta retazce TCR, ktoré s Specifické pre influenza
matricovy proteinovy 58-66 epitop v HLA-A2, sa ziskala z VB17+ ludského CTL
klonu (JM22) ukotvenou PCR ako bolo uz opisané (Moss a dal$i 1991).

Alfa a beta TCR-zipsové konstrukty, pJM22a-Jun a pJM22p-Fos, sa
oddelene skon$truovali amplifikacou variabilnej a konstantnej domény kazdého
retazca pouzitim Standardnej PCR technologie a priradenim produktov na
leucinové zipsové domény z eukaryotickych transkripénych faktorov Jun a Fos.
Ukazalo sa, Ze tieto sekvencie dlhé 40 aminokyselin $pecificky vytvaraji
heterodimeér, ked sa preskladaju zo syntetickych peptidov, bez toho, aby bola
potrebna kovalentna medziretazcova vazba (O'Shea a dalsi 1989).

Primery boli navrhnuté tak, aby obsahovali vysoky obsah AT hned na 3’
konci za iniciatnym kodonom (aby bola destabilizovana sekundarna S§truktira

mRNA), a s vyuzitim E. coli kodénovej preferencie, aby sa maximalizovala expresia
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(Gao a dal8i). Prebytoény cystein v TCR beta konétantnej doméne sa mutoval na
serin, aby sa Zzaistila prevencia nespravneho disulfidového viazania podas
preskladavania.

Sekvencie fizovanej DNA a proteinu su uvedené na obrazkoch 32 a 33. Aby
sa umoznila miestne $pecificka biotinylacia p retazca tohto TCR, vniesla sa DNA
sekvencia kadujuca takzvany "biotinovy privesok" na 3' koniec génu exprimujuceho
rozpustny VB17. Na vnesenie tohto DNA kon$truktu sa pouzili nasledujuce PCR
primery:
5'-GCTCTAGACATATGGGCCCAGTGGATTCTGGAGTCAC-3'

a
5'GGGGGAAGCTTAATGCCATTCGATTTTCTGAGCTTCAAAAATATCGTTCAGAC
CACCACCGGATCCGTAAGCTGCCAGGATGAACTCTAG-3'

Vysledny PCR produkt sa postiepil restrikénymi enzymami Ndel a Hindill
(New England Biolabs) a ligoval sa s T4 DNA ligazou (New England Biolabs) do
vektora pGMT7 (Studier a dalsi, 1990). Obrazok 3 znazorfiuje DNA sekvenciu

inzertu v tomto konstrukte a odvodenu proteinovu sekvenciu.

b) Expresia TCR retazcov

Expresia a skladanie TCR $pecifického pre influenza virusovy matricovy
peptid prezentovany na HLA-A*0201 sa uskuto¢rioval nasledovne:

TCR a a B retazce sa exprimovali oddelene v E. coli kmeni BL21DE3pLysS
pod kontrolou vektora pGMT7 v TYP médiu (1,6% bakto-trypton, 1,6% kvasnicovy
extrak, 0,5% NaCl, 0,25% K,HPO,). Expresia sa indukovala v strednej logaritmickej
faze s 0,5mM IPTG a, po 3 aZ 5 hodinach, sa baktérie zozbierali centrifugaciou.
Bakterialne bunky sa lyzovali resuspendovanim v "lyzaénom timivom roztoku"
(10mM EDTA, 2mM DTT, 10mM Tris pH 8, 150mM NaCl, 0,5mM PMSF, 0,1 mg/mi
lyzozymu, 10% glycerol) a nasledovalo pridanie 10mM MgCIl, a 20 ug/ml DNazyl,
20 minutova inkubacia na lade a sonifikacia pouzitim sondového sonifikatora v 10

cykloch po 30 sekind. Protein, v inkliznych telieskach, sa potom purifikoval
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niekolkymi premyvaniami (zvy€ajne troma) s "Triton timivym roztokom" (0,5% Triton
X-100, 50mM Tris pH 8, 100mM NaCl, 0,1% azid sodny, 10mM EDTA, 2mM DTT)
pouzitim centrifugacie pri 15000 otackach/min 20 minut na usadenie inkiznych
teliesok a na ich resuspendovanie sa pouzil homogenizator. Detergent sa z
pripravku odstranil jednym premytim s 50mM Tris pH 8, 100mM NaCl, 10mM
EDTA, 2mM DTT a protein sa solubilizoval s "mo&ovinovym timivym roztokom"
(20mM Tris pH 8, 8M mocovina, 10% glycerol, 500mM NaCl, 10mM EDTA, 2mM
DTT). Po mieSani cez noc pri 4 °C sa roztok vygistil centrifugaciou a solubilizovany
protein sa uskladnil pri -70 °C. Koncentracia proteinu sa merala Coomassie

vazobnym testom (Pierce).

c) Preskladanie TCR

Protein solubilizovany rovnakym dielom v mocovine sa dalej denaturoval v
"guanidinovom timivom roztoku" (6M guanidin-HCI, 10mM octan sodny pH 5,5,
10mM EDTA, 2mM DTT) pri 37 °C. Tento roztok sa potom pridal do preskladava-
cieho timivého roztoku (5M mocovina, 100mM Tris pH 8, 400mM L-arginin, 5mM
redukovany glutation, 0,5mM oxidovany glutation, 0,1mM PMSF) na lade, aby sa
zaistilo rychle premieSanie. Po viac ako 12 hodinach pri 4 °C sa roztok dialyzoval
oproti 10 objemom vody, potom 10 objemom 10mM Tris pH 8, 100mM mocoviny.
Vo vSetkych Stadiach sa pridaval proteazovy inhibitor PMSF, aby sa minimalizovala

proteolyticka strata biotinylaénych priveskov na TCR.

d) Purifikacia TCR

Nariedeny roztok TCR sa filtroval cez 0,45 um filter, aby sa odstranil
agregovany protein, a potom sa naniesol na POROS 10HQ kolénu. Preskladany
TCR sa eluoval gradientom chloridu sodného v 10mM Tris pH 8 a izolovali sa 1ml
frakcie, ktoré sa analyzovali prostrednictvom SDS-PAGE (pozri obrazok 36).
Frakcie obsahujuce TCR sa spojili a zakoncentrovali sa na 1 ml pouZitim

centrifugaéného koncentratora s hranicou 30 kDa.
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e) Biotinylacia TCR

1 ml TCR roztoku sa upravil tak, Ze obsahoval 7,5 mM ATP, pouZitim
timeneho ATP, 5mM MgCl,, 1mM biotinu a pridal sa koktejl proteazovych
inhibitorov, ktory obsahoval PMSF, leupeptin a pepstatin. Nakoniec sa pridal enzym
BirA do konecnej koncentracie 5 ug/ml a reakcia sa nechala prebiehat' cez noc pri
laboratérnej teplote. TCR sa potom oddelil od voiného biotinu gélovou filtraciou
(pozri obrazok 37). Frakcie obsahujluce biotinylovany TCR sa spojili a pridal sa
koktejl proteazovych inhibitorov. Stanovila sa aj koncentracia proteinu. Obrazok 35

znazoriuje schematicky diagram rozpustného, biotinylovaného TCR.
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PATENTOVE NAROKY

1. Preskladany rekombinantny T bunkovy receptor - TCR, ktory obsahuje:
i) rekombinantnu TCR o alebo y retazcovi extracelularnu doménu, ktora obsahuje
prvy heterolégny C-koncovy dimerizaény peptid; a
ii) rekombinantni TCR B alebo & retazcovu extracelularnu doménu, ktora obsahuje
druhy C-koncovy dimerizaCny peptid, ktory vytvara Specificky heterodimér s prvym
dimerizacnym peptidom na vytvorenie heterodimerizaénej domény, pricom chyba
disulfidova véazba, ktora sa nachadza v prirodzenych TCRs pri cytoplazmatickej

doméne medzi o a p alebo medzi y a & retazcami.

2. Biologicky aktivny rekombinantny T bunkovy receptor - TCR, ktory
obsahuje:
i) rekombinantni TCR o alebo y retazcovu extracelularnu doménu, ktora obsahuje
prvy heterolégny C-koncovy dimerizaény peptid; a
i) rekombinantni TCR B alebo & retazcovu extracelularnu doménu, ktora obsahuje
druhy C-koncovy dimerizany peptid, ktory vytvara Specificky heterodimér s prvym
dimerizanym peptidom na vytvorenie heterodimerizaénej domény, pricom chyba
disulfidova vazba, ktora sa nachadza v prirodzenych TCRs pri cytoplazmatickej

doméne medzi o a p alebo medzi y a 6 retazcami.

3. Rekombinantny TCR podfa naroku 1 alebo 2, kde heterodimerizaénou

doménou je doména stoéeného zavitu.

4. Rekombinantny TCR podfa naroku 3, kde dimerizaénymi peptidmi st c-jun

a c-fos dimerizaéné peptidy.

5. Rekombinantny TCR podfa ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 4, ktory
obsahuje flexibilny spojovnik umiestneny medzi TCR retazcami a heterodimerizac-

nymi peptidmi.
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6. Rekombinantny TCR podfa ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 5, ktory je

exprimovany v E. coli expresnom systéme.

7. Rekombinantny TCR podfa ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 6, ktory je

biotinylovany na C-konci.

8. Rekombinantny TCR podfa ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 7, ktory je

znaceny detegovatelnou znackou.

9. Rekombinantny TCR podfla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 8, ktory je
spojeny s terapeutickym &inidlom, ako napriklad cytotoxickym é&inidiom, alebo

imunostimulaénym ¢inidlom.

10. Sekvencie nukleovych kyselin, ktoré kéduju rekombinantné TCR retazce

rekombinantného TCR podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 8.

11. Sekvencia nukleovej kyseliny podla naroku 10 v E. coli expresnom

vektore.

12. Spdsob vyroby rekombinantného T bunkového receptora nenaviazaného
namembranu,vyznadujuci sa tym, ze zahfiia expresiu:
i) rekombinantnej TCR a alebo y refazcovej extracelularnej domény, ktora obsahuje
prvy heterolégny C-koncovy dimerizaény peptid; a
ii) rekombinantnej TCR B alebo & retazcovej extracelularnej domény, ktora
obsahuje druhy C-koncovy dimerizagny peptid, ktory vytvara specificky heterodimér
s prvym dimerizacnym peptidom na vytvorenie heterodimerizatnej domény, a

spolo&né preskladanie retazcov in vitro na vytvorenie TCR heterodiméru.
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13. Spbsob podfa naroku 12, vyznadéujaci sa tym, Ze preskladanie
sa uskutoCiiuje v preskladavacom timivom roztoku, ktory obsahuje solubilizaéné

Ginidlo.

14. Spdsob podla naroku 13, vyznadujuci sa tym, Ze solubiliza¢-

nym €inidlom je modovina s koncentraciou najmenej 0,1 M.

15. Spbsob podfa naroku 14, vyznacujuci sa tym, Ze solubilizaé-

nym Einidlom je mo&ovina s koncentraciou priblizne 5 M.
16. Spbsob podla ktoréhokolvek z narokov 12 az 14, vyznacujlci sa
tym, Zze pred preskladavanim sa retazce denaturujid v denaturacnom timivom

roztoku.

17. Spbsob podla naroku 16, vyznadujaci sa tym, Ze ako redukéné

¢inidlo obsahuje denaturaény timivy roztok DTT alebo guanidin.

18. Spbsob podfa ktoréhokofvek z narokov 12 az 17, vyznacujlici sa

tym, Ze TCR je rekombinantny TCR podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 6.

19. Rekombinantny TCR vyrobeny spésobom podla ktoréhokolvek z narokov
12 az 18.

20. Multimér TCR podla naroku 19.
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Zoznam sekvencii

<110> Avidex Ltd.
<120> Rozpustny T bunkovy receptor
<130> NJL/P21736WO

<140> PCT/GB99/01588
<141> 1999-05-19

<150> GB/9810759.2
<151> 1988-05-19

<160> 85
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 33

<212> DNA

<213> Umeléd sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: Priamy poly-C "ukotvovaci" primer pre PCR-
amplifikdciu cDNAs, ktoré maju na svojom 3'-konci G-zvy3ky, pouZitim
termindlnej transferazy. (obrazok 4A)

<400> 1
taaatacteg aggcgcgecce ccccceccecec cece 33

<210> 2

<211> 48

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: 3'-3Specificky primer pre konitantna oblast
Iudského TCR o retazca. (obrdzok 4B)

<400> 2
atataacceg gggaaccaga tceccacagg aactttetgg getgggga 48

<210> 3

<211> 47

<212> DNA

<213> Umeld sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: 3'-3pecificky primer pre konitantni oblast
ludského TCR B retazca.

<400> 3
atataacccg gggaaccaga tccccacagt ctgcectctace ccaggee 47

<210> 4
<211> 33
<212> DNA
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<212> Umela sekvencia

<22C>
<223> Opis umelej sekvencie: 5'-3pecificky PCR primer pre Iudsky c-jun
leucinovy zips.

<400> 4
catacacccg ggggtagaat cgccecggetg gag 33

<210> 5

<211> 50

<212> DNA

<213> Umeld sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: 3'-3pecificky PCR primer pre Iudsky c-jun
leucinovy zips. (obrazok 5B).

<400> 5
gtgtgtgctc gaggatccta gtagttcatg actttetgtt taagetgtge 50

<210> 6

<211> 39

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: 5'-3pecificky PCR primer pre ludsky c-fos
leucinovy zips. {obrazok 5C).

<400> 6
catacacccg ggggtctgac tgatacactc caagcggag 39

<210> 7

<211> 49

<212> DNA

<213> Umeléa sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: 3'-3pecificky PCR primer pre ludsky c-fos
leucinovy zips. (obrazok 5D).

<400> 7
tgtgtgctcg aggatcctag taagectgcca ggatgaacte tagttttte 49

<210> 8

<211> 120

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ciasto&na ludskd c-fos sekvencia kédujica leucinovi zipsovu doménu,
ako bola fuzovand s TCR P retazcami. (obrazok 6B).

<400> 8
ctgactgata cactccaagc ggagacagac caactagaag atgagaagtc tgctttgcag 60
accgagattg ccaacctgct gaaggagaag gaaaaactag agttcatcct ggcagcttac 120



<210> 9
<211> 120
<212> DNA
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<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ciasto&nd Iudskd c-jun sekvencia kédujica leucinovt zipsova doménu,

ako bola fuzovand s TCR B retazcami.

<400> 9

(obrazok 6A).

agaatcgcecc ggcectggagga aaaagtgaaa accttgaaag ctcagaactc ggagetggeg 60
tccacggecca acatgctcag ggaacaggtg gcacagctta aacagaaagt catgaactac 120

<210> 10
<211> 40
<212> PRT

<2123> Homo sapiens

<220>

<223> C-jun leucinovéd zipsova aminokyselinovd sekvencia ako bola fuzované
na TCR o retazce. (Obrazok 6A)

<40C> 10
Arg Ile Ala
1

Ser Glu Leu

Leu Lys Gln
35

<210> 11
<211> 40
<212> PRT
<213> Umela

<220>
<223> C-fos

Arg Leu Glu Glu Lys Val Lys Thr Leu Lys Ala
5 10

Ala Ser Thr Ala Asn Met Leu Arg Glu Gln Val
20 25 30

Lys Val Met Asn Tyr
40

sekvencia

leucinova zipsova aminokyselinova& sekvencia

na TCR a retazce. (Obrazok 6B).

<400> 11
Leu Thr Asp
1

Ser Ala Leu

Leu Glu Phe
35

<210> 12
<211> 26
<212> DNA
<213> Umela

Thr Leu Gln Ala Glu Thr Asp Gln Leu Glu Asp
5 10

Gln Thr Glu Ile Ala Asn Leu Leu Lys Glu Lys
20 25 30

Ile Leu Ala Ala Tyr
40

sekvencia

Gln Asn
15

Ala Gln

ako bola fuzovana

Glu Lys
15

Glu Lys
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<220>
<223> Opis umele]j sekvencie: Priamy PCR primer na mutovanie nesparovaného
cysteinu v ludskych TCR B retazcoch na serin (Obrazok 7A).

<400> 12
gactccagat acagcctgag cagcecg 26

<210> 13

<211> 8

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: Aminokyselinovd sekvencia Iludského TCR
retazca po mutovani nesparovaného cysteinu na serin (Obrazok 7A).

<400> 13
Asp Ser Arg Tyr Ser Leu Ser Ser
1 5

<210> 14

<211> 26

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: Protismerny PCR primer na mutovanie
nesparovaného cysteinu v ludskych TCR B retazcoch na serin (Obrazok
7B) .

<400> 14
cggctgctca ggctgtatct ggagtce 26

<210> 15

<211> 26

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: Priamy PCR primer na mutovanie nesparovaného
cysteinu v ludskych TCR B retazcoch na alanin(Obrazok 7C).

<400> 15
gactccagat acgctctgag cagccg 26

<210> 16

<211> 8

<212> PRT

<213> Umeléd sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: Aminokyselinova sekvencia Iudského TCR B
retazca po mutovani nesparovaného cysteinu na alanin (Obrazok 7C).

<400> 16
Asp Ser Arg Tyr Ala Leu Ser Ser
1 5
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<210> 17

<211> 26

<212> DNA

<213> Umeld sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: Protismerny PCR primer na mutovanie
nespdrovaného cysteinu v ludskych TCR B retazcoch na alanin (Obrazok

D).

<400> 17
cggcetgetea gagegtatet ggagte 26

<21C> 18

<211> 57

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<22C>

<223> Opis umelej sekvencie: 5' PCR primer pre ludsky V al0.2 retazec JM22
TCR, ktory je definovany Influenza matricovym peptidom prezentovanym
na HLA-A0201. (Obrazok 9A).

<400> 18
gctectagaca tatgcaacta ctagaacaaa gtcctcagtt tctaagecate caagagg 57

<210> 19

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Nova N-koncovad aminokyselinova sekvencia skrateného V al0.2 retazca
Tudského JM22 TCR, ktory je definovany Influenza matricovym peptidom
prezentovanym na HLA-A0201. (Obrazok 9A).

<400> 19
Met Gln Leu Leu Glu Gln Ser Pro Gln Phe Leu Ser Ile Gln Glu
1 5 10 15

<210> 20

<211> 39

<212> DNA

<213> Umeld sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: 5' PCR primer pre Iudsky V Bl7 retfazec JM22
TCR, ktory je definovany Influenza matricovym peptidom prezentovanym
na HLA-AQ0201. (Obrazok 9B)

<400> 20
gctctagaca tatggtggat ggtggaatca ctcagtecc 39

<210> 21
<211> 9
<212> PRT
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<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Nova N-koncova aminokyselinova sekvencia skrateného V Pl7 retazca
Iudského JM22 TCR, ktory je definovany Influenza matricovym peptidom
prezentovanym na HLA-A0201. (Obréazok 9B).

<22C>

<223> Nova N-koncovd aminokyselinovad sekvencia skrateného V P17 retazca
Tudského JM22 TCR, ktory je definovany Influenza matricovym peptidom
prezentovanym na HLA-A0201. (Obrazok 9A)

<400> 21
Met Val Asp Gly Gly Ile Thr Gln Ser
1 5

<210> 22

<211> 57

<212> DNA

<213> Umeld sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: 5' PCR primer pre mySi V a4 retazec TCR,
ktory je definovany Influenza nukleoproteinovym peptidom
prezentovanym na H2Db. (Obrazok 9C).

<400> 22
gctctagaca tatggattct gttactcaaa tgcaaggtca agtgaccctce tcatcag 57

<210> 23

<211> 15

<212> PRT

<213> Umeld sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: Nova N-koncova aminokyselinova sekvencia
skrateného V a4 retazca mySieho TCR, ktory je definovany Influenza
nukleoproteinovym peptidom prezentovanym na H2-Db. (Obrazok 9C).

<400> 23
Met Asp Ser Val Thr Gln Met Gln Gly Gln Val Thr Leu Ser Ser
1 5 10 15

<210> 24

<211> 53

<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>

<223> 5' PCR primer pre my3i V B 11 retazec TCR, ktory je definovany
Influenza nukleoproteinovym peptidom prezentovanym na H2Db. (Obrazok
9D) .

<400> 24
gctctagaca tatggaacca acaaatgctg gtgttatcca aacacctagg cac 53

<210> 25
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14

PRT

Mus musculus

Nova N-koncovd aminokyselinovd sekvencia skrateného hlodavéieho V B
11 retazca TCR, ktory je definovany Influenza nukleoproteinovym
peptidom prezentovanym na H2-Db.

<400> 25
Met Glu Pro Thr Asn Ala Gly Val Ile Gln Thr Pro Arg Has
1 5 10

<210> 26

<211> 36

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<223> 5' PCR primer pre ludsky V o 23 retazec TCR, ktory je definovany 003
HIV-1 GAGag peptidom prezentovanym na HLA-AQ201. (Obrazok S9E).

<400> 26

ggaattccat atgaaacaag aggttacaca aattcc 36

<210> 27

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Novad N-koncovad aminokyselinovad sekvencia skréateného ludského Va23
retazca TCR, ktory je definovany 003 HIV-1 GAGag peptidom
prezentovanym na HLA-A0201. (Obrazok 9E).

<400> 27

Met Lys Gln Glu Val Thr Gln Ile

1 5

<210> 28

<211> 36

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<223> 5' PCR primer pre ludsky VB5.1 retazec TCR, ktory je definovany 003
HIV-1 Gag peptidom prezentovanym na HLA-A0201. (Obrazok 9F).

<400> 28

ggaattccat atgaaagctg gagttactca aactcece 36

<210> 29

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
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<223> Nova N-koncova aminokyselinovad sekvencia skrdteného VB5.1 TCR, ktory
je definovany 003 HIV-1 Gag peptidom prezentovanym na HLA-A0201.
(Obrazok 9F).

<400> 29
Met Lys Ala Gly Val Thr Gln Thr
1 5

<210> 30

<211> 33

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<223> 5' PCR primer pre Iudsky Va2.3 retazec A6 TCR, ktory je definovany
HTLV-1 Tax peptidom prezentovanym na HLA-A0201. (Obrazok 9G).

<400> 30
ccceccecata tgcagaagga agtggagcag aac 33

<210> 31

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Nova N-koncova aminokyselinovd sekvencia skrateného
Tudského V a 2.3 retazca A6 TCR, ktory je definovany HTLV-1 Tax
peptidom prezentovanym na HLA-A0201. (Obrazok 9G).

<400> 31
Met Gln Lys Glu Val Glu Gln Lys
1 5

<210> 32

<211> 33

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<223> 5' PCR primer pre ludsky VB12.3 retazec A6 TCR, ktory je definovany
HTLV-1 Tax peptidom prezentovanym na HLA-A0201. (Obrazok 9H).

<400> 32
ccececccata tgaacgetgg tgtcactcag acce 33

<210> 33

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Nova N-koncova aminokyselinova sekvencia skrateného
Tudského VPB12.3 retazca A6 TCR, ktory je definovany HTLV-1 Tax
peptidom prezentovanym na HLA-A0201. (Obrazok S9H).

<400> 33
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Met Lys Ala Gly Val Thr Gln Thr
1 5

<210> 34

<211> 48

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<223> 5" PRC

<220>

<223> 5' PCR primer pre ludsky Val7.2 retazec B7 TCR, ktory je definovany
HTLV-1 Tax peptidom prezentovanym na HLA-A0201. (Obrazok 9I).

<400> 34

cccceccata tgcaacaaaa aaatgatgac cagcaagtta agcaaaat 48

<210> 35

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Nova N-koncova aminokyselinova sekvencia skrateného ludského Val7.2
retazca B7 TCR, ktory je definovany HTLV-1 Tax peptidom
prezentovanym na HLA-A020l1. (Obrazok 9I).

<400> 35

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met Gln Gln Lys Asn Asp Asp Gln Gln Val Lys Gln Asn
5

10

36

45

DNA

Homo sapiens

5' PCR primer pre ludsky VPl2.3 retazce B7 TCR, ktory je definovany
HTLV-1 Tax peptidom prezentovanym na HLA-AQ0201. (Obrazok 9J)

36

cccceccata tgaacgctgg tgtcactcag accccaaaat tccag 45

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>

37
12
PRT
Homo sapiens

Nova N-koncovad aminokyselinovad sekvencia skrateného ludského VB12.3
retazca B7 TCR, ktory je definovany HTLV-1 Tax peptidom
prezentovanym na HLA-A0201. (Obrazok 9J).

37

Met Asn Ala Gly Val Thr Glin Thr Pro Lys Phe Gln

1

5 10



<210> 38
<211> 38
<212> DNA
<213> Homo

<220>
<223> 3°

sapiens

(Obrazok 9K).

<400> 38
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PCR primer pre Iudské Ca retazce,

catacacceg ggggaacttt ctgggetggg gaagaagg

<210> 39
<211> 33
<212> DNA
<213> Homo

<220>
<223>

sapiens

(Obrazok 9L).

<400> 39

catacacccg gggtetgete tacceccagge cte

<210> 40
<211> 744
<212> DNA
<213> Homo

<220>
<223>

sapiens

c-jun.
(Obrazok 10).

<400> 40

atgcaactac
gtgtactgca
gaaggtcctg
ctaaccttte
cctggtgata
ggaaaaggca
cagctgagag
caaacaaatg
gacatgaggt
tttgcatgtg
ccagaaagtt
gctcagaact
aaacagaaag

<210> 41
<211> 247
<212> PRT
<213> Homo

<220>

tagaacaaag
actcctcaag
tcctectggt
agtttggtga
caggcctcta
ctaaactctce
actctaaatc
tgtcacaaag
ctatggactt
caaacgcctt
cccecggggyg
cggagctggce
tcatgaacta

sapiens

tecctcagttt
tgttttttee
gacagtagtt
tgcaagaaag
cctctgtgeca
tgttaaacca
cagtgacaag
taaggattct
caagagcaac
caacaacagc
tagaatcgece
gtccacggcece
ctag

ctaagcatcce
agcttacaat
acgggtggag
gacagttctc
ggagcgggaa
aatatccaga
tctgtctgee
gatgtgtata
agtgctgtgg
attatteccag
cggctggagg
aacatgctca

aagagggaga
ggtacagaca
aagtgaagaa
tccacatcac
gccaaggaaa
accctgacce
tattcaccga
tcacagacaa
cctggagcaa
aagacacctt
aaaaagtgaa

gggaacaggt

aaatctcact
ggagecctggg
gctgaagaga
tgcggecccag
tetcatettt
tgccgtgtac
ttttgattct
aactgtgcta
caaatctgac
ctteceececage
aaccttgaaa
ggcacagctt

ktory je vSeobecne pouZitelny.

38

3' PCR primer pre ludské CP retazce, ktory je vSeobecne pouZitelny.

33

Mutovand DNA sekvencia rozpustného HLA-A2/flu matricou definovaného
TCR o retazca z JM22, ako je fuzovana na "leucinovll zipsovi" doménu

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
744
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<223> Predpokladand aminokyselinova sekvencia rozpustného HLA-A2/flu
matricou definovaného a retazca z JM22, ako je fuzovanad na
"leucinovl zipsovu" doménu c-jun. (Obrazok 10).

<400> 41
Met Gln Leu Leu Glu Gln Ser Pro Gln Phe Leu Ser Ile Gln Glu Gly
1 5 10 15

Glu Asn Leu Thr Val Tyr Cys Asn Ser Ser Ser Val Phe Ser Ser Leu
20 25 30

Gln Trp Tyr Arg Gln Glu Pro Gly Glu Gly Pro Val Leu Leu Val Thr
35 40 45

Val Val Thr Gly Gly Glu Val Lys Lys Leu Lys Arg Leu Thr Phe Gln
50 55 60

Phe Gly Asp Ala Arg Lys Asp Ser Ser Leu His Ile Thr Ala Ala Gln
65 70 75 80

Pro Gly Asp Thr Gly Leu Tyr Leu Cys Ala Gly Ala Gly Ser Gln Gly
85 90 95

Asn Leu Ile Phe Gly Lys Gly Thr Lys Leu Ser Val Lys Pro Asn Ile
100 105 110

Gln Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln Leu Arg Asp Ser Lys Ser Ser
115 120 125

Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp Phe Asp Ser Gln Thr Asn Val
130 135 140

Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr Ile Thr Asp Lys Thr Val Leu
145 150 155 160

Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser Asn Ser Ala Val Ala Trp Ser
165 170 175

Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala Phe Asn Asn Ser Ile Ile
180 185 190

Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser Ser Pro Gly Gly Arg
195 200 205

Ile Ala Arg Leu Glu Glu Lys Val Lys Thr Leu Lys Ala Gln Asn Ser
210 215 220

Glu Leu Ala Ser Thr Ala Asn Met Leu Arg Glu Gln Val Ala Gln Leu
225 230 235 240

Lys Gln Lys Val Met Asn Tyr
245

<210> 42

<211> 864

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
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<223> DNA sekvencia rozpustného HLA-A2/flu definovaného TCR P retazca z
ako je fazovana na "leucinovd zipsovi" doménu c-fos.

JM22,
11).

<400> 42

atggtggatg
gtgaccctga
ccagggcaag
gatatagctg
acatcggccc
tacgagcagt
ttceccacceg
gccacactgg
gtgaatggga
ccecgecctea
tggcagaacc
gacgagtgga
ggtagagcag
gacaagaagt
gagttcatecc

<210>
<211>
<212>
<213>

43
287
PRT
Homo

<220>
<223>

gtggaatcac
gttgtgaaca
ggctgagatt
aagggtacag
aaaagaaccc
acttegggee
aggtcgctgt
tgtgecetgge
aggaggtgeca
atgactccag
cccgcaacca
cccaggatag
accccggggg
ctgcgttgeca
tggcagctta

sapiens

tcagtcccea
gaatttgaac
gatctactac
cgtctetegg
gacagcttte
gggcaccagg
gtttgaacca
cacaggctte
cagtggggtc
atactgcctg
ctteegetgt
ggccaaacct
tctgactgat
gaccgagatt
ctag

aagtacctgt
cacgatgcca
tcacagatag
gagaagaagg
tatctctgtg
ctcacggtca
tcagaagcag
taccecegace
agcacagacc
agcagccgcee
caagtccagt
gtcacccaga
acactccaag
gccaatctac

tcagaaagga
tgtactggta
taaatgactt
aatcctttcee
ccagtagttcec
cagaggacct
agatctccca
acgtggaget
cgcagccecct
tgagggtctc
tctacgggct
tecgtcagege
cggagacaga
tgaaagagaa

aggacagaat
ccgacaggac
tcagaaagga
tctcactgtg
gaggagctce
gaaaaacgtt
cacccaaaag
gagctggtgg
caaggagcag
ggccaccttce
ctcggagaat
cgaggccetgg
tcaacttgaa
ggaaaaacta

matricou definovaného P retazca z JM22, ako je fuzovand na

"leucinovi zipsova" doménu c-fos.

<400> 43

Met Val Asp
1

Glu

Gly Gln

Ala Met Tyr

35
Ser

Tyr Tyr

50

Gly
65

Tyr Ser

Thr Ser Ala

Ser Arg Ser

Val Thr Glu

115
Pro Ser
130

Glu

Gly Gly

5
Asn Val
20

Trp Tyr

Gln Ile

Val Ser

Thr

Arg

Val

Arg

Ile Thr Gln Ser Pro

Leu Ser

Gln Asp

40

Asn
55

Asp

Glu Lys

70

Gln Lys

85

Ser
100

Tyr
Leu

Asp

Glu Ala

Asn

Glu

Lys

Glu

Pro Thr

Gln Tyr

Val
120

Asn

Ile
135

Ser

Cys

Phe

Lys

Ala

Lys
10
Glu Gln
25

Gln

Pro Gly

Gln Lys

Glu Ser

75

Phe
S0

Tyr

Phe
105

Pro

Phe Pro Pro

His Thr Gln

(Obrazok 11).

Tyr Leu Phe

Asn
30

Asn Leu

Leu
45

Gly Arg

Gly Ile

60

Asp

Phe Pro Leu

Leu Cys Ala

Gly Thr Arg

110
Glu Val
125

Ala

Lys Ala Thr

140

Arg
15

Lys

His Asp

Leu Ile

Ala Glu

Thr Val

80

Ser Ser

Leu Thr

Val Phe

Leu Val

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
864

Predpokladand aminokyselinovéd sekvencia rozpustného HLA-A2/flu

(Obrazok



Cys Leu Ala

145
val

Asn Gly

Leu Lys Glu

Arg Leu Arg

195
Cys Gln
210

Gln
225

Asp Arg

Gly Arg Ala

Asp Gln Leu

Leu Leu Lys

275

<210>
<211>
<212>
<213>

44
795
DNA
Umela

<220>
<223>

Thr Gly

Phe

Pro

Tyr

150

Glu
165

Lys

Gln
180

Pro
Val Ser
Val Gln

Ala Lys

Val

Ala

Ala

Phe

Pro

His Ser

Leu Asn

Gly

Asp

-77 -

Asp His Val

155

Val
170

Serxr

Ser Arg

185

Thr Phe

200

Tyr
215

Gly

Val Thr

230

Pro
245

Asp

Glu
260

Asp

Glu Lys

sekvencia

Gly

Lys

Glu

Gly Leu

Lys Ser

Trp

Leu

Gln

Thr

Ala

Gln Asn

Ser Glu

Ile Val

235
Asp Thr
250

Leu Gln

265

Leu
280

Lys

Glu

Phe Ile

Glu Leu Ser

Thr Asp Pro

Leu
190

Tyr Cys

Pro Arg Asn

205
Asn Glu
220

Asp

Ser Ala Glu

Leu Gln Ala

Thr Glu Ile

270

Ala
285

Leu Ala

fuzovana s "leucinovou zipsovou" doménou c-jun.

<220>
<223>

Trp
160

Trp

Gln
175

Pro

Ser Ser

His Phe

Trp Thr

Ala Trp

240

Glu
255

Thr
Ala

Asn

Tyr

ako 7je

(Obrazok 12).

Opis umelej sekvencie: Fazovany gén kédujuci skrateny hlodavéi F5

DNA sekvencia rozpustného H2-Db/Influenza virusovym nukleoproteinom
definovaného TCR a retazca z hlodaviieho F5 receptora,

TCR a retazec fuzovany s leucinovou zipsovou doménou ludského c-jun.

<400> 44

atgaactatt
gactcagtaa
aactgtactt
gaaggtccac
tttgaagcta
gagtcagact
atatttggaa
gtgtaccagt
gactcccaaa
gtgectggaca
acaagcttca
gttccecgggg
tcggagctgg
gtcatgaact

<210> 45

ctccagettt
cccagatgca
attcaaccac
agctcctttt
catatgataa
ctgectgtgta
caggaaccac
taaaagatcc
tcaatgtgcce
tgaaagctat
cctgccaaga
gtagaatcge
cgtecacgge
actag

agtgactgtg
aggtcaagtg
atggtacccg
gaaagtcaca
aggaacaacg
ctactgtgtg
ggtatcagtc
tcggtectcag
gaaaaccatg
ggattccaag
tatctccaaa
ccggetggag
caacatgete

atgectgtttg
accctctecag
actcttttct
acagccaaca
tcettecact
ctgggtgatc
agccccaaca
gacagcaccce
gaatctggaa
agcaatgggg
gagaccaacg
gaaaaagtga
agggaacagg

tgtttgggag
aagacgactt
ggtatgtcca
acaagggaat
tgcagaaagc
gacagggagg
tccagaacce
tctgeetgtt
cgttcatecac
ccattgecetyg
ccacctacce
aaaccttgaa
tggcacagct

gacccatgga
cctatttata
atatcctgga
cagcagaggt
ctcagtgcag
cagagctctg
agaacctgct
caccgacttt
tgacaaaact
gagcaaccag
cagttcagac
agctcagaac
taaacagaaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
795



<211> 264
<212> PRT
<213> Umela sekvencia

<220>
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<223> Predpokladana aminokyselinova sekvencia rozpustného H2-Db/Influenza

virusovym nukleoproteinom definovaného a retazca z hlodavéieho F5

receptora, ako je fuzovand s "leucinovou zipsovou" doménou c-jun.

(Obrazok 12).

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: Flzovany protein pozostavajlci zo skrateného
hlodav&ieho F5 TCR a retazca fuzovaného s leucinovou zipsovou
doménou ludského c-jun.

<400> 45
Met Asn
1

Arg Thr

Ser Glu

Tyr Pro
50

Leu Leu
65

Phe Glu

Ala Ser

Asp Arg

Ser Val
130

Lys Asp
145

Asp Ser

Thr Asp

Gly Ala

Ser Lys

210

Arg Ile
225

Tyr

His

Asp

35

Thr

Leu

Val

Gln

115

Ser

Pro

Gln

Lys

Ile

195

Glu

Ala

Ser

Gly

20

Asp

Leu

Lys

Thr

Gln

100

Gly

Pro

Arg

Ile

Thr

180

Ala

Thr

Pro

5

Asp

Phe

Phe

Val

Tyxr

85

Glu

Gly

Asn

Ser

Asn

165

Val

Trp

Asn

Leu

Ala

Ser

Leu

Trp

Thr

70

Asp

Ser

Arg

Ile

Gln

150

Val

Leu

Ser

Ala

Glu
230

Leu

Val

Phe

Tyr
55

Thr

Lys

Asp

Ala

Gln

135

Asp

Pro

Asp

Asn

Thr

215

Glu

Val

Thr

Ile

40

Val

Ala

Gly

Ser

Leu

120

Asn

Ser

Lys

Met

Gln

200

Lys

Thr Val
10

Gln Met
25

Asn Cys

Gln Tyr

Asn Asn

Thr Thr
90

Ala Val
105

Ile Phe

Pro Glu

Thr Leu

Thr Met

170
Lys Ala
185
Thr Ser

Pro Ser

Val Lys

Met

Gln

Thr

Pro

Lys

75

Ser

Tyr

Gly

Pro

Cys

155

Glu

Met

Phe

Ser

Thr
235

Leu

Gly

Tyr

Gly

60

Gly

Phe

Tyr

Thr

Ala

140

Leu

Ser

Asp

Thr

Asp

220

Leu

Phe

Gln

Ser

45

Glu

Ile

His

Cys

Gly

125

Val

Phe

Gly

Ser

Cys

205

Val

Lys

Val

Val

30

Thr

Gly

Ser

Leu

Val

110

Thr

Tyr

Thr

Thr

Lys

190

Gln

Pro

Ala

Phe

15

Thr

Thr

Pro

Arg

Gln

95

Leu

Thr

Gln

Asp

Phe

175

Ser

Asp

Gly

Gln

Leu

Trp

Gln

Gly

80

Lys

Gly

Val

Leu

Phe

160

Ile

Asn

Ile

Gly

Asn
240
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Ser Glu Leu Ala Ser Thr Ala Asn Met Leu Arg Glu Gln Val Ala Gln

245

Leu Lys Gln Lys Val Met Asn Tyr

<21C>
<211>
<212>
<213>

46
864
DNA

<220>
223>

260

Umeld sekvencia

250

255

DNA sekvencia rozpustného H2-Db/Influenza virusovym nukleoproteinom

definovaného TCR B retazca z hlodavéieho F5 receptora, ako je
fiizovana s "leucinovou zipsovou" doménou c-fos.

<220>
<223>

(Obrazok 13).

Opis umelej sekvencie: Sekvencia rozpustného H2-db/Influenza

virusovym nukleoproteinom definovaného TCR P retazca z hlodav&ieho
F5 receptora, ako je fuzovand s leucinovou zipsovou doménou ludského
c-fos.

<400> 46

atgaaagctg
acactgagct
ggacagggce
ttcecectggte
accttggagc
tcaccectcece
ttececacceg
gccacactgg
gtgaatggga
ccegecctca
tggcagaacc
gacgagtgga
ggtagagcag
gacaagaagt
gagttcatcc

<210>
<211>
<212>
<213>

47
287
PRT

<220>
<223>

gagttactca
gctececctat
ttcagttect
gattctcagg
tgggggacte
actttgggaa
aggtcgctgt
tgtgecetgge
aggaggtgca
atgactccag
cccgcaacca
cccaggatag
accccggggyg
ctgegttgea
tggcagctta

Umeld sekvencia

aactccaaga
ctctgggecat
ctttgaatac
gcgccagttc
ggccctttat
cgggaccagyg
gtttgagcca
cacaggctte
cagtggggtc
atacagcctg
cttcegetgt
ggccaaacct
tctgactgat
gaccgagatt
ctag

tatctgatca
aggagtgtat
ttcagtgaga
tctaactctce
ctttgegeca
ctcactgtga
tcagaagcag
ttececetgacce
agccaggacce
agcagccgcce
caagtccagt
gtcacccaga
acactccaag
gccaatctac

aaacgagagg
cctggtacca
cacagagaaa
gctctgagat
gcagcttcega
cagaggacct
agatctccca
acgtggagct
cgcagccect
tgagggtctce
tctacgggcet
tegtcagege
cggagacaga
tgaaagagaa

acagcaagtg
acagacccca
caaaggaaac
gaatgtgagc
cagcgggaat
gaacaaggtg
cacccaaaag
gagctggtgg
caaggagcag
ggccaccttc
ctcggagaat
cgaggectgg
tcaacttgaa
ggaaaaacta

Aminokyselinova sekvencia rozpustného H2-Db/Influenza

nukleoproteinom definovaného TCR P retazca z hlodav&ieho F5
receptora, ako je fuzovand s leucinovou zipsovou doménou c-fos.
(Obrazok 13).

<400> 47

Met Lys Ala Gly Val Thr Gln Thr Pro Arg Tyr Leu Ile Lys Thr Arg

1

5

10

15

Gly Gln Gln Val Thr Leu Ser Cys Ser Pro Ile Ser Gly His Arg Ser
30

20

25

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
864

virusovym



Val Ser

Glu Tyxr
50

Phe Ser
65

Thr Leu

Asp Ser

Vval Thr

Glu Pro
130

Cys Leu

145

Val Asn

Leu Lys

Arg Leu

210
Gln Asp
225
Gly Arg

Asp Gln

Leu Leu

Trp

35

Phe

Gly

Glu

Gly

Glu

115

Ser

Ala

Gly

Glu

Arg

195

Gln

Arg

Ala

Leu

Lys
275

<210> 48
<211> 747
<212> DNA

<213>

<220>

Umeléa

Ser

Arg

Leu

Asn

100

Asp

Glu

Thr

Lys

Gln

180

Val

Val

Ala

Asp

Glu

260

Glu

Gln

Glu

Gln

Gly

85

Ser

Leu

Ala

Gly

Glu

165

Pro

Ser

Gln

Lys

Pro

245

Asp

Lys

Gln

Thr

Phe

70

Asp

Pro

Asn

Glu

Phe

150

val

Ala

Ala

Phe

Pro

230

Gly

Lys

Glu

sekvencia

Thr

Gln

55

Ser

Ser

Leu

Lys

Ile

135

Phe

His

Leu

Thr

Tyr
215
Val
Gly

Lys

Lys

Pro

40

Arg

Asn

Ala

His

Val

120

Ser

Pro

Ser

Asn

Phe

200

Gly

Thr

Leu

Ser

Leu
280

-80 -

Gly

Asn

Ser

Leu

Phe

105

Phe

His

Asp

Gly

Asp

185

Trp

Leu

Gln

Thr

Ala

265

Glu

Gln

Lys

Arg

Tyr

90

Gly

Pro

Thr

His

Val

170

Ser

Gln

Ser

Ile

Asp

250

Leu

Phe

Gly

Gly

Ser

75

Leu

Asn

Pro

Gln

Val

155

Ser

Arg

Asn

Glu

Val

235

Thr

Gln

Ile

Leu
Asn
60

Glu

Cys

Gly

Glu

Lys

140

Glu

Gln

Tyr

Pro

Asn

220

Ser

Leu

Thr

Leu

Gln

45

Phe

Met

Ala

Thr

Val

125

Ala

Leu

Asp

Ser

Arg

205

Asp

Ala

Gln

Glu

Ala
285

Phe

Pro

Asn

Ser

Arg

110

Ala

Thr

Ser

Pro

Leu

190

Asn

Glu

Glu

Ala

Ile

270

Ala

Leu

Gly

Val

Ser

95

Leu

Val

Leu

Trp

Gln

175

Ser

His

Trp

Ala

Glu

255

Ala

Tyr

Phe

Arg

Ser

80

Phe

Thr

Phe

vVal

160

Pro

Ser

Phe

Thr
Trp
240

Thr

Asn

<223> DNA sekvencia TCRa retazca, ktory je definovany HLA-A2/HIV-1 Gag od
pacienta 003r, ako je fazovand s leucinovou zipsovou doménou c-jun.
(Obrazok 14).



<220>

<223> Opis umelej sekvencie: DNA sekvencia TCRa retazca,

-81-

ktory je

definovany HLA-A2/HIV-1 Gag od pacienta 003r, ako je fuzovana s
leucinovou zipsovou doménou c-jun.

<400> 48

atgaaacaag
gttctcaact
cctgggaaag
ggaagactta
tctcagectg
tttggatctg
taccagctga
tctcaaacaa
ctagacatga
gactttgcat
agcccagaaa
aaagctcaga
cttaaacaga

49
248
PRT
Umela

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

aagttacaca
gcagtttcac
gtectcacatce
atgcctegct
gtgactcagc
ggaccaaact
gagactctaa
atgtgtcaca
ggtctatgga
gtgcaaacgc
gttececececegg
actcggaget
aagtcatgaa

sekvencia

gattcctgeca
tgatagcgcet
tctgttgett
ggataaatca
cacctaccte
caatgtaaaa
atccagtgac
aagtaaggat
cttcaagagc
cttcaacaac
gggtagaatc
ggcgtccacg
ctactag

gctctgagtg
atttacaacc
attcagtcaa
tcaggacgta
tgtgctgtga
ccaaatatce
aagtctgtct
tetgatgtgt
aacagtgctg
agcattattc

gcceggetgg
gccaacatgc

tceccagaagg
tccagtggtt
gtcagagaga
gtactttata
ccaacttcaa
agaaccctga
gcctattcac
atatcacaga
tggcetggag
cagaagacac
aggaaaaagt
tcagggaaca

leucinovou zipsovou doménou c-jun. Obrazok 14.

<400> 49

Met Lys Gln
1

Glu

Gly Asn

Gln
35

Asn Leu

Leu Ile

50

Leu

Ala
65

Ser Leu

Ser Gln Pro

Asn Lys Phe

Ile Gln

118
Ser Asp
130

Lys

Val Ser

Glu Val

5
Leu Val
20

Trp Phe

Gln Ser

Asp Lys

Gly Asp

85

Phe

Leu

Arg

Ser

Ser

70

Ser

Thr Gln Ile Pro Ala

Asn

Cys

Gln Asp

40

Gln
55

Arg
Ser Gly
Ala Thr

Ser

Ser

Pro

Glu

Arg

Tyr

Thr

Ala

10
Phe Thr
25

Gly Lys

Gln Thr

Thr
75

Ser

Leu
90

Cys

Leu

Leu Ser Val

Ala
30

Asp Ser

Leu Thr

45

Gly

Ser
60

Gly Arg

Leu Ile

Tyr

Ala Val Thr

Asn Val

Asn

Gln

Tyr
100
Pro

Ser

Ser

Asp

Val

Lys

Gly Gly Lys

105
Ala Val
120

Pro Gln

Leu Phe Thr

135

Cys Asp

Asp Ser Asp Val Tyr

Leu Arg Asp

125

Phe Asp Ser

140

Ile Thr Asp

Lys
110

Ser

Gln

Lys

agaaaacttg
taggcaggac
gcaaacaagt
cattgcagct
caaattttac
ccctgeegtg
cgattttgat
caaaactgtg
caacaaatct
cttetteecee
gaaaaccttg

ggtggcacag

Pro Glu

15

Ile Tyr

Ser Leu

Leu Asn

Ala Ala

80
Asn Phe
95

Pro Asn

Lys Ser

Thr

Asn

Thr Val

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
747

Opis umelej sekvencie: Aminokyselinovad sekvencia TCRa retazca, ktory
je definovany HLA-A2/HIV-1 Gag od pacienta 003r, ako je fuzovana s



145

Leu Asp

Ser Lys

Ile Glu

195

Pro

Ile
210

Ala

Ser Glu Leu

225
Gln

Leu Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

50
864
DNA
Umeld

<220>
<223>

150

Ser
165

Arg

Ser
180

Asp
Asp Thr
Leu

Arg

Ala Ser

Met

Phe

Phe

Glu

Thr

Asp

Ala

Phe Pro

200

Glu
215

Ala

230

Val
245

Lys

sekvencia

Met

Asn

Tyr

Phe Lys

Cys Ala

Lys Val

Asn Met

-82-

155
Ser Asn
170
Asn Ala
185
Glu

Ser Pro

Lys Thr

Leu Arg

235

Ser Ala Val

Phe Asn

190
Ser Pro
205

Ser

Leu Ala

220

Lys

Glu Gln Val

Asn

160

Ala
175

Trp

Ser Ile

Gly Gly
Gln

Asn

Gln
240

Ala

Opis umelej sekvencie: DNA sekvencia TCRP retazca, ktory je

definovany HLA-A2/HIV-1l Gag od pacienta 003r, ako je fuzovana s
leucinovou zipsovou doménou c-fos. Obrazok 15.

<400> 50

atgaaagctg
acactgagct
ggacagggce
tteectggte
accttggagc
tcaccectcee
ttcccacecg
gccacactgg
gtgaatggga
ccegecctea
tggcagaacc
gacgagtgga
ggtagagcag
gacaagaagt
gagttcatcc

<210>
<211>
212>
<213>

51
287
PRT
Umela

<220>
<223>

gagttactca
gctececectat
ttcagtteet
gattctcagg
tgggggactc
actttgggaa
aggtcgcectgt
tgtgectgge
aggaggtgca
atgactccag
cccgcaacca
cccaggatag
acecccggggg
ctgcgttgeca
tggcagctta

sekvencia

aactccaaga
ctetgggeat
ctttgaatac
gcgecagtte
ggcectttat
cgggaccagg
gtttgagcca
cacaggcttc
cagtggggtc
atacagcctg
ctteecgetgt
ggccaaacct
tctgactgat
gaccgagatt
ctag

tatctgatca
aggagtgtat
ttcagtgaga
tctaactcte
ctttgegeca
ctcactgtga
tcagaagcag
ttecectgace
agccaggace
agcagccgcce
caagtccagt
gtcacccaga
acactccaag
gccaatctac

aaacgagagg
cctggtacca
cacagagaaa
gctctgagat
gcagcttcga
cagaggacct
agatctccca
acgtggagct
cgecageccect
tgagggtctc
tctacggget
tegtcagege
cggagacaga
tgaaagagaa

acagcaagtg
acagacccca
caaaggaaac
gaatgtgagc
cagcgggaat
gaacaaggtg
cacccaaaag
gagctggtgg
caaggagcag
ggccacctte
ctcggagaat
cgaggcctgg
tcaacttgaa
ggaaaaacta

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
864

je definovany HLA-A2/HIV-1 Gag od pacienta 003r, ako je flizovana s
leucinovou zipsovou doménou c-fos. Obréazok 15.

<400> 51

Opis umelej sekvencie: Aminokyselinova sekvencia TCRP retazca, ktory



Met Lys

Gly Gln

Val Ser

Glu Tyr
50

Phe Ser
65

Thr Leu

Asp Ser

Val Thr

Glu Pro

130

Cys Leu
145

Val Asn

Leu Lys

Arg Leu

Arg Cys

210
Gln Asp
225
Gly Arg

Asp Gln

Leu Leu

Ala

Gln

Trp

35

Phe

Gly

Glu

Gly

Glu

115

Ser

Ala

Gly

Glu

Arg

195

Gln

Arg

Ala

Leu

Lys
275

<210> 52
<211> 750
<212> DNA
<213> Umelé

Gly

Val
20

Tyr

Ser

Arg

Leu

Asn

100

Asp

Glu

Thr

Lys

Gln

180

Val

Val

Ala

Asp

Glu

260

Glu

Val

Thr

Gln

Glu

Gln

Gly

85

Ser

Leu

Ala

Gly

Glu

165

Pro

Ser

Gln

Lys

Pro

245

Asp

Lys

Thr

Leu

Gln

Thr

Phe

70

Asp

Pro

Asn

Glu

Phe

150

Val

Ala

Phe
Pro
230
Gly

Lys

Glu

sekvencia

Gln

Ser

Thr

Gln

55

Ser

Ser

Leu

Lys

Ile

135

Phe

His

Leu

Thr

Tyr
215
Val
Gly

Lys

Lys

Thr

Cys

Pro

40

Arg

Asn

Ala

His

Val

120

Ser

Pro

Ser

Asn

Phe

200

Gly

Thr

Leu

Ser

Leu
280

-83-

Pro Arg
10

Ser Pro
25

Gly Gln

Asn Lys

Ser Arg

Leu Tyr

90

Phe Gly
105

Phe Pro

His Thr

Asp His

Gly Val

170

Asp Ser
185

Trp Gln

Leu Ser

Gln Ile

Thr Asp
250

Ala Leu
265

Glu Phe

Tyr

Ile

Gly

Gly

Ser

75

Leu

Asn

Pro

Gln

Val

155

Ser

Arg

Asn

Glu

Val

235

Thr

Gln

Ile

Leu

Ser

Leu

Asn

60

Glu

Cys

Gly

Glu

Lys

140

Glu

Gln

Tyr

Pro

Asn

220

Ser

Leu

Thr

Leu

Ile

Gly

Gln

45

Phe

Met

Ala

Thr

Val

125

Ala

Leu

Asp

Ser

Arg

205

Asp

Ala

Gln

Glu

Ala
285

Lys

His

30

Phe

Pro

Asn

Ser

Arg

110

Ala

Thr

Ser

Pro

Leu

190

Asn

Glu

Glu

Ala

Ile

270

Ala

Thr

15

Arg

Leu

Gly

Val

Ser

95

Leu

Val

Leu

Trp

Gln

175

Ser

His

Trp

Ala

Glu

255

Ala

Tyr

Arg

Ser

Phe

Arg

Ser

80

Phe

Thr

Phe

Val

160

Pro

Ser

Phe

Thr

Trp
240

Thr

Asn



<220>

<223> Opis umelej sekvencie: DNA sekvencia rozpustného TCR a retazca z
klonu A6, ktory je definovany HTLV1 Tax prezentovanym na HLA-AZ,
ako je fuzovand s leucinovou zipsovou doménou c-jun. OBRAZOK 16.

<400> 52

atgcagaagg
tctctcaact
tctgggaaaa
aggtttacag
cagcccagtg
cagtttggag
gtgtaccagce
gattctcaaa
gtgctagaca
tctgactttg
cccagcccag
ttgaaagctc
cagcttaaac

<210>
<211>
<212>
<213>

53
249
PRT
Umela

<220>
<223>

aagtggagca
gcacttacag
gcecctgagtt
cacagctcaa
attcagccac
cagggaccca
tgagagactc
caaatgtgtc
tgaggtctat
catgtgcaaa
aaagttcecc
agaactcgga
agaaagtcat

sekvencia

gaactctgga
tgaccgaggt
gataatgtcc
taaagccagce
ctacctctgt
ggttgtggte
taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
cgccttcaac
cgggggtaga
gctggegtee
gaactactag

-84 -

cececctecagtyg
tcccagtect
atatactcca
cagtatgttt
gcecgttacaa
accccagata
gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
aacagcatta
atecgeccecgge
acggccaaca

ttccagaggg
tcttetggta
atggtgacaa
ctetgctecat
ctgacagetg
tccagaaccc
tetgectatt
tgtatatcac
ctgtggectg
ttccagaaga
tggaggaaaa
tgctecaggga

agccattgcec
cagacaatat
agaagatgga
cagagactce
ggggaaattg
tgaccctgece
caccgatttt
agacaaaact
gagcaacaaa
caccttctte
agtgaaaacc
acaggtggca

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
750

Opis umelej sekvencie: Aminokyselinova sekvencia rozpustného TCR a
retazca z klonu A6, ktory je definovany HTLV1 Tax prezentovanym na

HLA-A2, ako je fuzovand s leucinovou zipsovou doménou c-jun. OBRAZOK

16.

<400> 53

Met Gln Lys
1

Ile

Gly Ala

Phe
35

Ser Phe

Ser Ile

50

Gln
65

Leu Asn

Gln Pro Ser

Trp Gly Lys

Gln
115

Asp Ile

Ser
130

Ser Asp

Glu Val
5

Ala
20

Ser

Trp Tyr

Tyr Ser
Lys Ala

Ser
85

Asp

Leu Gln

100

Asn Pro

Lys Ser

Glu

Leu

Arg

Asn

Ser

70

Ala

Phe

Asp

Val

Gln Asn

Asn

Cys

Gln Tyr

40

Gly
55

Asp
Gln Tyr
Thr Tyr
Gly Ala

Ala
120

Pro

Leu

Cys
135

Ser

Thr

Ser

Lys

Val

Leu

Gly

105

Val

Phe

Gly Pro

10

Ser

Tyr
25

Gly Lys

Glu Asp

Leu
75

Ser

Cys Ala

90

Thr Gln

Tyr Gln

Thr Asp

Leu Ser

Asp

Val

Gly

Pro Glu

15

Ser Gln

30

Pro
45

Ser

Gly
60

Arg
Leu Ile
VvVal Thr

Val Val

Glu

Phe

Arg

Thr

Val

Leu Ile

Thr Ala

Ser
80

Asp

Asp Ser

95

Thr Pro

110

Leu Arg

125

Phe
140

Asp

Asp

Ser

Ser Lys

Gln Thr



Asn Val Ser

145

Val Leu Asp

Ser Asn

Trp

Ile Ile Pro

195
Gly Arg
210

Ile

Asn Ser Glu

225
Gln

Leu Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

54
928
DNA
Umeléa

<220>
<223>

Gln

Met

Lys

180

Glu

Ala

Leu

Gln

Ser

Arg

165

Ser

Asp

Arg

Ala

Lys
245

Lys

150

Ser

Asp

Thr

Leu

Ser

230

Val

sekvencia

Asp

Met

Phe

Phe

Glu

215

Thr

Met

Ser

Asp

Ala

Phe

200

Glu

Ala

Asn

-85-

Asp Val Tyr
155

Phe Lys Ser

170

Cys Ala Asn

185

Pro Ser Pro

Lys Val Lys

Leu
235

Asn

Tyr

Ile Thr

Asn Ser Ala

Ala Phe Asn

190
Glu

Ser Ser

205

Thr
220

Leu Lys

Arg Glu Gln

Thr
160

Lys

Val
175

Ala

Asn Ser

Pro Gly

Ala Gln

Val Ala

240

ako je fuzovand s leucinovou zipsovou doménou c-fos a BirA
biotinyla&nym priveskom.

<400> 54

atgaacgctg
acactgcagt
ggcatggggc
gtcecccaatg
tcggectgete
gggcgaccag
aacgtgttcc
caaaaggcca
tggtgggtga
gagcagcccg
accttctggc
gagaatgacg
gcetggggta
cttgaagaca
aaactagagt
gctcagaaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

55
307
PRT

<220>
<223>

retazca z klonu A6,

gtgtcactca
gtgcccagga
tgaggctgat
gctacaatgt
cctcccagac
agcagtactt
cacccgaggt
cactggtgtg
atgggaagga
ccctcaatga
agaacccccg
agtggaccca
gagcagaccc
agaagtctgc
tecatecctgge
tecgaatggca

Umeld sekvencia

gaccccaaaa
tatgaaccat
tcattactca
ctccagatca
atctgtgtac
cgggecggge
cgctgtgttt
cctggccaca
ggtgcacagt
ctccagatac
caaccacttc
ggatagggcc
cgggggtctg
gttgcagacc
agcttacgga
ttaagcett

ttccaggtcc
gaatacatgt
gttggtgctg
accacagagg
ttetgtgeca
accaggctca
gagccatcag
ggcttctacc
ggggtcagca
gctctgageca
cgectgtcaag
aaacctgtca
actgatacac
gagattgcca
teceggtggtg

tgaagacagg
cctggtatcg
gtatcactga
atttcceget
gcaggcceggg
cggtcacaga
aagcagagat
ccgaccacgt
cagacccgca
gcecgectgag
teccagttcta
cccagategt
tccaagegga
atctactgaa
gtctgaacga

acagagcatg
acaagaccca
ccaaggagaa
caggctgctg
actagcggga
ggacctgaaa
ctceccacacce
ggagctgage
gcececctcaag
ggtcteggee
cgggctcteg
cagcgcecgag
gacagatcaa
agagaaggaa
tatttttgaa

Opis umelej sekvencie: DNA sekvencia rozpustného TCR B retazca z
klonu A6, ktory je definovany HTLV-1l Tax prezentovanym na HLA-AZ,

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
928

Opis umelej sekvencie: Aminokyselinova sekvencia rozpustného TCR B
ktory je definovany HTLV-1 Tax prezentovanym na



HLA-A2,

ako je fuzovana s

biotinyla¢énym priveskom.

<400> 55
Met Asn Ala

1

Gly

Met

Tyr

Tyr

65

Ser

Gly

Leu

Val

Leu
145

Trp

Gln

Ser

His

225

Ala

Glu

Ala

Tyr

Gln

Ser

Ser

50

Asn

Ala

Leu

Thr

Phe

130

Val

Trp

Pro

Ser

Phe

210

Thr

Trp

Thr

Asn

Gly
290

Ser

Trp

35

Val

val

Ala

Ala

Val

115

Glu

Cys

Val

Leu

Arg

195

Arg

Gln

Gly

Asp

Leu

275

Ser

Gly

Met
20

Tyr

Gly

Ser

Pro

Gly

100

Thr

Pro

Leu

Asn

Lys

180

Leu

Cys

Asp

Arg

Gln

260

Leu

Gly

Val

5

Thr

Arg

Ala

Arg

Ser

85

Gly

Glu

Ser

Ala

Gly

165

Glu

Arg

Gln

Axrg

Ala

245

Leu

Lys

Gly

Thr Gln Thr

Leu

Gln

Gly

Ser

70

Gln

Arg

Asp

Glu

Thr

150

Lys

Gln

Val

Val

Ala

230

Asp

Glu

Glu

Gly

Gln

Asp

Ile

55

Thr

Thr

Pro

Leu

Ala

135

Gly

Glu

Pro

Ser

Gln

215

Lys

Pro

Asp

Lys

Leu
295

Cys

Pro

40

Thr

Thr

Ser

Glu

Lys

120

Glu

Phe

Val

Ala

Ala

200

Phe

Pro

Gly

Lys

Glu

280

Asn

- 86 -

leucinovou zipsovou

Pro Lys Phe Gln Val
10

Ala Gln Asp Met Asn
25

Gly Met Gly Leu Arg
45

Asp Gln Gly Glu Val
60

Glu Asp Phe Pro Leu
75

Val Tyr Phe Cys Ala
90

Gln Tyr Phe Gly Pro
105

Asn Val Phe Pro Pro
125

Ile Ser His Thr Gln
140

Tyr Pro Asp His Val
155

His Ser Gly Val Ser
170

Leu Asn Asp Ser Arg
185

Thr Phe Trp Gln Asn
205

Tyr Gly Leu Ser Glu
220

Val Thr Gln Ile Val
235

Gly Leu Thr Asp Thr
250

Lys Ser Ala Leu Gln
265

Lys Leu Glu Phe Ile
285

Asp Ile Phe Glu Ala
300

doménou

Leu

His

30

Leu

Pro

Arg

Ser

Gly

110

Glu

Lys

Glu

Thr

Tyr

190

Pro

Asn

Ser

Leu

Thr

270

Leu

Gln

Lys

15

Glu

Ile

Asn

Leu

Arg

95

Thr

Val

Ala

Leu

Asp

175

Ala

Arg

Asp

Ala

Gln

255

Glu

Ala

Lys

c-fos a BirA

Thr

Tyr

His

Gly

Leu

80

Pro

Arg

Ala

Thr

Ser

160

Pro

Leu

Asn

Glu

Glu

240

Ala

Ile

Ala

Ile



Glu Trp His
305

<210>
<211>
<212>
<213>

56
765
DNA
Umela

<220>
<223>

sekvencia

-87-

leucinovou zipsovou doménou.

<400> 56

atgcaacaga
gaaggaagaa
tggtacaaaa
gataaaaatg
ctgcacattg
ggagcccaga
aaccctgacc
ctattcaccg
atcacagaca
geectggagea
gaagacacct
gaaaaagtga
agggaacagg

57
254
PRT
Umela

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

agaatgatga
tttctattet
aataccctge
aagatggaag
tgececteecea
agctggtatt
ctgeegtgta
attttgattc
aaactgtgcet
acaaatctga
tctteeccag
aaaccttgaa
tggcacagct

sekvencia

ccagcaagtt
gaactgtgac
tgaaggtcct
attcactgte
gcctggagac
tggccaagga
ccagctgaga
tcaaacaaat
agacatgagg
ctttgcatgt
cccagaaagt
agctcagaac
taaacagaaa

aagcaaaatt
tatactaaca
acattecctga
ttcttaaaca
tctgcagtgt
accaggctga
gactctaaat
gtgtcacaaa
tctatggact
gcaaacgcct
tecececgggg
tcggagetgg
gtcatgaact

caccatcect
gcatgtttga
tatctataag
aaagtgccaa
acttctgtge
ctatcaaccce
ccagtgacaa
gtaaggattc
tcaagagcaa
tcaacaacag
gtagaatcgc
cgtccacggce
actag

gagcgtcecag
ttatttecta
ttcecattaag
gcacctctet
agcaatggag
aaatatccag
gtctgtetge
tgatgtgtat
cagtgctgtg
cattattcca
ccggctggag
caacatgctc

Opis umelej sekvencie:DNA sekvencia rozpustného HLA-A2/HTLV-1 Tax
definovaného TCR a retazca z klonu M10B7/D3 fuazovana s c-jun

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
765

Opis umelej sekvencie: Aminokyselinové sekvencia rozpustného HLA-

A2/HTLV-1 Tax definovaného TCR aretazca z klonu M10B7/D3 fhzovana s
c-jun leucinovou zipsovou doménou.

<400> 57
Met Gln Gln
1

Leu Ser Val

Ser Met
35

Asn

Pro Thr
50

Gly

Asp
65

Gly Arg

Leu His Ile

Asn
5

Lys

Gln
20

Glu

Phe Asp

Phe Leu

Phe Thr

Val Pro

85

Asp

Gly

Tyr

Ile

vVal

Ser

Asp

Arg Ile

Phe Leu

40

Ser Ile

55

Phe Leu
70

Gln Pro

Gln Gln Val

Asn Lys

10

Ser Ile
25

Leu

Trp Tyr Lys

Ser Ser Ile

Ser

75
Gly Asp Ser
90

Gln Asn Ser

Asn

Cys Asp

30
Pro

Lys Tyr

45

Lys
60

Asp Lys

Ala Lys His

Ala Val

Tyr

Pro Ser

15

Tyr Thr

Ala Glu
Asn Glu

Ser
80

Leu

Phe
95

Cys



Ala Ala

Leu Thr

Leu Arg

130

Phe
145

Asp

Ile Thr

Asn Ser

Ala Phe

Glu Ser

210

Thr
225

Leu

Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

58
925
DNA

<220>
<223>

Met

Ile

115

Asp

Ser

Asp

Ala

Asn

195

Ser

Lys

Gln

Glu
100

Gly
Asn Pro
Ser

Lys

Gln Thr

Ala

Asn

Ser

Asn

Gln Lys

Ile Gln

120

Ser
135

Asp

Val Ser

150

Thr
165

Lys

Val
180

Ala
Asn Ser
Pro

Gly

Ala Gln

Val

Trp

Ile

Gly

Asn

Leu Asp

Ser Asn

Asn

Lys

Gln

Lys

-88 -

Leu Val Phe
105

Pro Asp

Ser Val

Ser Lys

155
Arg Ser
170

Ser Asp

i85

Ile Pro

200
Arg Ile
215

Ser Glu

230

Val Ala

245

Umeld sekvencia

Gln

Leu

Glu

Ala

Leu

Lys Gln

Asp Thr

Leu

Ala Ser

235
Lys Val
250

Gly Gln

Gly

Thr Arg

110

Ala
125

Pro

Leu

Cys
140

Asp Ser

Met Asp

Phe Ala

Val

Phe

Asp

Phe

Cys

Tyr Gln

Thr Asp

Val Tyr

160
Lys Ser
175

Ala Asn

190

Phe Phe

205

Glu
220

Glu
Thr Ala

Met Asn

Pro

Lys

Asn

Ser Pro

Val Lys

Met Leu

240

Tyr

definovaného TCR P retazca z klonu M10B7/D3 fuzovana s c-fos
leucinovou zipsovou doménou a BirA biotinylaénym priveskom.

<400> 58

atgaacgctg
acactgcagt
ggcatggggc
gtccccaatg
tcggetgete
ttttacgagc
gtgttcececac
aaggccacac
tgggtgaatg
cagceccgecc
ttctggcagg
aatgacgagt
tggggtagag
gaagacaaga
ctagagttca
cagaaaatcg

gtgtcactca
gtgcccagga
tgaggectgat
gctacaatgt
cctececagac
agtacttcgg
ccgaggtegce
tggtgtgecct
ggaaggaggt
tcaatgactce
accccegcaa
ggacccagga
cagaccccgg
agtctgegtt
tcetggeage
aatggcatta

gaccccaaaa
tatgaaccat
tcattacteca
ctccagatca
atctgtgtac
gcegggecace
tgtgtttgag
ggccacaggc
gcacagtggg
cagatacgcet
ccacttecge
tagggccaaa
gggtctgact
gcagaccgag
ttacggatce
agett

ttccaggtce
gaatacatgt
gttggtgcetg
accacagagg
ttectgtgeeca
aggctcacgg
ccatcagaag
ttctaccecceg
gtcagcacag
ctgagcagcc
tgtcaagtce
cccgtecacce
gatacactece
attgccaate
ggtggtggte

tgaagacagg
cctggtatcg
gtatcactga
attteccget
gcagttacca
tcacagagga
cagagatctc
accacgtgga
acccgecagec
gecctgagggt
agttctacgg
agatcgtcag
aagcggagac
tactgaaaga
tgaacgatat

acagagcatg
acaagaccca
ccaaggagaa
caggctgetg
ggaggggggayg
cctgaaaaac
ccacacccaa
gctgagctgg
cctcaaggag
ctcggecacce
gctcteggag
cgecgaggee
agatcaactt
gaaggaaaaa
ttttgaagct

Opis umelej sekvencie: DNA sekvencia rozpustného HLA-A2/HTLV-1 Tax

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
925



<210> 59
<211> 306
<212> PRT
<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: Aminokyselinova sekvencia rozpustného HLA-

-89-

A2/HTLV-1 Tax definovaného TCR P retazca z klonu M10B7/D3 fazovana s

c-fos leucinovou zipsovou doménou a BirA biotinylaénym priveskom.

<400> 59

Met Asn
1

Gly Gln

Met Ser

Tyr Ser

Tyr Asn
65

Ser Ala

Pro Gly

Thr Val

Phe Glu
130

Val Cys
145

Trp Val

Pro Leu

Ser Arg

Phe Arg
210

Thr Gln
225

Trp Gly

Ala

Ser

Trp

35
Val
Val
Ala
Gly
Thr
115
Pro
Leu
Asn
Lys
Leu
195

Cys

Asp

Gly

Met
20

Tyr

Gly

Ser

Pro

Gly

100

Glu

Ser

Ala

Gly

Glu

180

Arg

Gln

Arg

Ala

val

5

Thr

Arg

Ala

Arg

Ser

85

Phe

Asp

Glu

Thr

Lys

165

Gln

Val

Val

Ala

Asp
245

Thr

Leu

Gln

Gly

Ser

70

Gln

Tyr

Leu

Ala

Gly

150

Glu

Pro

Ser

Gln

Lys

230

Pro

Gln

Gln

Asp

Ile

55

Thr

Thr

Glu

Lys

Glu

135

Phe

Val

Ala

Ala

Phe

215

Pro

Gly

Thr

Cys
Pro

40
Thr
Thr
Ser
Gln
Asn

120

Ile

Tyr

His

Leu

Thr
200

Tyr

Val

Gly

Pro Lys
10

Ala Gln
25

Gly Met

Asp Gln

Glu Asp

Val Tyr
90

Tyr Phe
105

Val Phe

Ser His

Pro Asp

Ser Gly

170

Asn Asp
185

Phe Trp
Gly Leu

Thr Gln

Leu Thr
250

Phe

Asp

Gly

Gly

Phe

75

Phe

Gly

Pro

Thr

His

155

Val

Ser

Gln

Ser

Ile

235

Asp

Gln

Met

Leu

Glu

Pro

Cys

Pro

Pro

Gln

140

Val

Ser

Arg

Asp

Glu

220

Val

Thr

Val

Asn

Arg

45

Val

Leu

Ala

Gly

Glu

125

Lys

Glu

Thr

Tyr

Pro

205

Asn

Ser

Leu

Leu

His

30

Leu

Pro

Arg

Ser

Thr

110

Val

Ala

Leu

Asp

Ala

190

Arg

Asp

Ala

Gln

Lys

15

Glu

Ile

Asn

Leu

Ser

95

Arg

Ala

Thr

Ser

Pro

175

Leu

Asn

Glu

Glu

Ala
255

Thr

Tyr

His

Gly

Leu

80

Tyr

Leu

val

Leu

Trp
160

Gln

Ser

His

Trp

Ala

240

Glu



Thr Asp

Asn Leu

260

275

Gly Ser
290

Trp His
305

<210>
<211>
<212>
<213>

60
928
DNA

<220>
<223>

Umeld sekvencia

280

295

-90 -

265

270

285

300

Gln Leu Glu Asp Lys Lys Ser Ala Leu Gln Thr Glu Ile Ala

Leu Lys Glu Lys Glu Lys Leu Glu Phe Ile Leu Ala Ala Tyr

Gly Gly Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu

Mutovanad DNA sekvencia rozpustného HLA-A2/HTLV-1 Tax definovaného

TCR P retazca z klonu A6 fuzovand s c-fos leucinovou zipsovou
doménou a BirA biotinylaénym priveskom.

<220>
<223>

Opis umelej sekvencie: Mutovanid DNA sekvencia rozpustného HLA-

A2/HTLV-1 Tax definovaného TCR B retazca z klonu A6 fuzovana s

c-fos leucinovou zipsovou doménou a BirA biotinylaénym priveskom.

<400> 60

atgaacgectg
acactgcagt
ggecatgggge
gtccccaatg
teggetgete
gggcgaccag
aacgtgttcc
caaaaggcca
tggtgggtga
gagcagcccg
accttetggce
gagaatgacg
gectggggta
cttgaagaca
aaactagagt
gctcagaaaa

61
307
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

220>
<223>

gtgtcactca
gtgcccagga
tgaggctgat
gctacaatgt
cctcccagac
agcagtactt
cacccgaggt
cactggtgtg
atgggaagga
ccctcaatga
aggacccccg
agtggaccca
gagcagaccc
agaagtctgce
tcatcetgge
tcgaatggca

Umeld sekvencia

gaccccaaaa
tatgaaccat
tcattactca
ctccagatca
atctgtgtac
cgggccggge
cgctgtgttt
cctggccaca
ggtgcacagt
ctccagatac
caaccacttc
ggatagggcce
cgggggtetg
gttgcagacc
agcttacgga
ttaagett

ttccaggtce
gaatacatgt
gttggtgctg
accacagagg
ttectgtgeca
accaggctca
gagccatcag
ggcttctacc
ggggtcagea
gctctgageca
cgctgtcaag
aaacctgtca
actgatacac
gagattgcca
tceggtggtg

tgaagacagg
cctggtatcg
gtatcactga
attteceget
gcaggceggyg
cggtcacaga
aagcagagat
ccgaccacgt
cagacccgea
gcecgectgag
tccagttcta
cccagategt
tccaagcgga
atctactgaa
gtctgaacga

Aminokyselinovad sekvencia mutovaného rozpustného

definovaného TCR P retazca z klonu A6 fuzovana s
zipsovou doménou a BirA biotinylaénym priveskom.

<220>
<223>

Opis umelej sekvencie: Aminokyselinova sekvencia

rozpustného HLA-A2/HTLV-1 Tax definovaného TCR B

acagagcatg
acaagaccca
ccaaggagaa
caggctgctg
actagcggga
ggacctgaaa
ctcccacace
ggagctgagc
gcececctecaag
ggtctcggee
cgggeteteg
cagcgcecgag
gacagatcaa
agagaaggaa
tatttttgaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
928

HLA-A2/HTLV-1 Tax

c-fos leucinovou

mutovaného

retazca z klonu A6



-91-
fuzovand s c-fos leucinovou zipsovou doménou a BirA biotinylaénym
priveskom.
<400> 61
Met Asn Ala Gly Val Thr Gln Thr Pro Lys Phe Gln Val Leu Lys Thr
1 5 10 15

Gly Gln Ser Met Thr Leu Gln Cys Ala Gln Asp Met Asn His Glu Tyr
20 25 30

Met Ser Trp Tyr Arg Gln Asp Pro Gly Met Gly Leu Arg Leu Ile His
35 40 45

Tyr Ser Val Gly Ala Gly Ile Thr Asp Gln Gly Glu Val Pro Asn Gly
50 55 60

Tyr Asn Val Ser Arg Ser Thr Thr Glu Asp Phe Pro Leu Arg Leu Leu
65 70 75 80

Ser Ala Ala Pro Ser Gln Thr Ser Val Tyr Phe Cys Ala Ser Arg Pro
85 90 95

Gly Leu Ala Gly Gly Arg Pro Glu Gln Tyr Phe Gly Pro Gly Thr Arg
100 105 110

Leu Thr Val Thr Glu Asp Leu Lys Asn Val Phe Pro Pro Glu Val Ala
115 120 125

Val Phe Glu Pro Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr
130 135 140

Leu Val Cys Leu Ala Thr Gly Phe Tyr Pro Asp His Val Glu Leu Ser
145 150 155 160

Trp Trp Val Asn Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro
165 170 175

Gln Pro Leu Lys Glu Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Ala Leu
180 185 190

Ser Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asp Pro Arg Asn
195 200 205

His Phe Arg Cys Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu
210 215 220

Trp Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu
225 230 235 240

Ala Trp Gly Arg Ala Asp Pro Gly Gly Leu Thr Asp Thr Leu Gln Ala
245 250 255

Glu Thr Asp Gln Leu Glu Asp Lys Lys Ser Ala Leu Gln Thr Glu Ile
260 265 270

Ala Asn Leu Leu Lys Glu Lys Glu Lys Leu Glu Phe Ile Leu Ala Ala
275 280 285

Tyr Gly Ser Gly Gly Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile
290 295 300



-92-

Glu Trp His

305

<210> 62

<211> 190

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> DNA sekvencia c-fos-BirA biotinylaéného priveskového partnera na
faziu pouzivaného pre TCR P retazce.

<22C>

<223> Opis umelej sekvencie: DNA sekvencia c-fos-BirA biotinylaéného
priveskového partnera na faziu pouZivaného pre TCR B retazce.

<400> 62

cccgggggte tgactgatac actccaageg gagacagatc aacttgaaga caagaagtet 60
gcgttgcaga ccgagattge caatctactg aaagagaagg aaaaactaga gttcatectg 120
geagettacg gatccggtgg tggtctgaac gatatttttg aagetcagaa aategaatgg 180

cattaagectt 190
<210> 63
<211> 61
<212> PRT
<213> Umelé sekvencia
<220>
<223> Opais umelej sekvencie: Aminokyselinovad sekvencia c-fos-BirA

biotinyla&ného priveskového partnera na fuziu pouZivaného pre TCR f

retazce.
<400> 63
Pro Gly Gly Leu Thr Asp Thr Leu Gln Ala Glu Thr Asp Gln Leu Glu

1 5 10 15
Asp Lys Lys Ser Ala Leu Gln Thr Glu Ile Ala Asn Leu Leu Lys Glu
20 25 30
Lys Glu Lys Leu Glu Phe Ile Leu Ala Ala Tyr Gly Ser Gly Gly Gly
35 40 45

Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp His

50 55 60
<210> 64
<211> 42
<212> DNA
<213> Umeld sekvencia
<220>
<223> Reverzny primer pouZivany na PCR amplifikdciu v-P-c-fos leucinového

zipsového fragmentu fuzovaného génu ludského JgM22 TCR, ktory je

definovany Influenza matricovym peptidom prezentovanym na HLA-A0201.
<220>
<223> Opis umelej sekvencie: Reverzny primer pouZivany na PCR amplifikaciu

v-B-c-fos leucinového zipsového fragmentu fuazovaného génu ludského



JM22

<400> 64

TCR,

-93-

acacacggat ccgtaagcetg cgacgatgaa ctcgatttte tt

<210>
<211>
<212>
<213>

65
744
DNA
Umeléa

<220>
<223>

sekvencia

leucinovou zipsovou doménou.

<40C> 65

atgcaactac
gtgtactgca
gaaggtcctg
ctaaccttte
cctggtgata
ggaaaaggca
cagctgagag
caaacaaatg
gacatgaggt
tttgcatgtg
ccagaaagtt
gctcagaact
aaacagaaag

<210>
<211>
<212>
<213>

66
247
PRT
Umela

<220>
<223>
a ret

tagaacaaag
actcctcaag
tectectggt
agtttggtga
caggcctcta
ctaaactctc
actctaaatc
tgtcacaaag
ctatggactt
caaacgcctt
cccccggggy
cggagctgge
tcatgaacta

sekvencia

azca,

tcectcagttt
tgttttttce
gacagtagtt
tgcaagaaag
cctectgtgeca
tgttaaacca
cagtgacaag
taaggattct
caagagcaac
caacaacagc
tagaatcgce
gtccacggcce
ctag

ctaagcatcc
agcttacaat
acgggtggag
gacagttctc
ggagcgggaa
aatatccaga
tectgtetgee
gatgtgtata
agtgetgtgg
attattccag
cggctggagg
aacatgctca

aagagggaga
ggtacagaca
aagtgaagaa
tccacatcac
gccaaggaaa
accctgacce
tattcaccga
tcacagacaa
cctggagcaa
aagacacctt
aaaaagtgaa

gggaacaggt

fiizovaného s c-jun leucinovou zipsovou doménou.

<400> 66
Met Gln Leu
1

Glu Asn Leu
Gln Trp Tyr
35

Val val Thr
50

Phe Gly Asp
65

Leu
5

Thr
20

Arg Gln Glu

Gly

Ala

Arg Lys

Glu G1ln Ser Pro Gln Phe

Val Tyr Cys Asn Ser

40

Gly Glu Val Lys Lys

55

70

Pro Gly Glu

Asp Ser Ser

Leu

10
Ser Ser
25

Gly Pro

Leu

Lys

His
75

Leu

Ser Ile Gln
Val Phe

30
Val Leu
45

Arg Leu Thr

60

Ile Thr

ktory je definovany Influenza matricovym peptidom
prezentovanym na HLA-A0201.

aaatctcact
ggagcctggg
gctgaagaga
tgcggcccag
tctcatcttt
tgcecgtgtac
ttttgattct
aactgtgcta
caaatctgac
cttecceccage
aaccttgaaa
ggcacagctt

Glu Gly
15

Ser Ser Leu

Leu Val Thr

Phe Gln

Ala Ala Gln

80

42

Opis umelej sekvencie: Gén kédujici ludsky JM22 TCR a retazec,

je definovany HLA-A2/flu matricovym peptidom, fuzovany s c-jun

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
744

ktory

Opis umelej sekvencie: Aminokyselinova sekvencia ludského JM22 TCR
ktory je definovany HLA-A2/flu matricovym peptidom,



[ ]
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Pro Gly Asp Thr Gly Leu Tyr Leu Cys Ala Gly Ala Gly Ser Gln Gly
85 90 95
Asn Leu Ile Phe Gly Lys Gly Thr Lys Leu Ser Val Lys Pro Asn Ile
100 105 110
Gln Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln Leu Arg Asp Ser Lys Ser Ser
115 120 125
Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp Phe Asp Ser Gln Thr Asn Val
130 135 140

Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr Ile Thr Asp Lys Thr Val Leu

145 150 155 160

Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser Asn Ser Ala Val Ala Trp Ser

165 170 175
Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala Phe Asn Asn Ser Ile Ile
180 185 190
Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser Ser Pro Gly Gly Arg
195 200 205
Ile Ala Arg Leu Glu Glu Lys Val Lys Thr Leu Lys Ala Gln Asn Ser
210 215 220

Glu Leu Ala Ser Thr Ala Asn Met Leu Arg Glu Gln Val Ala Gln Leu

225 230 235 240

Lys Gln Lys Val Met Asn Tyr

245

<210> 67

<211> 864

<212> DNA

<213> Umeld sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: Gén kédujuci ludsky JM22 TCR B retazec,

je definovany HLA-A2/flu matricovym peptidom, fuzovany s c-fos
leucinovou zipsovou doménou.

<400> 67

atggtggatg gtggaatcac tcagtcccca aagtacctgt tcagaaagga aggacagaat 60

gtgaccctga gttgtgaaca gaatttgaac cacgatgcca tgtactggta ccgacaggac 120

ccagggcaag ggctgagatt gatctactac tcacagatag taaatgactt tcagaaagga 180

gatatagctg aagggtacag cgtctctegg gagaagaagg aatcctttece tctcactgtg 240

acatcggcce aaaagaaccc gacagcttte tatctctgtg ccagtagttc gaggagctcecc 300

tacgagcagt acttegggcce gggcaccagg ctcacggtca cagaggacct gaaaaacgtt 360

ttecccacceg aggtegetgt gtttgaacca tcagaagecag agatctccca cacccaaaag 420

gccacactgg tgtgcctgge cacaggcttce taccccgacc acgtggaget gagetggtgg 480

gtgaatggga aggaggtgca cagtggggte agcacagace cgcagccecct caaggagcag 540

ccegecctea atgacteccag atactgectg agecagecgee tgagggtcete ggecacctte 600

tggcagaacc cccgcaacca cttecegetgt caagtccagt tetacggget cteggagaat 660

gacgagtgga cccaggatag ggccaaacct gtcacccaga tcgtcagege cgaggectgg 720

ggtagagcag acccecggggg tctgactgat acactccaag cggagacaga tcaacttgaa 780

gacaagaagt ctgcgttgca gaccgagatt gccaatctac tgaaagagaa ggaaaaacta 840

gagttcatcc tggcagctta ctag 864

ktory



<210> 68
<211> 28

7

<212> PRT
<213> Umela sekvencia

<220>

-95.

<223> Opis umelej sekvencie: Aminokyselinovad sekvencia ludského JM22 TCR f
ktory je definovany HLA-A2/flu matricovym peptidom,

retazca,

fizovand s c-fos leucinovou zipsovou doménou.

<400> 68
Met Val
1

Glu Gly

Ala Met

Tyr Tyr

50

Gly Tyr
65

Thr Ser

Ser Arg

Val Thr

Glu Pro
130

Cys Leu
145

Val Asn

Leu Lys

Arg Leu

Arg Cys
210

Gln Asp
225

Gly Arg

Asp

Gln

Tyr

35

Ser

Ser

Ala

Ser

Glu

115

Ser

Ala

Gly

Glu

Arg

195

Gln

Ala

Gly

Asn
20

Trp

Gln

Val

Gln

Ser

100

Asp

Glu

Thr

Lys

Gln

180

Val

Val

Ala

Asp

Gly
5

Val

Tyr

Ile

Ser

Lys

85

Tyr

Leu

Ala

Gly

Glu

165

Pro

Ser

Gln

Lys

Pro
245

Ile

Thr

Arg

Val

Arg

70

Asn

Glu

Lys

Glu

Phe

150

vVal

Ala

Ala

Phe

Pro

230

Gly

Thr

Leu

Gln

Asn

55

Glu

Pro

Gln

Asn

Ile
135

Tyr

His

Leu

Thr

Tyr
215

Val

Gly

Gln

Ser

Asp

40

Asp

Lys

Thr

Tyr

Val

120

Ser

Pro

Ser

Asn

Phe

200

Gly

Thr

Leu

Ser Pro Lys

Cys

25

Pro

Phe

Lys

Ala

Phe

105

Phe

His

Asp

Gly

Asp

185

Trp

Leu

Gln

Thr

10

Glu

Gly

Gln

Glu

Phe

90

Gly

Pro

Thr

His

Val

170

Ser

Gln

Ser

Ile

Asp
250

Gln

Gln

Lys

Ser
75

Tyr

Pro

Pro

Gln

Val

155

Ser

Arg

Asn

Glu

Val

235

Thr

Tyr

Asn

Gly

Gly

60

Phe

Leu

Gly

Glu

Lys

140

Glu

Thr

Tyr

Pro

Asn

220

Ser

Leu

Leu

Leu

Leu

45

Asp

Pro

Cys

Thr

Val

125

Ala

Leu

Asp

Cys

Arg

205

Asp

Ala

Gln

Phe

Asn

30

Arg

Ile

Leu

Ala

Arg

110

Ala

Thr

Ser

Pro

Leu

190

Asn

Glu

Glu

Ala

Arg

15

His

Leu

Ala

Thr

Ser
95
Leu

Val

Leu

Trp

Gln

175

Ser

His

Trp

Ala

Glu
255

Lys

Asp

Ile

Glu

Val

80

Ser

Thr

Phe

Val

160

Pro

Ser

Phe

Thr

240

Thr



-96 -

Asp Gln Leu Glu Asp Lys Lys Ser Ala Leu Gln Thr Glu Ile Ala Asn
265

260

270

Leu Leu Lys Glu Lys Glu Lys Leu Glu Phe Ile Leu Ala Ala Tyr

275

<210>
<211>
<212>
<213>

69
918
DNA

<220>
<223>

<400> 69

atggtggatg
gtgaccetga
ccagggcaag
gatatagctg
acateggece
tacgagcagt
ttcececaceeg
gccacactgg
gtgaatggga
cccgeecteca
tggcagaacc
gacgagtgga
ggtagagcag
gacaagaagt
gagttcatce
aaaatcgaat

<210>
<211>
<212>
<213>

70
305
PRT

<220>
<223>

retazca,

Umeld sekvencia

Opis umelej sekvencie:

gtggaatcac
gttgtgaaca
ggctgagatt
aagggtacag
aaaagaacce
acttegggee
aggtcgctgt
tgtgcetgge
aggaggtgca
atgactccag
cccgcaacca
cccaggatag
accceggggyg
ctgcgttgca
tggcagctta
ggcattaa

Umeléd sekvencia

priveskom.

<400> 70

Met Val Asp Gly Gly Ile Thr Gln Ser Pro

1

Glu Gly Gln Asn Val Thr Leu Ser Cys Glu

Ala Met Tyr Trp Tyr Arg Gln Asp Pro Gly
35

Tyr Tyr Ser Gln Ile Val Asn Asp Phe Gln

50

5

20

280

tcagtcceca
gaatttgaac
gatctactac
cgtetetegg
gacagcttte
gggcaccagg
gtttgaacca
cacaggctte
cagtggggtc
atactgcctg
cttcegetgt
ggccaaacct
tctgactgat
gaccgagatt
cggatececggt

40

55

aagtacctgt
cacgatgcca
tcacagatag
gagaagaagg
tatctetgtg
ctcacggtca
tcagaagcag
taceccecgacce
agcacagacc
agcagccgcce
caagtccagt
gtcacccaga
acactccaag
gccaatctac

ggtggtctga

10

25

285

tcagaaagga
tgtactggta
taaatgactt
aatcctttee
ccagtagtte
cagaggacct
agatctccca
acgtggagct
cgcagcccct
tgagggtctc
tctacggget
tegtcagege
cggagacaga
tgaaagagaa
acgatatttt

30

45

60

aggacagaat
ccgacaggac
tcagaaagga
tctcactgtg
gaggagctce
gaaaaacgtt
cacccaaaag
gagctggtgg
caaggagcag
ggccacctte
ctcggagaat
cgaggcctgg
tcaacttgaa
ggaaaaacta
tgaagctcag

Lys Tyr Leu Phe Arg Lys

15

Gln Asn Leu Asn His Asp

Gln Gly Leu Arg Leu Ile

Lys Gly Asp Ile Ala Glu

Gén kédujuci ludsky JIM22 TCR P retazec,
ktory je definovany HLA-A2/flu matricovym peptidom,
c-fos leucinovou zipsovou doménou a BirA biotinyladnym priveskom.

fizovany s

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
918

Opis umelej sekvencie: Aminokyselinovéd sekvencia ludského JM22 TCR f
ktory je definovany HLA-A2/flu matricovym peptidom,
fhzovand s c-fos leucinovou zipsovou doménou a BirA biotinylaénym



-97-

Gly Tyr Ser Val Ser Arg Glu Lys Lys Glu Ser Phe Pro Leu Thr Val
65 70 75 80

Thr Ser Ala Gln Lys Asn Pro Thr Ala Phe Tyr Leu Cys Ala Ser Ser
85 90 95

Ser Arg Ser Ser Tyr Glu Gln Tyr Phe Gly Pro Gly Thr Arg Leu Thr
100 105 110

Val Thr Glu Asp Leu Lys Asn Val Phe Pro Pro Glu Val Ala Val Phe
115 120 125

Glu Pro Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr Leu Val
130 135 140

Cys Leu Ala Thr Gly Phe Tyr Pro Asp His Val Glu Leu Ser Trp Trp
145 150 155 160

Val Asn Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro Gln Pro
165 170 175

Leu Lys Glu Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Cys Leu Ser Ser
180 185 190

Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asn Pro Arg Asn His Phe
195 200 205

Arg Cys Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp Thr
210 215 220

Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu Ala Trp
225 230 235 240

Gly Arg Ala Asp Pro Gly Gly Leu Thr Asp Thr Leu Gln Ala Glu Thr
245 250 255

Asp Gln Leu Glu Asp Lys Lys Ser Ala Leu Gln Thr Glu Ile Ala Asn
260 265 270

Leu Leu Lys Glu Lys Glu Lys Leu Glu Phe Ile Leu Ala Ala Tyr Gly
275 280 285

Ser Gly Gly Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp
290 295 300

His
305

<210> 71

<211> 750

<212> DNA

<213> Umelé& sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: Gén kédujuci ludsky HLA-A2/HTLV-1 Tax
peptidom definovany TCR a retazec z klonu A6 flzovany s c-jun
leucinovou zipsovou doménou.

<400> 71



atgcagaagg
tctctcaact
tctgggaaaa
aggtttacag
cagcccagtg
cagtttggag
gtgtaccagc
gattctcaaa
gtgctagaca
tctgactttg
cccagecccag
ttgaaagcte
cagcttaaac

<210>
<211>
<212>
<213>

72
249
PRT
Umelé

<22C>
<223>

aagtggagca
gcacttacag
geectgagtt
cacagctcaa
attcagccac
cagggaccca
tgagagactc
caaatgtgtc
tgaggtctat
catgtgcaaa
aaagttccec
agaactcgga
agaaagtcat

sekvencia

Opis umelej sekvencie:

gaactctgga
tgaccgaggt
gataatgtcc
taaagccage
ctacctectgt
ggttgtggtc
taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
cgeccttcaac
cgggggtaga
gctggecgtce
gaactactag

-98-

ccectecagtg
tceccagtect
atatactcca
cagtatgttt
gccgttacaa
accccagata
gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
aacagcatta
atcgcecgge
acggccaaca

ttccagaggg
tcttctggta
atggtgacaa
ctctgctcat
ctgacagctg
tccagaacce
tctgcctatt
tgtatatcac
ctgtggcctg
ttccagaaga

tggaggaaaa
tgctcaggga

Aminokyselinova sekvencia

A2/HTLV-1 Tax peptidom definovaného TCR o retazca
fizovand s c-jun leucinovou zipsovou doménou.

<400> 72

Met Gln Lys
1

Ala

Gly Ile

Phe Phe

35

Ser

Met Ser Ile

50

Gln
65

Leu Asn

Gln Pro Ser

Trp Gly Lys

Ile Gln

115

Asp

Ser
130

Ser Asp

Asn Val Ser

145
Val

Leu Asp

Glu Val

5

Ala
20

Ser
Trp Tyr
Ser

Tyr

Lys Ala

Leu

Arg

Asn

Ser

Glu Gln Asn Ser

Asn Cys

Gln Tyr

40

Gly
55

Asp

Gln Tyr

70

Ser
85

Asp

Leu Gln

100

Asn Pro

Ser

Lys

Gln Ser

Ala

Phe

Asp

Val

Lys

Thr Tyr

Gly Ala

Thr

Ser

Lys

Val

Leu

Gly

Gly Pro

10
Iyr Ser
25

Gly Lys

Glu Asp

Leu
75

Ser

Cys Ala

90

Thr Gln

105

Ala
120

Pro

Cys Leu

135

Asp Ser

150

Arg
165

Ser

Met Asp

Val

Phe

Asp

Phe

Tyr Gln

Thr Asp

Val Tyr

155
Lys Ser
170

Leu Ser Val

Asp Arg Gly

30
Pro Glu
45

Ser

Gly Phe

60

Arg

Leu Ile Arg

Val Thr Thr

Val Val Val

110
Leu Arg
125

Asp

Phe
140

Asp Ser

Ile Thr Asp

Asn Ser

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
750

agccattgee
cagacaatat
agaagatgga
cagagactcc
ggggaaattg
tgaccctgcece
caccgatttt
agacaaaact
gagcaacaaa
caccttctte
agtgaaaacc
acaggtggca

Iudského HLA-~
z klonu A6

Pro Glu

15

Ser Gln

Ile

Leu

Thr Ala

Ser
80

Asp

Asp Ser

95

Thr Pro

Ser Lys
Gln Thr

Thr
160

Lys

Val
175

Ala



Trp Ser Asn

Ile Ile Pro

195
Gly Arg Ile
210
Glu

Asn Ser

225
Gln

Leu Lys

<210> 73
<211> 928
<212> DNA
<213> Umela

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: Gén kéduijuci ludsky HLA-A2/HTLV-1 Tax

Lys
180

-99.-

Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala

185

Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro

Ala Arg Leu

Leu Ala

Ser

200

215

230

Gln Lys

245

sekvencia

vVal

Met Asn

Glu Glu Lys Val Lys

Thr Ala Asn Met Leu

235

Tyr

190

Glu
205

Thr
220

Leu Lys

Arg Glu

Phe Asn Asn Ser

Ser Ser Pro Gly

Ala Gln

Gln Val Ala

240

peptidom definovany TCR P retazec z klonu A6 fiuzovany s c-fos
leucinovou zipsovou doménou a BirA biotinylaénym priveskom.

<40C> 73

atgaacgctg
acactgcagt
ggcatggggc
gtccccaatg
tcggectgete
gggegaccag
aacgtgttce
caaaaggcca
tggtgggtga
gagcagceceg
accttctgge
gagaatgacg
gcetggggta
cttgaagaca
aaactagagt
gctcagaaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

74
307
PRT
Umela

<220>
<223>

gtgtcactca
gtgcccagga
tgaggctgat
gctacaatgt
cctcccagac
agcagtactt
cacccgaggt
cactggtgtg
atgggaagga
ccctcaatga
agaacccceceg
agtggaccca
gagcagaccce
agaagtctgce
tcatcectgge
tcgaatggeca

sekvencia

Opis umelej sekvencie:

gaccccaaaa
tatgaaccat
tcattactca
ctccagatca
atctgtgtac
cgggecggge
cgetgtgttt
cctggeccaca
ggtgcacagt
ctccagatac
caaccacttc
ggatagggcc
cgggggtetyg
gttgcagacc
agcttacgga
ttaagctt

ttccaggtee
gaatacatgt
gttggtgetg
accacagagg
ttctgtgeca
accaggctca
gagccatcag
ggcttctace
ggggtcagca
gctctgagea
cgctgtcaag
aaacctgtca
actgatacac
gagattgcca
tcecggtggtyg

tgaagacagg
cctggtatcg
gtatcactga
atttececget
gcaggccggg
cggtcacaga
aagcagagat
ccgaccacgt
cagacccgcea
gecgectgag
tccagttcta
cccagategt
tccaagegga
atctactgaa
gtctgaacga

acagagcatg
acaagaccca
ccaaggagaa
caggctgetg
actagcggga
ggacctgaaa
ctcccacace
ggagctgage
gcecectcaag
ggtctcggee
cgggcteteg
cagcgccgag
gacagatcaa
agagaaggaa
tatttttgaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
928

Aminokyselinovad sekvencia ludského HLA-

A2/HTLV-1 Tax peptidom definovaného TCR P retazca z klonu A6
flizovand s c-fo leucinovou zipsovou doménou a BirA biotinyla&nym
priveskom.

<400> 74
Met Asn Ala Gly Val Thr Gln Thr Pro Lys Phe Gln Val Leu Lys Thr
1 5 10 15



Gly

Met

Tyr

Tyr

65

Ser

Gly

Leu

Val

Leu
145

Trp

Gln

Ser

His

Irp

225

Ala

Glu

Ala

Tyr

Glu
305

Gln

Ser

Ser

50

Asn

Ala

Leu

Thr

Phe

130

Vval

Trp

Pro

Ser

Phe

210

Thr

Trp

Thr

Asn

Gly

290

Trp

Ser

Trp

35

Val

Val

Ala

Ala

Val

115

Glu

Cys

Val

Leu

Arg

195

Arg

Gln

Gly

Asp

Leu

275

Ser

His

<210> 75
<211> 765

Met
20

Tyr

Gly

Ser

Pro

Gly

100

Thr

Pro

Leu

Asn

Lys

180

Leu

Cys

Asp

Arg

Gln

260

Leu

Gly

Thr

Arg

Ala

Arg

Ser

85

Gly

Glu

Ser

Ala

Gly

165

Glu

Arg

Gln

Arg

Ala

245

Leu

Lys

Gly

Leu

Gln

Gly

Ser

70

Gln

Arg

Asp

Glu

Thr

150

Lys

Gln

Val

Val

Ala

230

Asp

Glu

Glu

Gly

Gln

Asp

Ile

55

Thr

Thr

Pro

Leu

Ala

135

Gly

Glu

Pro

Ser

Gln

215

Lys

Pro

Asp

Lys

Leu
295

Cys

Pro

40

Thr

Thr

Ser

Glu

Lys

120

Glu

Phe

Val

Ala

Ala

200

Phe

Pro

Gly

Lys

Glu

280

Asn

- 100 -

Ala

25

Gly

Asp

Glu

Val

Gln

105

Asn

Ile

Tyr

His

Leu

185

Thr

Tyr

Val

Gly

Lys

265

Lys

Asp

Gln

Gln

Asp

Tyr

90

Tyr

Val

Ser

Pro

Ser

170

Asn

Phe

Gly

Thr

Leu

250

Ser

Leu

Ile

Asp Met Asn

Gly

Gly

Phe

75

Phe

Phe

Phe

His

Asp

155

Gly

Asp

Trp

Leu

Gln

235

Thr

Ala

Glu

Phe

Leu
Glu
60

Pro

Cys

Gly

Pro

Thr

140

His

Val

Ser

Gln

Ser

220

Ile

Asp

Leu

Phe

Glu
300

Axg

45

val

Leu

Ala

Pro

Pro

125

Gln

Val

Ser

Arg

Asn

205

Glu

vVal

Thr

Gln

Ile

285

Ala

His

30

Leu

Pro

Arg

Ser

Gly

110

Glu

Lys

Glu

Thr

Tyr
190
Pro
Asn
Ser
Leu
Thr
270

Leu

Gln

Glu

Ile

Asn

Leu

Arg

95

Thr

Val

Ala

Leu

Asp

175

Ala

Arg

Asp

Ala

Gln

255

Glu

Ala

Lys

Tyr

His

Leu

80

Pro

Arg

Ala

Thr

Ser

160

Pro

Leu

Asn

Glu

Glu

240

Ala

Ile

Ala

Ile



<212>
<213>

DNA

<220>
<223>

-101 -

Umela sekvencia

Opis umelej sekvencie: Gén kédujuci ludsky HLA-A2/HTLV-1 Tax

peptidom definovany TCR o retazec z klonu M10B7/D3 fuzovany s c-jun
leucinovou zipsovou doménou.

<400> 75

atgcaacaga
gaaggaagaa
tggtacaaaa
gataaaaatg
ctgcacattg
ggagcccaga
aaccctgacc
ctattcaccg
atcacagaca
gcctggagea
gaagacacct
gaaaaagtga
agggaacagyg

<210>
<211>
<212>
<213>

76
254
PRT

<220>
<223>

agaatgatga
tttctattet
aataccctge
aagatggaag
tgcecectecca
agctggtatt
ctgcegtgta
attttgatte
aaactgtget
acaaatctga
tctteececag
aaaccttgaa
tggcacaget

Opis umelej sekvencie:

ccagcaagtt
gaactgtgac
tgaaggtcct
attcactgte
gcctggagac
tggccaagga
ccagctgaga
tcaaacaaat
agacatgagg
ctttgcatgt
cccagaaagt
agctcagaac
taaacagaaa

Umela sekvencia

aagcaaaatt
tatactaaca
acattcctga
ttcttaaaca
tectgcagtgt
accaggctga
gactctaaat
gtgtcacaaa
tctatggact
gcaaacgcect
tececeecgggy
tcggagetgg
gtcatgaact

caccatcect
gcatgtttga
tatctataag
aaagtgccaa
acttctgtge
ctatcaacce
ccagtgacaa
gtaaggattce
tcaagagcaa
tcaacaacag
gtagaatcge
cgtccacgge
actag

Aminokyselinovéa sekvencia

A2/HTLV-1 Tax peptidom definovaného TCR a retazca
fiizovand s c-jun leucinovou zipsovou doménou.

<400> 76

Met Gln Gln
1

Val

Leu Ser

Met
35

Asn Ser

Gly Pro Thr

50

Asp
65

Gly Arg

Leu His Ile

Ala Ala Met

Thr Ile

115

Leu

Leu Arg Asp

Lys

Gln

20

Phe

Phe

Phe

Val

Glu

100

Asn

Ser

Asn

5

Glu

Asp

Leu

Thr

Pro

85

Gly

Pro

Lys

Asp Asp Gln Gln

Ile Ser

25

Gly Arg

Phe Leu

40

Tyr Trp

Ile Ser Ile Ser

55
Val Phe
70

Leu Asn

Ser Gln Pro

Ala Gln Leu

105

Lys

Ile Gln

120

Asn Asn

Ser Ser Asp Lys

Val
10

Ile

Tyr

Ser

Lys

Asp

90

Val

Pro

Ser

Lys

Leu

Lys

Ile

Ser

75

Ser

Phe

Asp

Val

Gln Asn Ser

Asn

Cys Asp

30
Pro

Lys Tyr

45

Lys
60

Asp Lys

Ala Lys His

Ala Val

Tyr

Gly Gln Gly

110

Ala
125

Pro Val

Leu Phe

gagegtccag
ttatttecta
ttccattaag
gcacctctct
agcaatggag
aaatatccag
gtctgtetge
tgatgtgtat
cagtgctgtg
cattattcca
ccggetggag
caacatgcte

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
765

ludského HLA-
z klonu M10B7/D3

Pro Ser

15

Tyr Thr

Ala Glu

Asn Glu

Ser
80

Leu

Phe
95

Cys
Thr Arg
Tyr Gln

Thr Asp



60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
925

- 102 -
130 135 140
Phe Asp Ser Gln Thr Asn Val Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr
145 150 155 160
Ile Thr Asp Lys Thr Val Leu Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser
165 170 175
Asn Ser Ala Val Ala Trp Ser Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn
180 185 190
Ala Phe Asn Asn Ser Ile Ile Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro
195 200 205
Glu Ser Ser Pro Gly Gly Arg Ile Ala Arg Leu Glu Glu Lys Val Lys
210 215 220
Thr Leu Lys Ala Gln Asn Ser Glu Leu Ala Ser Thr Ala Asn Met Leu
225 230 235 240
Arg Glu Gln Val Ala Gln Leu Lys Gln Lys Val Met Asn Tyr
245 250
<21C> 77
<211> 925
<212> DNA
<213> Umeléd sekvencia
<220>
<223> Opis umelej sekvencie: Gén kédujici Iudsky HLA-A2/HTLV-1 Tax
peptidom definovany TCR P retazec z klonu M10B7/D3 fuizovany s c-fos
leucinovou zipsovou doménou a BirA biotinylacénym priveskom.
<400> 77
atgaacgctg gtgtcactca gaccccaaaa ttccaggtcc tgaagacagg acagagcatg
acactgcagt gtgcccagga tatgaaccat gaatacatgt cctggtatcg acaagaccca
ggcatggggce tgaggctgat tcattactca gttggtgetg gtatcactga ccaaggagaa
gtccccaatg getacaatgt ctccagatca accacagagg atttceceget caggetgetg
teggcetgete ccteccagac atetgtgtac ttetgtgeca gecagttacca ggaggggggg
ttttacgage agtacttegg gecgggcace aggctcacgg tcacagagga cctgaaaaac
gtgtteccac cecgaggtege tgtgtttgag ccatcagaag cagagatctec ccacacccaa
aaggccacac tggtgtgcct ggccacagge ttctaccececg accacgtgga getgagetgg
tgggtgaatg ggaaggaggt gcacagtggg gtcagcacag acccgcagec cctcaaggag
cagcccgece tcaatgacte cagatacget ctgagcagee gectgagggt cteggecacce
ttetggcagg accccecgecaa ccacttecge tgtcaagtee agttctacgg getcteggag
aatgacgagt ggacccagga tagggccaaa cccgtcaccc agatcgtcag cgeccgaggece
tggggtagag cagacccegg gggtctgact gatacactec aagcggagac agatcaactt
gaagacaaga agtctgcecgtt gcagacecgag attgceccaatc tactgaaaga gaaggaaaaa
ctagagttca tcctggcage ttacggatcce ggtggtggte tgaacgatat ttttgaagcet
cagaaaatcg aatggcatta agett
<210> 78
<211> 306
<212> PRT
<213> Influenza virus
<400> 78

Met Asn Ala Gly Val Thr Gln Thr Pro Lys Phe

1

5

10

Gln Val Leu Lys Thr

15



Gly

Met

Tyr

Tyr

65

Ser

Pro

Thr

Phe

Val
145

Trp

Pro

Ser

Phe

Thr
225

Trp

Thr

Asn

Gly

305

Gln

Ser

Ser

50

Asn

Ala

Gly

Val

Glu

130

Cys

Val

Leu

Arg

Arg

210

Gln

Gly

Asp

Leu

Ser

290

His

Ser

Trp

35

Val

Val

Ala

Gly

Thr

115

Pro

Leu

Asn

Lys

Leu

195

Cys

Asp

Arg

Gln

Leu

275

Gly

Met

20

Tyr

Gly

Ser

Pro

Gly

100

Glu

Ser

Ala

Gly

Glu

180

Arg

Gln

Arg

Ala

Leu

260

Lys

Gly

Thr

Arg

Ala

Arg

Ser

85

Phe

Asp

Glu

Thr

Lys

165

Gln

Val

Val

Ala

Asp

245

Glu

Glu

Gly

Leu

Gln

Gly

Ser

70

Gln

Tyr

Leu

Ala

Gly

150

Glu

Pro

Ser

Gln

Lys

230

Pro

Asp

Lys

Leu

Gln

Asp

Ile

55

Thr

Thr

Glu

Lys

Glu

135

Phe

Vval

Ala

Ala

Phe

215

Pro

Gly

Lys

Glu

Asn
295
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Cys Ala Gln

Pro

40

Thr

Thr

Ser

Gln

Asn

120

Ile

Tyr

His

Leu

Thr

200

Val

Gly

Lys

Lys

280

Asp

25

Gly

Asp

Glu

Val

Tyr

105

Val

Ser

Pro

Ser

Asn

185

Phe

Gly

Thr

Leu

Ser

265

Leu

Ile

Gln

Asp

Iyr

90

Phe

Phe

His

Asp

Gly

170

Asp

Trp

Leu

Gln

Thr

250

Ala

Glu

Phe

Asp

Gly

Gly

Phe

75

Phe

Gly

Pro

Thr

His

155

Val

Ser

Gln

Ser

Ile

235

Asp

Leu

Phe

Glu

Leu
Glu
60

Pro

Cys

Pro

Pro

Gln

140

Val

Ser

Arg

Asp

Glu

220

Val

Thr

Gln

Ile

Ala
300

Asn

Arg

45

Val

Leu

Ala

Gly

Glu

125

Lys

Glu

Thr

Tyr

Pro

205

Asn

Ser

Leu

Thr

Leu

285

Gln

His

30

Leu

Pro

Arg

Ser

Thr

110

Val

Ala

Leu

Asp

Ala

190

Arg

Asp

Ala

Gln

Glu

270

Ala

Lys

Glu

Ile

Asn

Leu

Ser

95

Arg

Thr

Ser

Pro

175

Leu

Asn

Glu

Glu

Ala

255

Ile

Ala

Ile

Tyr

His

Gly

Leu
80

Tyr

Leu

Val

Leu

Trp

160

Gln

Ser

His

Trp

Ala

240

Glu

Ala

Tyr

Glu
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<210> 79
<211> 9
<212> PRT
<213> Influenza virus
<220>
<223> Peptid odvodeny od Influenza virusového matricového proteinu a
prezentovany ako peptidovy antigén prostrednictvom HLA-A0201. TAato
HLA/peptidova kombindcia definuje JM22 TCR.
<400> 79
Gly Ile Leu Gly Phe Val Phe Thr Leu
1 5
<210> 80
<211> 9
<212> PRT
<213> Virus Iudskej imunodeficiencie typu 1
<220>
<223> Peptid odvodeny od HIV-1 Gag proteinu a prezentovany ako peptidovy
antigén prostrednictvom HLA-A0201. Tato HLA/peptidova kombinacia
definuje klonovany TCR od pacienta 003.
<400> 80
Ser Leu Tyr Asn Thr Val Ala Thr Leu
1 5
<210> 81
<211> 9
<212> PRT
<213> Influenza virus
<220>
<223> Peptid odvodeny od Influenza virusového nukleoproteinu a
prezentovany ako peptidovy antigén prostrednictvom hlodavé&ieho H2-
Db. Tato HLA/peptidova kombinacia definuje hlodavéi F5 TCR.
<400> 81
Ala Ser Asn Glu Asn Met Asp Ala Met
1 5
<210> 82
<211> 9
<212> PRT
<213> Dudsky T-bunkovy lymfotropicky virus typu 1
<220>
<223> Peptid odvodeny od HTLV-1 Tax proteinu a prezentovany ako peptidovy
antigén prostrednictvom HLA-A0201. Tato HLA/peptidova kombinacia
definuje A6 a B7 TCRs.
<400> 82

1

<210>
<211>

Leu Leu Phe Gly Tyr Pro Val Tyr Val
5

83
9
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<212> PRT
<213> Virus ludskej imunodeficiencie

<220>
<223> Peptid odvodeny od HIV-1 Pol proteinu a prezentovany ako peptidovy
antigén prostrednictvom HLA-A0201.

<400> 83
Ile Leu Lys Glu Pro Val His Gly Val
1 5

<210> 84

<211> 37

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: Primer na PCR amplifikédciu lIudského VP17
retazca flzovaného s BirA biotinylaénym priveskom.

<400> 84
gctctagaca tatgggccca gtggattctg gagtcac 37

<21C> 85

<211> 90

<212> DNA

<213> Umelé sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: Primer na PCR amplifikaciu ludského VP17
retazca fuizovaného s BirA biotinylaénym priveskom.

<400> 85
gggggaagct taatgccatt cgattttctg agcttcaaaa atatcgttca gaccaccacc 60
ggatccgtaa gctgccagga tgaactctag 90
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A

Poly-C "ukotvovaci primer"

Xho I
5’—'I¥§AKIA£E_QG(IG(II:CIIZCIICHZCII:GE—3'

R

Primer Specifikovany pre konstantni oblast TCR o retazca

Xma I
5'—MM£:§L@GAA@@1‘GI@CPGSAPETTTCIGGI:IGGG3A-3’

C

Primer $pecifikovany pre konstantni oblast TCR p retazca

Xm I
5'—AIAIAAMGAA(D\GDECCI:CACPGPCIGCICMCD:AGSG:—3'

Obr. 4



A
c-jun 5 primer:
Xma I
5’ - CATACAQCOGOGGETAGAATCGCCCOGECTGGAG —3

B
c-jun 3’ primer:
Xho I
5’ - GIGTGTGCINGAGGATCCTAGTAGTTCATGACTTTCTGTTTAAGCTGTGC ~-3°
Bam HI

C
c-fos 5’ primer:
Xma I
5’ ~CATACACCOGOQAGGTCTGACTGATACACTCCAAGCGGAG -3

D
c-fos 3’ primer:
Xho I
5’ - TCIGTGCICGAGGATCCTAGTAAGCTGCCAGGATGAACTCTAGTTITIC -3/
Bam HI

Obr. 5



R I A R L E E K Vv K T L K
5' - AGA ATC GCC CGG CTG GAG GARA ARA GTG AAA ACC TTG AAR

A Q N S E L A S T A N M L
GCT CAG AAC TCG GAG CTG GCG TCC ACG GCC AAC ATG CTC

R E Q vV A Q L K 0 K \ M N
AGG GAA CAG GTG GCA CAG CTT AAA CAG AAA GTC ATG AAC

Y
TAC - 3!

DNA a aminokyselinova (jednopismenovy kéd) sekvencia c-jun leucinového
zipsu, ako je fGzovana s TCR a retazcom

L T D T L Q A E T D Q L E
5' - CTG ACT GAT ACA CTC CAA GCG GAG ACA GAC CAA CTA GAA

D E K S A L Q T E I A N L
GAT GAG AAG TCT GCT TTG CAG ACC GAG ATT GCC AAC CTG

L K E K E K L E F I L A A
CTG AAG GAG AAG GAA AAA CTA GAG TTC ATC CTG GCA GCT

Y
TAC -~ 3

DNA a aminokyselinova (jednopismenovy kod) sekvencia c-fos leucinového
zipsu, ako je fizovana s TCR a retazcom

Obr. 6



A

Mutacia cysteinu na serin, priamy (sense) primer, uvedena aminokyselinové

sekvencia a oznacena mutacia

c
d

D S R Y s L S S
5'- GAC TCC AGA TAC AGC CIG AGC AGC CG -3°

B

Mutacia cysteinu na serin, protismerny (nonsense) primer

5’- OG GCT GCT CAG GCT GTA TCT GGA GIC -3

C

Mutdcia cysteinu na alanin, priamy (sense) primer, uvedena aminokyselinova

sekvencia a oznacena mutacia

C
!

D S R ¥ A L S S
5/— GAC TCC AGA TAC GCT CIG AGC AGC CG -3

D

Mutacia cysteinu na alanin, protismerny (nonsense) primer

5'- CG GCT GCT CAG AGC GIA TCT GGA GIC -3’

Obr. 7
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A

5' PCR primer pre fudsky Va.10.2 JM22 TCR retazec, ktory je definovany Influenza
matricovym virusovym peptidom prezentovanym na HLA-A0201
M 0 L L E Q S P Q F L

5/~ gctctagacat 2IG CAa CTa CTa GAa CAa AGt CCT CAG TIT CTA
Nde I

s I Q E
AGC ATC CAA GAG G -3

B
5' PCR primer pre fudsky VB17 JM22 TCR retazec, ktory je definovany Influenza

matricovym virusovym peptidom prezentovanym na HLA-A0201

M v D G G I T Q S
5/- gctctagacat ATG GIG GAT GGT GGA ATC ACT CAG TCC C -3
Nde I

C

5' PCR primer pre mysaci Va4 TCR retazec, ktory je definovany Influenza
nukleoproteinovym peptidom prezentovanym na H2-D°

M D S V T Q M Q G Q V
57~ gctctagacat AIG GAt TCt GTt ACt CAa ATG CPa GGt CRa GIG
Nde T

T L S S
ACC CIC TCA TCA G -3’

Obr. 9
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D
5' PCR primer pre my$aci Vp11 TCR retazec, ktory je definovany Influenza

nukleoproteinovym peptidom prezentovanym na H2-D°

M E P T N A G V I 0
5’- gctctagacat AIG GAa CCa ACa AAt GCt GGt GTt ATC CAA

T P R H
ACA CCT AGG CAC -3

E

5' PCR primer pre fudsky Va23 TCR retazec, ktory je definovany 003 HIV-1 Gag

peptidom prezentovanym na HLA-A0201
M K 0Q E VvV T 09 I

5’- ggaattccat atag AAA CAa GAG GTt ACa CAa ATT CC -3¢
Nde I

F

5' PCR primer pre fudsky VB5.1 TCR retazec, ktory je definovany 003 HiV-1 Gag
peptidom prezentovanym na HLA-A0201

M XK A G V T Qg T
5'- ggaattccat atg ARa GCT GGA GTt ACT CAA ACT CC -3¢

Obr. 9 - pokracovanie
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G

5' PCR primer pre fudsky Va2.3 A6 TCR retazec, ktory je definovany HTLV-1 Tax

peptidom prezentovanym na HLA-A0201

M Q0 K E V E Q K
5’ ~ccccce cat ATG CAG ARG GAA GIG GAG CAG AAC -3’
Nde I

H
5' PCR primer pre fudsky VB12.3 A6 TCR retazec, ktory je definovany HTLV-1 Tax

peptidom prezentovanym na HLA-A0201

M K A G v T Q T
57— ccceee cat ATG AARC GCT GGT GIC ACT CAG ACC -3/
Nde I

I

5' PCR primer pre fudsky Va17.2 retazec B7 TCR, ktory je definovany HTLV-1 Tax

peptidom prezentovanym na HLA-A0201

M Q O K N D D Q ¢Q V
5’ —-ccceee cat ATG CAA CAa ARa AAT GAT GAC CAG CAA GIT
Nde I

K Q N
ARG CAA AAT -3’

Obr. 9 - pokradovanie
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J

5' PCR primer pre ludsky VB12.3 B7 TCR retazec, ktory je definovany HTLV-1 Tax
peptidom prezentovanym na HLA-A0201

M N A G V T Q T P K F
5+ —ccccce cat ATG AAC GCT GGT GIC ACT CAG ACC CCA ARA TIC
Nde I

CAG -3’

K

3' PCR primer pre fudské Ca retazce, vSeobecne pouzitelny

5~ cataca ccc agg GGA ACT TTC TGG GCT GGG GAA GAA GG -3
Xma I

L

3' PCR primer pre fudské Cp retazce, véeobecne pouzitefny

5’- cataca ccc gog GIC TGC TCT ACC CCA GGC CIC -3¢
Xma I

Obr. 9 - pokracovanie
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TCR alfa>
M QL L EQSPQF L SIQEGENTULT®T
ATGCAaCTaCTaGAaCAaAGtCCTCAGTTTCTAAGCATCCAAGAGGGAGAAAATCTCACT

V Y CNS S SVPFS SLQWYUROEUPG
GTGTACTGCAACTCCTCAAGTGTTTTTTCCAGCTTACAATGGTACAGACAGGAGCCTGGG

E G P VL LVTVVTGSGEUVI KI KTELIK KR
GAAGGTCCTGTCCTCCTGGTGACAGTAGTTACGGGTGGAGAAGTGAAGAAGCTGAAGAGA,

L T F Q F GDARIEKDS SLHTITA AW BADOQ
CTAACCTTTCAGTTTIGGTGATGCAAGAAAGGACAGTTCTCTCCACATCACTGCGGCCCAG

P G DT GULVYULTCAGAGS S GQGNIULTITF
CCTGGTGATACAGGCCTCTACCTCTGTGCAGGAGCGGGAAGCCAAGGAAATCTCATCTTT

6 K G T KL S VKZPNTIONZPDU®DPAUVY
GGAAAAGGCACTAAACTCTCTGTTARAACCAAATATCCAGAACCCTGACCCTGCCGTGTALC

Q L. R DS K SSDI KSVCLFTDTFD S
CAGCTGAGAGACTCTAAATCCAGTGACAAGTCTGTCTGCCTATTCACCGATTTTGATTCT

Q T NV S Q S KDSDUVYITDI KTV VL
CAAACAAATGTGTCACAAAGTAAGGATTCTGATGTGTATATCACAGACAAAACTGTGCTA

D MR S MDYV FI KSNSAVAWSNIZI KSD
GACATGAGGTCTATGGACTTCARGAGCAACAGTGCTGTGGCCTGGAGCAACAAATCTGAC

F A CANAVPFNNSTITIUPEUDTT FTFUP S
TTTGCATGTGCAAACGCCTTCAACAACAGCATTATTCCAGAAGACACCTTCTTCCCCAGC

<TCR alfa SPOjovnik c-jun>
P E S S P GGRTIARILEEIZ KV VI KTTULK
CCAGAAAGTTCCcccgggGGTAGAATCGCCCGGCTGGAGGAAAAAGTGAAAACCTTGARA

A Q NS ELASTANMLUREI GQVAJQIL
GCTCAGAACTCGGAGCTGGCGTCOCACGGCCAACATGCTCAGGGAACAGGTGGCACAGCTT

K Q K VMNY *
AARACAGARAGTCATGAACTACTAG

Obr. 10
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TCR beta>
MVDGGTITU QS S?PXTYLTFREKTETGT QN
ATGGTGGATGGTGGAATCACTCAGTCCCCAAAGTACCTGTTCAGAAAGGAAGGACAGAAT

VTLSCEU QNVLNU HEDU AMYWYR®ROD
GTGACCCTGAGTTGTGAACAGAATTTGAACCACGATGCCATGTACTGGTACCGACAGGAC

P G Q GLRLTIYY S QTIUVNUDTFPFOGQIKG
CCAGGGCAAGGGCTGAGATTGATCTACTACTCACAGATAGTAAATGACTTTCAGAAAGGA

D IAEGYSVSREIZ KIE KES ST FUPLTZUV
GATATAGCTGAAGGGTACAGCGTCTCTCGGGAGAAGAAGGAATCCTTTCCTCTCACTGTG

T S A Q KNPTAFYUILOCAS S S R S Sg
ACATCGGCCCAAAAGAACCCGACAGCTTTCTATCTCTGTGCCAGTAGTTCGAGGAGCTCC

Y EQY FGPGTRIULTUVTTETUDTLI KNV
TACGAGCAGTACTTCGGGCCGGGCACCAGGCTCACGGTCACAGAGGACCTGAAAAACGTT

F P PEV AV FEUPSEA AETISHTOGQHK
TTCCCACCCGAGGTCGCTGTGTTTGAACCATCAGAAGCAGAGATCTCCCACACCCAAAAG

A TL VCLATGT FYPDHUV ETLSWW
GCCACACTGCTGTGCCTGGCCACAGGCTTCTACCCCGACCACGTGGAGCTGAGCTGGTGG

V NG K EVH S GV S TUDUPOQZPILIZ KEQ
GTGAATGGGAAGGAGGTGCACAGTGGGGTCAGCACAGACCCGCAGCCCCTCAAGGAGCAG

P A L NDSURYCL S S RUILURWVSATTF
CCCGCCCTCAATGACTCCAGATACTGCCTGAGCAGCCGCCTGAGGGTCTCGGCCACCTTC

W QNUPRDNBHBKHV FIRICOQVQFYGUL S EN
TGGCAGAACCCCCGCAACCACTTCCGCTGTCAAGTCCAGTTCTACGGGCTCTCGGAGAAT

D EWTQDIRAIKZPUVTQIV S AZEA AW
GACGAGTGGACCCAGGATAGGGCCAAACCTGTCACCCAGATCGTCAGCGCCGAGGCCTGG

<TCR beta SPOjOVNIK _£qs>
G RADUPGGLTDTULOGQA AETDOGOQTULE
GGTAGAGCAGACcccgggGGTCTGACTGATACACTCCAAGCGGAGACAGATCAACTTGAA

DX K S ALQTETIANTLULIKTEIZ KTEIKIUL
GACAAGAAGTCTGCGTTGCAGACCGAGATTGCCAATCTACTGAAAGAGAAGGAAAAACTA

EF I L A AY
GAGTTCATCCTGGCAGCTTACTAG

Obr. 11



TCR alfa>
M NY S PALV TV VMLTFVFGRT TTHEHG
ATGAACTATTCTCCAGCTTTAGTGACTGTGATGCTGTTIGTGTTTGGGAGGACCCATGGA

DS VTQMOQGOQVTULSEDUDTFULTFTI
GACTCAGTAACCCAGATGCAAGGTCAAGTGACCCTCTCAGAAGACGACTTCCTATTTATA

N CTY ST TWYUPTULUFWYVQY PG
AACTGTACTTATTCAACCACATGGTACCCGACTCTTTTCTGGTATGTCCAATATCCTGGA

E G PQLULLIKVTTA ANNIEKTGTISTZ RG
GAAGGTCCACAGCTCCTTITIGAAAGTCACAACAGCCAACAACAAGGGAATCAGCAGAGGT

F EATYDI XKGTTT SV F HLOQIEKA A SUVOQ
TTTGAAGCTACATATGATAAAGGAACAACGTCCTTCCACTTGCAGAAAGCCTCAGTGCAG

E S DS AVYYCUVULGDRUGOQGGHR RA AL
GAGTCAGACTCTGCTGTGTACTACTGTCTGCTGGGTGATCGACAGGGAGGCAGAGCTCTG

I F GGTGT TV S VS PNTIUGQNUZ®PEUPA
ATATTTGGAACAGGAACCACGGTATCAGTCAGCCCCAACATCCAGAACCCAGAACCTGCT

vV Yy OLKXKDPU RS QDS TULO CTULTFTUDF
GTGTACCAGTTAAAAGATCCTCGGTCTCAGGACAGCACCCTCTGCCTGTTCACCGACTTT

D S Q I NV P KTTMES GTT FTITUDI KT
GACTCCCAAATCAATGTGCCGAAAACCATGGAATCTGGAACGTTCATCACTGACAAAACT

VL DMK AMD S K S NGATIA AW SNDOQ
GTGCTGGACATGAAAGCTATGGATTCCAAGAGCAATGGGGCCATTGCCTGGAGCAACCAG

T S FTCOQDTISZ KETNATTYUPSSD
ACAAGCTTCACCTGCCAAGATATCTCCAAAGAGACCAACGCCACCTACCCCAGTTCAGAC

<TCR alfa SPOjOVNiK «_5un>
V P GG RI ARULUEEI KV VI EKTIULI KA AQN
GTTcccgggGGTAGAATCGCCCGGCTGGAGGAAAAAGTGAAAACCTTGAAAGCTCAGALC

S EL ASTANMILUZREU GQV AOQLI KU GQIEK
TCGGAGCTGGCGTCCACGGCCAACATGCTCAGGGAACAGGTGGCACAGCTTAAACAGAAA

V M N Y *
GTCATGAACTACTAG

Obr. 12
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TCR beta>
M K A GV TOQTUPIRYULTII KTURGU GQQO QUV
ATGAAAGCTGGAGTTACTCAAACTCCAAGATATCTGATCAAAACGAGAGGACAGCAAGTG

T L, S C S P I SGHRSVSWYOQOQTFP
ACACTGAGCTGCTCCCCTATCTCTGGGCATAGGAGTGTATCCTGGTACCAACAGACCCCA

6 Q GLQF LFEYTFSETU QIR RNIKTGN
GGACAGGGCCTTCAGTTCCTCTTTGAATACTTCAGTGAGACACAGAGARACAAAGGAAAC

F PG RPF S GROQFSNSRSEMNV S
TTCCCTGGTCGATTCTCAGGGCGCCAGTTCTCTAACTCTCGCTCTGAGATGAATGTGAGC

T L, EL GD SALYULUGCA ASSFDSGN
ACCTTGGAGCTGGGGGEACTCGGCCCTTTATCTTTGCGCCAGCAGCTTCGACAGCGGGAAT

S P LHFGNGTRLTVTEUDULNDNIE KV
TCACCCCTCCACTTIGGGAACGGGACCAGGCTCACTGTGACAGAGGACCTGAACAAGGTG

F PP EVA AV FEUZPSEAETISHTZQHK
TTCCCACCCGAGGTOGCTGTGTTTGAGCCATCAGAAGCAGAGATCTCCCACACCCAAAAG

A TLVCLATGT P FF FPDHV ETL S WW
GCCACACTGGTGTGCCTGGCCACAGGCTTCTTCCCTGACCACGTGGAGCTGAGCTGGTGG

vV NG K EVHSGV S QDUPOQUPULIKEDQQ
GTGAATGGGAAGGAGGTGCACAGTGGGGTCAGCCAGGACCCGCAGCCCCTCARGGAGCAG

P A L NDS RY SL S SRULRV S ATF
CCCGCCCTCAATGACTCCAGATACAGCCTGAGCAGCCGCCTGAGGGTCTCGGCCACCTTC

W QNUPIRNUHFRTCOVQFYGUL S E N
TGGCAGAACCCCCGCAACCACTTCCGCTGTCAAGTCCAGTTCTACGGGCTCTCGGAGAAT

D EWTOQDU RAIKZPUVTOQTIUVSAEA AW
GACGAGTGGACCCAGGATAGGGCCAAACCTGTCACCCAGATCGTCAGCGCCGAGGCCTGG

<TCR beta s_ff’j_o‘_’f_i_k c-fos>
G RADPGGLTDTTULOQAETUDIUGQULE
GGTAGAGCAGACCCOGGGGGTCTGACTGATACACTCCAAGCGGAGACAGATCAACTTGAA

D K K SALQTETLIANVLTLIZKETZ KEI KL
GACAAGAAGTCTGOGTTGCAGACCGAGATTGCCAATCTACTGAAAGAGAAGGAAAAACTA

E F I L AAY ~*
GAGTTCATCCTGGCAGCTTACTAG

Obr. 13
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TCR alfa>

M K Q EVTQTIU?PAALSV?PEGEN L
ATGAAACAAGAAGTTACACAGATTCCTGCAGCTCTGAGTGTCCCAGAAGGAGAAAACTTG

V LNCSPFTDSAIYNLAGQWTF FRUOQD
GTTCTCAACTGCAGTTTCACTGATAGCGCTATTTACAACCTCCAGTGGTTTAGGCAGGAC

P 6 K GLTSLULILTIOQOSSOQRE-U QTS
CCTGGGAAAGGTCTCACATCTCTGTTIGCTTATTCAGTCAAGTCAGAGAGAGCAAACAAGT

G RL NASULUDI K SSGRSTTULYTIA AA-RA
GGAAGACTTAATGCCTCGCTGGATAAATCATCAGGACGTAGTACTTTATACATTGCAGCT

S QP GDSATYULCAVTNUFNIKTFY
TCTCAGCCTGGTGACTCAGCCACCTACCTCTGTGCTGTGACCAACTTCAACAAATTTTAC

F G S GTKLNVIE KUZPNTIUOQNWPDUPA AUV
TTTGGATCTGGGACCAAACTCAATGTAAAACCAAATATCCAGAACCCTGACCCTGCCGTG

Y 0L R DS KSSDI KSsSsSVCLFTHUDTF D
TACCAGCTGAGAGACTCTAAATCCAGTGACAAGTCTGTCIGCCTATTCACCGATTTTIGAT

S Q TNV SQSXKDSDVYTITTDTZEKTUV
TCTCAAACARATGTGTCACAAAGTAAGGATTCTGATGTGTATATCACAGACAAAACTGTG

L D MR S MDVF XK SNSAVAMWSNDNIK S
CTAGACATGAGGTCTATGGACTTCAAGAGCAACAGTGCTGTGGCCTGGAGCAACARATCT

D FACANA APFNNS STITIU®PETDTTFTFP
GACTTTGCATGTGCAAACGCCTTCAACAACAGCATTATTCCAGAAGACACCTTCTTCCCC

<TCR alfa Spojovnik c_jun>

S P E S S PGGRTIMARLETEI KVYVI KTTL
AGCCCAGAAAGTTCCcccgggGGTAGAATCGCCCGGCTGGAGGAARAAAGTGAAAACCTTG

K A Q N S ELASTANMTLUZ REUGOQVAQ
AARGCTCAGAACTCGGAGCTGGCGTCCACGGCCAACATGCTCAGGGAACAGGTGGCACAG

L K Q K VMNY"*
CTTAAACAGAAAGTCATGARCTACTAG

Obr. 14
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TCR beta>
M KA GV TOQTT™PRYULTII KTR RGO QA QYV
ATGARAGCTGGAGTTACTCAAACTCCAAGATATCTGATCARAACGAGAGGACAGCAAGTG

T L S C S P I SGHRSVSWYQOQTP
ACACTGAGCTGCTCCCCTATCTCTGGGCATAGGAGTGTATCCTGGTACCAACAGACCCCA

G 0 GLQFULVFEYTFSETA QRNI KGN
GGACAGGGCCTTCAGTTCCTCTTTGAATACTTCAGTGAGACACAGAGAARCAAAGGAAAC

F PGRPFSGROQF.S NS RSIEMMNUV.S
TTCCCTGGTCGATTCTCAGGGCGCCAGTTCTCTAACTCTCGCTCTGAGATGAATGTGAGC

T L EL G D SALYULUGCAS SV FDSGN
ACCTTGGAGCTGGGGGACTCGGCCCTTTATCTTIGCGCCAGCAGCTTCGACAGCGGGART

S PLHFGNGTRLTTVTEUDIULNIEKYV
TCACCCCTCCACTTTGGGAACGGGACCAGGCTCACTGTGACAGAGGACCTGAACARGGTG

F P PEV AV FEPZSEA AETISHTZQK
TTCCCACCCGAGGTCGCTGTGTTTGAGCCATCAGAAGCAGAGATCTCCCACACCCARARG

A TLVCLATGFVF F?PDHY EULSWW
GCCACACTGGTGTGCCTGGCCACAGGCTTCTTCCCTGACCACGTGGAGCTGAGCTGGTGG

vV NG XK EV HS GV S QDUPQPTULIEKE Q
GTGAATGGGAAGGAGGTGCACAGTGGGGTCAGCCAGGACCCGCAGCCCCTCAAGGAGCAG

P AL NDS S RYSLS SRULRVSATTF
CCCGCCCTCAATGACTCCAGATACAGCCTGAGCAGCCGCCTGAGGGTCTCGGCCACCTTC

W OQNUPURNUHTF FRCOQVOQOTPFYOGUL S E N
TGGCAGAACCCCCGCAACCACTTCCGCTGTCAAGTCCAGTICTACGGGCTCTCGGAGAAT

D EWTOQOUDIRAIKEPVTOQTIUVSAEARAW
GACGAGTGGACCCAGGATAGGGCCAAACCTGTCACCCAGATCGTCAGCGCCGAGGCCTGG

<TCR beta SPOJOVNIK ~_fos>
G RADPGGLTTDTLUGQA AETUD GQTULE
GGTAGAGCAGACCCnggGG’ICTGACTGATACACTCCAAGCGGAGACAGATCAACTIGAA

D KK SAL QTETIANTLIULIKET KEIKIL
GACAAGAAGTCTGCGTTGCAGACCGAGATTGCCAATCTACTGAAAGAGAAGGAAAAACTA

EF ILAAY ~
GAGTTCATCCTGGCAGCTTACTAG

Obr. 15
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TCR alfa>
M Q KEVEU QNS SGPL SV PEGATINA-A

atgCAGAAGGAAGTCGAGCAGAACTCTEGACCCCTCAGTGTTCCAGAGGGAGOCATTEOC

S LNCTYSDRGSQS SFFWYUROQY
TCTCTCAACTGCAC T TACAG TRACORAGCTTOCCAGTOCTICT TCTGGTACAGACRATAT

S GKS PELIMSTIYS SNGDIKTET DG
TCTGEGEAARAGCCCTEAGT TGATAATGTOCATATACTOCARTGGTGACARAAGRAGATGGA

RF TAQLNIEKASOQY VS LULIRDS
ACGTTTACAGCACAGCTCAATAAAGOCACCCAGTATGTT TCTCTGCTCATCAGAGACTOC

Q P SDSATYLCAYV TTDSWGI KL
CACOOCACTRAT TCAGCCACCTACCTCTCTCOOGTTACAACTGACAGCTOEEAGAAATTG

Q F GAGTQVVVTPDTI OQNUPUDTPNA
CAGT TTCCAGCACGEACOCAGET TATCETCACCOCAGATATCCAGAACCCTGAOCCTRCC

VY QL RDSZKSSDKSVCLVFTDTF
GIGTACCAGCTERAGRCACTCTAAA TG TGACAAGTC TG TC TGOCTAT TCACOGATTTT

DS QTNV SQSKDS DV YITTDI KT
GITCTCAAACAAATCTCTCACAAAGTAAGGAT TCTGATG TG TATATCACAGACAAAACT

VL DMRSMDV FK SN SAVAWSNK
GIGCTAGRCATGAGGTCTATGGACTTCAAGRGCAACAGTGCTGTAGOCTGGAGCARCARA

S D FACANAFNNSTITIUPETDTTFTF
TCTGACT T TCCATGTCCAAACGOCTTCAACPACAGCAT TAT TCCAGAACGACACCTTCTTC

dCRaJ.fasEEjEﬂ‘_ikc—jw
P S PE S S PGGRTIAIRILUEIEI KV VIKT
COCAGCOCCAGAARGTTOCCCOgUaGETAGAATOGCCOGGCTCGAGGAAAAAGTGAARACC

LKAQNSELASTANMTELT RETG G QUVAD?2
TTGAAAGCTCAGARACTOEGAGCTEGCGTOCACGEOCAACATGC TCAGGGAACAGGTGGCA

QL KQKVMNY?™*
CAGCTTARACAGAARGTCATGARCTACTRAG

Obr. 16
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TCR beta>
MNAGVTOQTUPE KT FQVLIEKTGOQSHM
atgAACGCTEGIGTCACTCAGACCCCAAAATTOCACGTCCTGAMGACAGGACAGAGCATG

TL QCAaAQDMNDNHEHETYMSWYUROQDFP
ACACTGCAGTGTEOCCAGGATATGAACATCAATACATGTOCTGGTATOGACAAGA XA

GM GLRLIHYSVYVGAGTITDAOGOGE
GGCATGEEECTERAGGCTGATTCATTACTCAGTTOGTCCTCGTATCACTGACCARGGAGAA

VP NGYNVSRSTTEDTFUPILRILL
GTCCOCAATGOCTACAATGTC TOCAGATCARCCACAGRAGGAT TTOOOCTCAGECTGCTG

S A APSQTSVY FCASI RPGLA AG
TORECTECTOCCTOOAGACATCTGTGTACT TCTGTEOCAGCAGGEOOGEGEACTAGCGA

GRPEQYPGPGTP.LTVTEDLK

NV FPPEVAVFEPSEMA AETISHT
AACGTGTTOCCACCCEAGGTOGCTCTGTTTEGAGCCATCAGAAGCAGAGATCTOOCACALC

Q K ATLVCLATGTFYUPDHYVETLS
CARAAGGCCACACTGG TGTEOCTCECOCACAGECTTCTACCOCGACCAOGTAGACCTGARC

WW VNGEKEVHSGYVY STDZPIGQUPTLK
TGETEGGTGAATGEGAAGGAGG TGCACAGTOGAETCAGCACAGACOOGCAGOOCCTCARG

EQ PALNDS ST RYAMLSSRLRVSA
GAGCAGCOOGCCOCTCAATEACTOCAGATACEE CTGRAGCAGOOGOCTGAGGETCTOEACC

TFWQNPIRNHFRCIOQYVQFYGTLS
ACCTTCTEGECAGAAC OO AACCACT TOOGCTGTCAAGTOCAGTTCTACGGEGRCTCTOS

ENDEWTOQDURAKPVTOQIUVSA AE
GAGAATGAOGAGTEGRACCCAGGATAGGGOCAARCCTETCACCAGATOGTCAGOGOOGAG

<TCR beta SPOjOVNiKc-fos>
AW GRADPGGLTDTLOQAETTUDDOQ
GCCTCEGETAGRAGCAGACCCogggGGTCTERACTCATACACTCOCAAGOGGAGACAGATCAA

pokratovanie....

Obr. 17
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LEDKI KSALQTEIANULLIKEKE

CTTGAAGACARGAAGTCTGOCTTGCAGACOGAGAT TGCCAATCTACTGARRGAGARGGAA

spojovnik Biotinylatny privesok?

KL EF ILAAYGSGGGTLNDTITFE
AAACTAGAGTTCATOCTEECAGCTTAOGgat coGGTGETGEICTGRAACGATAT TTTIGRA

AQ KI EWH*™*
GCTCAGAAAATOCAATGGCATTARGCTT

Obr. 17 - pokracovanie
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TR alfa>
M QQKNDDQQVEKQNGSUPSL SVOQ
atgCAACAGAAGCAATCATGACCAGCAAGTTAAGCAAAAT TCACCATOOCTGAGOGTCCAG

EGRISILNCDYTNSMMTPFUDYTFHL
GAAGGAAGAAT T TCTATTCTGAACTGTGACTATACTAACAGCATGT TTGATTATTICCTA

W YK XYPAEGPTV FULTIS SIS SSTIHK
TGGTACARAAANTACCCTGCTGARRGTCCTACATTCCTGATATCTATAAGT TOCATTARG

D KNEUDGRTPFTVFLNIE KSA AT KUHLS
GATAAAAATGAAGATOEAAGATTCACTGICTICTTAAACAARAGTCOCAAGCACCTCTICT

LHI VPSQPGDSAVYT FUCARAME
CTGCACAT TCTAOOCTOOCAGCCTARAGACTCTECAGTGTACT ICTGTGCAGCAATCEAG

G AQKLVFGQGTRLTTINTPNTIDO

CRAGCCOCAGAACCTGGTATTTOCCCAACGAACCAGACTGACTATCAACCCARATATCCAG

N PDPAVYQLRDSIKSSDI KSVC
AACCCTGACCCTROCGTGTACCAGCTGACAGACTCTAAATOCAGTGACAAGTCTGTCTEC

L FTDUFDSQTDNVS QS KDSDVY
CTATTCACCEATTTIGATICTCAAACAAATGTGTCACAAAGTAAGGATTCTGATGTGTAT

I TD KTTVLDMPRSMDTFI K SNSA AV
ATCACAGACAAAACTGTGCTAGACATGAGGTCTATGGACTTCAAGAGCAACAGTGCTGTIG

A WS NKSDVFACANAFNNS STITIT®P
GCCTGGAGCAACAAATCTGACTTTGCATGTGCAAACGOCTTCAACAACAGCATTATTCOCA

<ICR alfa SPOIOVNK c_giun>
E DTV FVFPSPESSPGGIRTI ARILE
GAAGACACCTTCTTOOCCAGOCCAGAARGTTCCCCoguyGETAGAATOROCCRECICEG

EKVKTLI XKAQNSELASTA ANM L
GRARAAGTGAAAACCTTGAAAGCTCAGAACTOGGACCTCGOGTCCACGEOCAACATGCTC

R EQ VAQLIE KQEKVMNTY*
ACCGAACAGGTCGCACAGCTTAAACAGAAAGTCATGAACTACTAG

Obr. 18

[ 4 L
oeoo00e
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1 £

TCR beta>
M NAGVTOQTUPIXTF FQVLI KTGOQSM

atgARCGCTAGTGTCACTCAGACCCCAAAAT TOCAGETOCTGARAGACAGGACAGAGCATG

T LQCAQDMNUHETYMSWYROQDUP
ACACTCCAGTGTGOCCAGGATATGAACCATGAATACATGTOCCTGGTATOGACAAGACCCA

GMGLRLTIMHYSVGAGTITDAOGOQGE
GGCATCEEECTGAGGCTGATTCATTACTCAGTTGGTGCTGGTATCACTGACCAAGGAGAA

VPNGYNUVSRSTTEDTFUPULIRILL
GTOOCCAATGECTACAATGTCTOCAGATCARCCACAGAGEATTTOOOGCTCAGGRCIGCTG

S AAPSQTSVYFCASSYUPGGG
TOGECTECTOCC TOCCAGACATCTGTGTACT TCTGTCOCAGCAGT TACCaGGaGEaaEaEG

F YEQYPFPFGPGTRILTVTEUDTILIE KN
TTTTACGAGCAGTACTTOGEEO0EGEECACCAGGCTCACGGTCACAGAGGACCTGAAAAAC

VFPPEVAVFEZPSEA AETI SHTDOQ Q
GIGTTCCCACCOGEAGGTOECTGTGTTTGAGCCATCAGAAGCAGAGATCTCOCACACCOCAA

K ATLVCLATGT FYUPDHVETLSHW
AACGOCACACTAGTGTEOCTGRCCACAGGC TTCTACCCOGACCACGTGGAGCTGAGCTGG

W VNGI KEV VHSGVYV STDUZPOQZPTLIKE
TCCGTGAATGEEAAGGAGGTCCACAGTAREETCAGCACAGACCOGCAGOCCCTCAAGGAG

Q PALNDSRYALSSRULRVSAT
CACCORCCCTCAATEACTCOCAGATACgEE CTGAGCAGCOGCCTEAGEGTCTOGREOCALC

FWOQDZPRNHFRCOQVQFYGL S E
TTCTGECAGgACCOCOGCAACCACTTOCRCTGTCAAGTOCAGTTCTACGGECTCTORGAG

N DEWTO QDRAIKPVTOQTIVSATEN-A
AATCGACGAGTGGACCCAGGATARGGCCAAACCOGTCACCCAGATOGTCAGOGOOGAGRCC

pokracovanie ..

Obr. 19
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<TCR beta SPOjoVNik o_foss
WGRADPGGLTDTILOQAETUDOTL
TGEGEGTAGAGCAGACCCOgggGETCTGACTGATACACTOCARGOGGAGACAGATCAACTT

EDKKSALQTETIANILIULTI KTETZKEHK
GAAGACAAGAAGTCTGOGT TCCAGACCGAGATTGOCAATCTACTGAAAGAGAAGGAAAAA

spojovnik Biotinyladny privesok ?
L EFILAAYGSGGGLNDTITFTENA-A
CTACAGTTCATOCTCECAGCTTACHga t ccGCTOGTGGTCTGAACCATATTITIGARGCT

Q K I EWH ¥~
CAGAAAATOGAATCCCATTAAGCTT

Obr. 19 - pokradovanie



TCR beta>
MNAGVYVTOQTPI KT FQVELI KTGOQSM
atgAAOGCTCGTGTCACTCAGACOOCAAAATTOCAGGTCCTGAAGACAGGACAGAGCATG

TL QCAQDMNEHEETYMSWYRUOTDSF®P
2ACACTCCAGTGTCOOCAGGATATGAANCATGAATACATGTOCTOGTATOGACAAGACCCA

GMGLURLTIUHYSVGAGTITDUG QGE
GGCATGEECCTCAGCCTGATTCAT TACTCAGTTGG TGCTGETATCACTGACCAAGGAGAA

VP NGYNVSRSTTEDTFZPILRILL
GIOCCCAATGGCTACAATG TCTOCAGATCAACCACAGAGGAT TTOOOGCTCAGGCTCCTG

S A APSQTSVYFCASRPGILAG
TORGECTEC TOCC TOOCAGACATC TG TCTACT TCTETECCAGCAGEOCREGACTAGCGGRA

GR PEQYFGPGTRILTVTETDTLK
GEEGACCAGAGCAGTACT TOBEEOORGEECACCAGGCTCACGGTCACAGRGGACCTGANA

NV FPPEVAVFEPS SEAMAETISHT
AAOGTGT TOCCACOOGAGGTOC TG TG T T TGRACCCATCAGRAGCAGAGATCTCCCACACT

Q K ATLVCLATGT FYVPDHVETLS
CARAAGEO ACACTOETGTGOCTEGCCACAGGCTTCTACCOOGACCACGTGGAGCTGAGC

WW VNGIKE EVHSGVSTDZPQ QPULK
TOGTGGGTCRRATOGEAAGGAGGTECACAGTCOGECTCAGCACAGAOCOGCAGOOCCTCARG

EQ PALNUDS GSURYALSSU RILIRUVSA
GCCAGOOMGOCCTCAATGACTCCAGATACYSE CTGAGCAGOCGCCTGAGHGTCTAECC

TF WQDRPRNUHFRCOQVQFYGTULS
ACCTTCTGECAGGACCOOOGCAROCACTTCCRCTGTCARGTOCAGTTCTACGGGCTCTCG

ENUDEWTOQDI RAKPVTOQIVSAE
GAGAATCACGAGTGRACOCAGGATAGGECCAAACCTGTCACCCAGATOETCAGOGCOGAG

pokradovanie...

Obr. 20
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<ICR beta SPOJOVNK _goes
AW GRAD PGGLTDTULOQAZETT DD O
GCCTGEEGIAGAGCAGACCCOgRIGCTCTARACTGATACACTOCAACOGGAGACAGATCAR

LEDEKI KSALOQTETIA ANILLIKEIKTE
CTTGAAGACAAGAAGTCTCOGT TOCAGACOGAGAT TGCCAATCTACTGRAAGAGAAGGAA

spojovnik Biotinylaény privesok?
KL EFILAAYGSGGGLNDTITFE
AAACTAGARGTTCATOCTGGCAGCTTAOg YAt ccGETEGTOCTCIGAACGATATTTTTGAA

A Q KI EWH *
GCTCAGARAATOGAATCCCATTAAGCTT

Obr. 20 - pokracovanie
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spojovnik -~ fos

P G G L T D T L Q A E T D Q
5/- gcc gag GCT CTG ACT GAT ACA CIC CAA GOG GAG ACA GAT CAA

Xma I

L E D K K s A L Q T E I A N L
CIT GRA GAC AAG AAG TCT GOG TIG CAG ACC GAG AIT GCC AAT CTA

<-lin
L K E K E K L E F I L A A Y G

CIG AAA GAG AAG GAA AAA CTA GAG TIC AIC CIG GCA GCT TAC gua
Bam

Ker-> <- Biotinylaény privesok
S G G G L N D I F E A Q K I E
tcc GGT GGT GGT CIG AAC GAT ATT TIT GAA GCT CAG AAA ATC GAA

HL

w H *
TGG CAT TRA GCT T -3’
Hind IIT

Obr. 21
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A

Reverzny primer
5¢-ACACAC GGA TCC GTA AGC TGC GAC GAT GAA CIC GAT TIT CIT-

3I
Bam HT

Obr. 22
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peAs

Obr. 23
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TCR alfa>
M Q L L EQ S P QF L S I QETGENTILT
ATGCAaCTaCTaGAaCAaAGtCCTCAGTTTCTARGCATCCAAGAGGGAGAAAATCTCACT

vV YCN S S SV FS SLQWYROQEPG
GTGTACTGCAACTCCTCAAGTGTTTTTTCCAGCTTACAATGGTACAGACAGGAGCCTGGG

E G P V L L VT VVTSGSGEV KIKTL KR
GAAGGTCCTGTCCTCCTGGTGACAGTAGTTACGGGTGGAGAAGTGAAGAAGCTGAAGAGA

L T FQ FGDAMRIKDS S LHITAAR ADQ
CTAACCTTTCAGTTTGGTGATGCAAGARAGGACAGTTCTCTCCACATCACTGCGGCCCAG

P G DTG L YL CAGA AG S QGNULTIF
CCTGGTGATACAGGCCTCTACCTCTGTGCAGGAGCGGGAAGCCARGGAAATCTCATCTTT

G K 6 T KL SV KUPNTIOQWNZPUDUPA AUVY
GGAAAAGGCACTAAACTCTCTGTTAAACCAARTATCCAGARCCCTGACCCTGCCGTGTAC

QL R DS K S SDJZKSVCLTFTUDTFEDS
CAGCTGAGAGACTCTARATCCAGTGACAAGTCTGTCTGCCTATTCACCGATTTTGATTCT

Q T NV S QS KDSDVYTITUDI KTV L
CAAACAAATGTGTCACAAAGTAAGGATTCTGATGTGTATATCACAGACAAAACTGTGCTA

D M R S M D F K S NS AUV AW S NIK S D
GACATGAGGTCTATGGACTTCAAGAGCAACAGTGCTGTGGCCTGGAGCAACAAATCTGAC

F A C A NA AT FNNJSTITI P EDTTFTF P S
TTTGCATGTGCAAACGCCTTCAACAACAGCATTATTCCAGAAGACACCTTCTTCCCCAGC

<TCR alfa Spojovnik c-jun>
P E S S P G G R I A RULETZEIZKUVIKTLK
CCAGAAAGTTCCCCcgqgGGTAGAATCGCCCGGCTGGAGGAAAAAGTGAAAACCTTGAAA

A Q N S E LA STANMTLREUGQVAOQL
GCTCAGAACTCGGAGCTGGCGTCCACGGCCAACATGCTCAGGGAACAGGTGGCACAGCTT

K Q K vV M N Y *
AAACAGAAAGTCATGAACTACTAG

Obr. 32
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TCR beta>
M VD 666G I T QS P K Y L FRKETGU QN
ATGGTGGATGGTGGAATCACTCAGTCCCCAAAGTACCTGTTCAGAAAGGAAGGACAGAAT

vV T L §S$ CEQNULNMHDA AMYWYROQD
GTGACCCTGAGTTGTGAACAGAATTTGARCCACGATGCCATGTACTGGTACCGACAGGAC

P G Q G L RL I Y Y S QI VNDTFUGQIKSG
CCAGGGCARGGGCTGAGATTGATCTACTACTCACAGATAGTAAATGACTTTCAGAARGGA

D I A E G Y SV SREIKI KE S F pPpPLTWUV
GATATAGCTGAAGGGTACAGCGTCTCTCGGGAGAAGAAGGAATCCTTTCCTCTCACTGTG

T S AR Q K N ? T A TF Y L €C A 8 8§ S R S 5§
ACATCGGCCCAAAAGAACCCGACAGCTTTCTATCTCTGTGCCAGTAGTTCGAGGAGCTCC

Y EQ Y F GG P GTRULTV TEDTULKNUV
TACGAGCAGTACTTCGGGCCGGGCACCAGGCTCACGGTCACAGAGGACCTGAAAARCGTT

F P P E V AV FE P S E A E I S HTOQK
TTCCCACCCGAGGTCGCTGTGTTTGAACCATCAGAAGCAGAGATCTCCCACACCCARARG

A T L VY C L ATGT F Y P DHV EL S W W
GCCACACTGGTGTGCCTGGCCACAGGCTTCTACCCCGACCACGTGGAGCTGAGCTGGTGG

V NG XK E V # 8 GGV s T D P Q P L KEQ
GTGAATGGGAAGGAGGTGCACAGTGGGGTCAGCACAGACCCGCAGCCCCTCAAGGAGCAG

P AL NDSU®RYSUL S S RULURVSATF
CCCGCCCTCAATGACTCCAGATACTCCCTGAGCAGCCGCCTGAGGGTCTCGGCCACCTTC

W Q N P RNHTFRCOQV QF Y G L S E N
TGGZAGAACCCCCGCAACCACTTCCGCTGTCAAGTCCAGTTCTACGGGCTCTCGGAGAAT

Obr. 33
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DEWTQDRAKPVTQIVSABAH
GACGAGTGGACCCAGGATAGGGCCMACCTGTCACCCAGATCGTCAGCGCCGAGGCCTGG

<TCR beta SPojovnik c-fos>

GRADPGGLTDTLQAETDQLE
GGTAGAGCAGACCCCgngGTCTGACTGATACACTCCAAGCGGAGACAGATCAACTTGAA

D K K S A LOQTTETILIA ANTLTULIEKEZKTE KL
GACAAGAAGTCTGCGTTGCAGACCGAGATTGCCAATCTACTGARAGAGAAGGAARAACTA

E F I L A A Y *
GAGTTCATCCTGGCAGCTTACTAG

Obr. 33 - pokracovanie
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TCR beta>
M vV D GG ITOQS P K YULFRI KETSGT QN
ATGGTGGATGGTGGAATCACTCAGTCCCCAAAGTACCTGTTCAGAAAGGARGGACAGAAT

VvV T LS CEOQNU LNUBHUDA AMY # Y R Q D
GTGACCCTGAGTTGTGAACAGAATTTGAACCACGATGCCATGTACTGGTACCGACAGGAC

P G Q GL RLI Y Y S QT V N D F Q K G
CCAGGGCAAGGGCTGAGATTGATCTACTACTCACAGATAGTAAATGACTTTCAGAAAGGA

DI A E G Y s Vv s REIKIKE S F P L T V
GATATAGCTGAAGGGTACAGCGTCTCTCGGGAGAAGAAGGAATCCTTTCCTCTCACTGTG

T S$ A Q K NPTA AU FY UL C A S S SR S s
ACATCGGCCCAARAGAACCCGACAGCTTTCTATCTCTGTGCCAGTAGTTCGAGGAGCTCC

Y E QY F 6P GTRULTV T E D L K N V
TACGAGCAGTACTTCGGGCCGGGCACCAGGCTCACGGTCACAGAGGACCTGAARAACGTT

F P P EV A2V FE P S E A E I § HT Q K
TTCCCACCCGAGGTCGCTGTCTTTGAACCATCAGAAGCAGAGATCTCCCACACCCAAAAG

AT LV CLATGF F Y P D HV E L S W W
GCCACACTGGTGTGCCTGGCCACAGGCT TCTACCCCGACCACGTGGAGCTGAGCTGGTGG

vV NG KE VHS GV S T D P QP UL K E Q
GTGAATGGGAAGGAGGTGCACAGTGGGGTCAGCACAGACCCGCAGCCCCTCAAGGAGCAG

P A L NDSRY S L S S RUILURV S ATTF
CCCGCCCTCAATGACTCCAGATACTCCCTGAGCAGCCGCCTGAGGGTCTCGGCCACCTTC

W Q ¥N P R NHFRCQV Q F Y G L S E N
TGGCAGAACCCCCGCAACCACTTCCGCTGTCAAGTCCAGT TCTACGGGCTCTCGGAGAAT

Obr. 34
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D EWTOQD RAK®PV TQTIUVSATEA A AW
GACGAGTGGACCCAGGATAGGGCCAAACCTGTCACCCAGATCGTCAGCGCCGAGGCCTGG

<TCR beta Spojovnik c-fos>
G R A D P G GUL TD TUL QA AZETUDOQTULE
GGTAGAGCAGACcccgg gGGTCTGACTGATACACTCCAAG CGGA{:ACAGAT CAACTTGAA

D K K S A L QTUETIA ANILILIEKEIKTE KL
GACAAGAAGTCTGCGTTGCAGACCGAGATTGCCAATCTACTGAAAGAGAAGGAAAAACTA

spojovnik Biotinyla&ny privesok ?
E F I L AAYSGS GGG ULNDTITFETEA ADQ

GAGTTCATCCTGGCAGCTTACggatccGGTGGTGGTCTGAACGATATTTTTGAAGCTCAG

K I E W H *
AAAATCGARTGGCATTAA

Obr. 34 - pokracovanie
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Va \4¢
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TCR alfa>
M Q K E V EQNJSGUPUL SV P EGA ATIA
atgCAGAAGGAAGTGGAGCAGAACTCTGGACCCCTCAGTGTTCCAGAGGGAGCCATTGCC

S L NCT Y SDURG S Q S F F W Y ROQ Y
TCTCTCAACTGCACTTACAGTGACCGAGGTTCCCAGTCCTTCTTCTGGTACAGACAATAT

S 6 K S P E L I M S I Y S NG DKEDG
TCTGCGAAAAGCCCTGAGTTGATAATGTCCATATACTCCAATGGTGACARAGAAGATGGA

R f T A QUL NIKASOQY VS L L I RDS
AGGTTTACAGCACAGCTCAATAAAGCCAGCCAGTATGTTTCTCTGCTCATCAGAGACTCC

Q P S DS ATZYULCAVTTUD S WG KL
CAGCCCAGTGATTCAGCCACCTACCTCTGTGCCGTTACAACTGACAGCTGGGGGARATTG

Q F GAGTOQUVVVTZPDTIOQWNUZPDPA
CAGTTTGGAGCAGGGACCCAGGTTGTGGTCACCCCAGATATCCAGAACCCTGACCCTGCC

V Y QLR DS K SSDI K SV CULVFTTDF
GTGTACCAGCTGAGAGACTCTAAATCCAGTGACAAGTCTGTCTGCCTATTCACCGATTTT

D S Q TNV S QS KDSDUV Y I T DI KT
GATTCTCAAACAAATGTGTCACAAAGTAAGGATTCTGATGTGTATATCACAGACAAAACT

vV L DM R S M DVF K SN S A V A W S NK
GTGCTAGACATGAGGTCTATGGACTTCAAGAGCAACAGTGCTGTGGCCTGGAGCAACAAR

S D F A C A NA F NNS I I P EDTFF
TCTGACTTTGCATGTGCAAACGCCTTCAACAACAGCATTATTCCAGAAGACACCTTCTTC
<TCR alfa Spojovnik c-jun>

P S P E S S PG GRTIARTILETEI KUVKT
CCCAGCCCAGAAAGTTCCcccgggGGTAGAATCGCCCGCGCTGGAGGAAAAAGTGAAARCC

L X AQ N S EL A S TA AU NMTULTRE Q VA
TTGASAGCTCAGAACTCGGAGCTGGCGTCCACGGCCAACATGCTCAGGGAACAGGTGGCA

0O L K Q K V M N Y *
CAGCTTAAACAGAAAGTCATGAACTACTAG

Obr. 38
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TCR beta>
M NA GV TOQTZ?PI KT FOQUVLIKTUZGUGQSM
at gAACGCTGGTGTCACTCAGACCCCAAAATTCCAGGTCCTGAAGACAGGACAGAGCATG

T L Q C A Q DMNUHEUZYMS W Y R QD P
ACACTGCAGTGTGCCCAGGATATGAACCATGAATACATGTCCTGGTATCGACAAGACCCA

G M G L R L I HY SV GAUGTITUDOQGE
GGCATGGGGCTGAGGCTGATTCATTACTCAGTTGGTGCTGGTATCACTGACCAAGGAGAR

vV P NG Y NV SRS TTEUDTFEFPUL RL L
GTCCCCAATGGCTACAATGTCTCCAGATCAACCACAGAGGATTTCCCGCTCAGGCTGCTG

S A A P S Q TSV Y FCM ASZ RU®PGIULASG
TCGGCTGCTCCCTCCCAGACATCTGTGTACT TCTGTGCCAGCAGGCCGGGACTAGCGGGA

G R P EOQY FGPGTRULTVTEDTUL K
GGGCGACCAGAGCAGTACTTCGGGCCGGGCACCAGGCTCACGGTCACAGAGGACCTGARR

N V F P P EVAV FEUP S EA AUZETISZBHT
AACGTGTTCCCACCCGAGGTCGCTGTGTTTGAGCCATCAGAAGCAGAGATCTCCCACACC

O K AT LUVCLATTGTE EFY P DHVEL S
CAAAAGGCCACACTGGTGTGCCTGGCCACAGGCTTCTACCCCGACCACGTGGAGCTGAGC

W W V N G KEVHS GV S TDUPOQUPL K
TGGTGGGTGAATGGGAAGGAGGTGCACAGTGGGGTCAGCACAGACCCGCAGCCCCTCAAG

E Q P ALNODT SR RY ALSSRTLTR RV S A
GAGCAGCCCGCCCTCAATGACTCCAGATACGStCTGAGCAGCCGCCTGAGGGTCTCGGCC

T F W Q N PR NUHFRCOQV OQF Y G L S
ACCTTCTGGCAGAACCCCCGCAACCACTTCCGCTGTCAAGTCCAGTTCTACGGGCTCTIG

E N DEWTOQUDRATKTEPUVTOQTI VS AE
GAGAATGACGAGTGGACCCAGGATAGGGCCARACCTGTCACCCAGATCGTCAGCGCCGRAG
<TCR betaspojovnikc-fos>

A W G R A DP GG UL TDTUL QA AETDAQQ
GCCTGGGGTAGAGCAGACCcccgggGGTCTGACTGATACACTCCARGCGGAGACAGATCAA

Obr. 39
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L E 0D K K S AL OQTETIA ANIULTLIKTE K E
CTTGAAGACAAGAAGTCTGCGTTGCAGACCGAGATTGCCAATCTACTGAAAGAGAAGGAA

spojovnik Biotinylagny privesok s
K L E F I L A A Y G S GG G L ND I F E
AAACTAGAGTTCATCCTGGCAGCTTACggatccGGTGGTGGTCTGAACGATATTTTTGAA

A Q K I E W H ~
GCTCAGAAAATCGAATGGCATTAAGCTT

Obr. 39 - pokraovanie
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TCR alfa>
M Q Q K N DDOQQV KQNJS P S5 L S V Q
atgCAACAGAAGAATGATGACCAGCAAGTTAAGCAAAATTCACCATCCCTGAGCGTCCAG

E G R I 5 I L NCD Y TNSMZFEFODYF L
GAAGGRAGAATTTCTATTCTGAACTGTGACTATACTARCAGCATGTTTGATTATTTCCTA

W Y K K Y P A EG P TV FUL I S I S S I K
TGGTACAAAARATACCCTGCTGAAGGTCCTACATTCCTGATATCTATAAGTTCCATTARG

D K N E DGR F TV FLNIKSA AIKUHTIL S
GATAAAAATGAAGATGGAAGATTCACTGTCTTCTTARACARAAGTGCCARGCACCTCTCT

L H I vV P S Q P G D S AV Y FCA A M E
CTGCACATTGTGCCCTCCCAGCCTGGAGACTCTGCAGTGTACTTCTGTGCAGCARTGGAG

G A Q KL V F GG QG TR RULTTIWNUZ®PNTIZQ
GGAGCCCAGAAGCTGGTATTTGGCCAAGGAACCAGGCTGACTATCAACCCAAATATCCAG

N P D P AV Y QL RD S K S SODIKSs VvV C
AACCCTGACCCTGCCGTGTACCAGCTGAGAGACTCTARATCCAGTGACAAGTCTGTCTGC

L F T D F DS QTNUV S QS KD s D V Y
CTATTCACCGATTTTGATTCTCAAACARATGTGTCACAAAGTAAGGATTCTGATGTGTAT

I T D K T VL DM R S M D F KS N S AV
ATCACAGACAAAACTGTGCTAGACATGAGGTCTATGGACTTCAAGAGCAACAGTGCTGTG

A W S N K S b F A CANA ATFNNISGSTITISZE®P
GCCTGGAGCAACAAATCTGACTTTGCATGTGCARACGCCTTCAACAACAGCATTATTCCA
<TCR alfaSpojovnik c-jun>

E DT F F P S P E S S PG OGURTIARILE
GAAGACACCTTCTTCCCCAGCCCAGAAARGTTCCcccgggGGTAGAATCGCCCGGCTGGAG

E K V KT L KA QN S EULASTA AUNMIL
GAAARAGTGAAARCCT TGAAAGCTCAGAACTCGGAGCTGGCGTCCACGGCCAACATGCTC

R E Q VA QL K Q K VMNY "
AGGGAACAGGTGGCACAGCTTAAACAGAAAGTCATGAACTACTAG

Obr. 40
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TCR beta>
M N A G VT QTU®PK K F Q VL KTGQQ S M
atgAACGCTGGTGTCACTCAGACCCCAARAT TCCAGGTCCTGAAGACAGGACAGAGCATG

T L Q C A Q DMNHE Y MS WYROQTDYFP
ACACTGCAGTGTGCCCRGGATATGAACCATGAATACATGTCCTGGTATCGACAAGACCCA

G M GLRTLTIHY S V GAGTITUDAU OQGE
GGCATGGGGCTGAGGCTGATTCATTACTCAGTTGGTGCTGGTATCACTGACCAAGGAGAA

vV P NG Y NV SR S TTEDTFEFUPULIRILL
GTCCCCAATGGCTACARTGTCTCCAGATCAACCACAGAGGATTTCCCGCTCAGGCTGCTG

S A AP S QT SV YF C A S S Y P G G G
TCGGCTGCTCCCTCCCAGACATCTGTGTACTTCTGTGCCAGCAGTTACCaGGaGGGGGGG

F Y EQ Y GG P G T RULTV TETDTIL K N
TTTTACGAGCAGTACTTCGGGCCGGGCACCAGGCTCACGGTCACAGAGGACCTGAAAAAC

v F 2 P EV AV F E P S EA ETI S HT Q
GTGTTCCCACCCGAGGTCGCTGTGTTTGAGCCATCAGARGCAGAGATCTCCCACACCCAA

K A TUL VL ATG F Y P DHV ETL S W
AAGGCCACACTGGTGTGCCTGGCCACAGGCTTCTACCCCGACCACGTGGAGCTGAGCTGG

W V NG K2 VvV HS GV S T D P Q P L K E
TGGGTGAATGGGAAGGAGGTGCACAGTGGGGTCAGCACAGACCCGCAGCCCCTCAAGGAG

Q PAL NDSURYAULS S RLR RV S AT
CAGCCCGCCCTCAATGACTCCAGATACgStCTGAGCAGCCGCCTGAGGGTCTCGGCCACC

F W Q D P I NH FRCOQV QF Y G L S E
TTCTGGCAGgACCCCCSCAACCACTTCCGCTGTCAAGTCCAGTTCTACGGGCTCTCGGAG

N D E W T Q DR A K PV TQI VS A E A
AATGACGAGTGGACCCAGGATAGGGCCAAACCCGTCACCCAGATCGTCAGCGCCGAGGCC
<TCR beta Spojovnikc-fos>

W 6 RADZ?>G G L T DTULIOQA AETDU QL
TGGGGTAGAGCAGACcccgggGGTCTGACTGATACACTCCAAGCGGAGACAGATCAARCTT

Obr. 41
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E D K K S AL QTETIA ANIULILIKTETKTEK
GAAGACAAGAAGTCTGCGTTGCAGACCGAGATTGCCAATCTACTGAAAGAGAAGGAAAAR

spojovnik Biotinylany privesok >
L E F I L A A Y G S GG GULNDTITFTENA-A
CTAGAGTTCATCCTGGCAGCTTACggatccGGTGGTGGTCTGAACGATATTTTTGAAGCT

Q K I E W H *
CAGARAATCGAATGGCATTAAGCTT

Obr. 41 - pokracovanie
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