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Proteiny V regidnu antigénneho receptora T buniek a metddy ich
pripravy

Oblast techniky

Prekladany vyndlez sa vieobecne tyka imunolégie:a mediciny a
tyka sa ﬁplne rekombinantnych proteinov V oblasti receptora T
buniek (TCR), expresnych vektorov s cielYom produkcie komeré&ne
vyufiteIného mnoZstva rekombinantnych proteinov V regidnu
antigénneho receptora T buniek a metéd pouZitia dGplne
rekombinantnych proteinov V regidnu antigénneho receptora T
buniek mna diagnbézu a lielenie chordb alebo poriich imunitného

systému.
raj v 1k
1. ANTIGENNY RECEPTOR T BUNIEK

Imunitnd odpoved’ na cudzorodé antigény je rozdelend do
protilatkovej odpovede, sprostredkovanej B bunkami a bunkovej
imunity, sprostredkovanej T bunkami. Receptorové molekuly
pouZivané B bunkami na rozpoznanie antigénu si imunoglobuliny,
ktoré rozpoznadvaja  konformadlné epitopy na globularnych
proteinoch. Antigénne receptory na T bunkdch majd vztah k
imunoglobulinom, ale wviaZu spracovani antigénnu molekulu v
asociacii s molekulami hlavného histokompatibilného systému (MHC)
(Dembic et al., 1986, Imunol. Today, 7:308).

TCR gény, rovnako ako imunoglobulinové gény, sd zloZené
kédujtGcich regidénov (alebo génovych segmentov), ktoré sa
preskupujit pofas vyvoja T buniek (Chien et al., 1984, Nature,
312:31-35, Hedrick et al., 1984, Nature, 308: 149-153, Yanagi et
al., 1984, Nature, 308:145-149). Lokus Yudského beta retazca
receptora T buniek bol rozsiahle 8tudovany od klonovania prvou
cDNA kédujlcou beta retazec (Yanagi, Y. et al. 1984, Nature,
308:145-149, Hedrick et al. 1984, Nature, 308:149-152, Siu et
al., 1984, Cell, 37:393-401). Tento lokus je komplex génov



obsahujtici oblasti kdédujlce zndme regidny alebo domény beta
retazca: variabilné (V), "diversity" (D) a joining (J) domény.
Tieto kbédujice regidény sa v somatickych bunkdch zG&astiiuja
prestavby spolu s oblastami k&édujGcimi kon¥tantni (C) doménu
(Chien et al., 1984, Nature, 309: 322-326). In situ 3Ztadie
‘idéhtifikovali umiestenie TCR beta lokusu na chromozdéme 7 v 7g35
(Isobe et al., 1985, Science, 228:580). Podla nov&ich hodnoteni
sa tento komplex rozkladd na viac ako 600kb a obsahuje 70-80

segmentov regidnu (Concannon et al., 1986, Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 83: 6598-6602, Tillinghas et al., 1986, Science, 223:
879-883, Kimura et a., 1987, Eur. J. Immunol., 17: 375-383. Lai

et al., 1988, Nature, 331: 543-546). Tieto génové segmenty V
regiénu susedia s dvoma tandemovo organizovanymi regidénmi, z
ktorych kazZdy zahrnuje D a C génovy segment nasledovany nakopenim
Siestich alebo siedmich génovych segmentov J regidénu (Tunnacliffe
et al., 1985, Nucleic Acid res., 13: 6651-6661, Toyonaga et al.,
1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92: 8624-8628). Po nelispefnej
prestavbe V, D a J kbédujlcich regiénov (génovych segmentov) sa
translatovany polypeptid beta retazca péaruje s TCR alfa retazcom
a mdZe byt exprivovany na povrchu T buniek (uvedené Kronenbergom
et al., 1986, Ann. Rev. Immunol., 4: 529-591).

TCR alfa a deltalokus si vedla na chromozdéme 14. TCR delta
kédujice regidny sG@ Uplne  vnitri alfa génového 1lokusu
(Sataanarayna et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci USA 85:
8166-8170, Chien et al., 1987, Nature, 330: 722-727, Elliot et
al., 1988, Nature, 1985, 331: 627-631). Odhaduje sa, Ze je 45-50
Valfa kdédujlcich regiénov (Becker et al., 1985, Nature, 317:
430-434), zatial &o je 1len pribliZne 10 Vdelta k&édujGcich
regidénov (Chien et al., 1987, supra). V periférnej krvi sa javia
byt dva Vdelta kédujGce regidény predominantne exprivované,
konkrétne Vdelta 1 a Vdelta 2.

Gama TCR gén bol najprv identifikovany v myZ3iach (Saito et
al., Nature, 309: 757-762, Kranz et al., 1985, Nature, 313,
762-755, Hayday et al., 1985, Cell, 40: 259-269) a potom v Yudoch
(Lefranc et al., 1985, Nature, 316: 464-466, Murre et al., 1985,



Nature, 316: 549-552). Ludsky gama TCR lokus je zrejme zloZeny z
5 aZ desiatich V, piatich J a dvoch V kbédujGcich regidnov
(Dialynas et al., 1986, Proc. Natl Acad. Sci. USA, 83: 2619).

TCR diverzita a tak Specificita T buniek, je odvodend =z
niekolkych pramefiov (Barth et al., 1985, Nature, 316: 517-523,
Fink et al., 1986, Nature, 321: 219-225):multiplicity génovych
segmentov germinativnych 1inii (Chien et al., 1984, Nature, 309:
322-326, Malissen et al., 1984, Cell, 37: 1101-1110, Gascoigne et
al., 1984, Nature, 310: 387-391, Kavaler et al., 1984, Nature,
310: 421-423, Siu et al, 1984, Nature, 311: 344-349, Pattern et
al., 1984, Nature, 312: 40-46), kombinatori&lnou diversitou
spbsobenou nahromadenim rdznych V, D a J kdédujlcich regidnov (Siu
et al., 1984, Cell 37: 393-401, Goverman et al., 1985, Cell. 40:
859-867) a junk&nou flexibilitou, diverzitou N regidnu a pouZitim
bud hromadnych D regidénov alebo ktoréhokolvek =z troch
transladnych &itacich ra&mlekov pre Dbeta segmenty. TCR diverzita
zrejme neprameni z mechanizmu somatickej hypermutdcie pozorovanej
pre imunoglobuliny (Barth et al., supra.). Vysledkom tohto
mechanizmu’ je, 2e TCR s generované s odli3nostami v ich
amino-termindlnych  alebo N-termindlnych doménach (t.j. sa
konStruované z kombinécii V, D a J kdédujficich regidnov), ale inde
sa zhoduji, zahrnujic do toho ich karboxy-termindlne alebo
C-termindlne domény (ktoré tvoria konStantné regiény TCR). V
silade s tym je generovany extrémne $iroky repertod&r TCR molekdl.

Stddie  Btruktiry a diverzity variabilnych kédujdcich
regidénov Iudskych TCR beta retazcov viedli k rozdeleniu t¥chto
kédujicich regidnov do odlisnych podrodin V regidénu (Tillinghast -
et al., 1986, Science, 223: 879-883, Concannon et al. 1986. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 83: 6598-6602, Boerst et al., 1987, J.
Immunol., 139: 1952-1959). KaZdd z podrodin V regiénu mdZe byt
charakterizovand zhodou sekvencii a obsahuje podobné kédujice
regidny vykazujlic tak va&3iu ako 75% podobnost v DNA sekvencii.
Napriklad Bestndst mySacich Vbeta sekvencii bolo kategorizovanych
do Strndstich odli&nych podrodin pomocou stanovenej, ale
jednoduchej numerickej nomenklatry pre Vbeta génové segmenty



(pozri Barth et al., 1985, "The Murine T Cell receptor Employs
a limited repertoire of expressed Vbeta gene segments", Nature,
316: 517-523). V stilade s touto nomenkaltlrou ¢lenovia podrodiny
majl spolo&ni prvii <&islicu liSia sa v druhej, preto Vbeta8.1l,
Vbeta8.2 a Vbeta8.3 s &lenmi Vbeta8 podrodiny. Podobny systém
bol navrhnuty pre Yudské ‘kédujﬁce‘ regidny. Pre Iudi bolo
pribliZne 690 Vbeta kédujticich regiénov rozdelén?éh do aspori 24
rodin (Toyonaga a Mak, 1988, Ann. Rav. Immuno. 5: 585, Wilson et
al.,1988, Immunol. Rev., 101: 149 a Robinson, M.A., 1991, J.
Immunol., 146: 4392).

2. T BUNKY V AUTOIMUNITE

T bunky hrajG svoju fGlohu v diferencidcii a regulécii
efektorovych mechanizmov v imunitnom systéme (Paul et al., 1987,
Science, 195: 1293-1300). Spolo¢né rozpoznavanie antigénu a
molekdl hlavného histokompatibilného systému musi byt Specifické
a precizne regulované, pretoZe nevhodna imunitnd odpoved vedie k
autoimunite. Niekolko laboratérii Studovalo choroby, v ktorych sa
javi byt nevhodni imunitnd odpoved, ako je autoimunita a niektoré
formy imunodeficiencii a wurcéovalo Glohu T buniek v patogenéze
takychto chordb.

Niektoré neZiadGce imunitné odpovede sG charakterizované
klonélnou alebo oligoklondlnou expanziou zvlastnej TCR
kompozicie, ako napriklad pri malignité&ch, ktoré vedd k
T-bunkovym leukémidm alebo lymfémom (pozri napr. Jack et al.,
1990, Am. J. Pathol., 136: 17, Nitta et al., 1990, Science, 249:
672 a Yoshino et al., 1991, Int. J. Cancer, 47: 654). Pokial ide
o T bunkové leukémie a lymfdémy, hrad TCR Gilohu ako unikatny
nadorovy marker, pretoZe je stabilne prestavovany a prezentovany
na povrchu buniek. ZvlaStna TCR kompozicia je tieZ naznalend pre
organové &tepy, ktorych T lymfocyty majd TCR reaktivny s MHC
antigénmi jednotlivych darcov, napriklad d&rcov kostnej drene.

Niekolko skupin popisalo selektivnu expresiu TCR V regidénu v
istych autoimunitnych situdciach. Napriklad Grunvlad et al.



uviedol ako prednostni expresiu V alfa 2.3 génového produktu na
CD 4+ bunkdch 2z bronchoalveolarnej 1lavéazZe v porovnani s
lymfocytmi z periférnej krvi pacientov so sarkoiddézou (Grunvlad
et al. 1992. Eur. J. Immunol., 22: 129). Pokial ide o Kawasakiho
chorobu, bola uvedend prednostnd expanzia Vbeta2 a Vbeta8 T
‘buniek na zaliatku choroby (Abe J. et al., 1992, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 89: 4066). | |

Reumatoidnd artritida (RA)bola $Siroko &tudovand z tychto
hlYadisk. Niektori vyskumnici uviedli prednostni expanziu ist$ch
podskupin T buniek, t.j. DerSimonian et al., 1993, J. Exp. Med.,
177: 1623 (preferennd expanzia T buniek nestcich V alfa 12.1 v
CD8+ T 1lymfocytoch periférnej krvi). Stamenkovic et al., 1988,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 1179 (T bunky infiltrujice
synovidlnu membr&nu kultivovanej IL2 boli oligoklondlne pri
Southern bol analyze). Paliard et al., 1991, Science, 253: 325
(hypotéza, Ze superantigénom aktivované Vbetal4 T buniek,
vrdtane autorekativnych T buniek, expandujd klondlne a migrujd do
synovidlnej tekutiny RA pacientov), Howell et al., 1991, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 88: 10921 (uvddza pouZitie jednotlivych
génov Vbeta3, 14 a 17 V regidénu T buniek v IL 2R+ bunkdch zo
synovidlnej tekutiny RA pacientov), Uematsu et al., 1991, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88: 8534 (pouZitie oligoklondlnych génov V
oblasti T buniek v T bunkéch synovidlnej tekutiny jednotlivych RA
individui), Medzindrodnid Patentova Publikéacia WO 90/06758
(implikacia Vbeta3, 9 a 10 pre RA).

Zapalové ¢revné choroby boli tieZ Siroko Studované.
Niekolko skupin uviedlo expanziu populdcie 7T buniek alebo
preferen&né pouzZitie génu V regidénu TCR t.j. DPosnett et al.,
1990, J. Clin. Invest., 85: 1770, Spencer et al., 1991, J. Clin.
Pathol., 44: 915, Treidosiewitz et al., 1991, Clin. Exp. Immunol.
84: 440, Van Kerckhove et al., 1992, J. Exp. Med., 175: 57. Ini
popisali preferen&né vyuZitie TCR génu pokial ide o Mycobacterium
leprae (van Shooten et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:
11244, Wang et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90> 188.



Roztrisena sklerdza (MS) je autoimunitna choroba
charakterizovana infiltrdciou centrdlneho nervového systému
mononukledrnmi a demyelinizaciou. Aj ked je patogenéza MS
neznama, pri vzniku choroby sa uplatfiuji ako vplyvy genetické,
tak aj vplyvy prostredia. Hlavné zloZky genetickej predispozicie
zahrnujd "asocidciu choroby s jednotlivymi haplotypmi triedy 1II
hlavného histokompatibilného komplexu (MHC) (Terasaid et al.,
1976, Science, 1933: 1245-1247., Ho et al., 1982, Imunnogenetics,
15: 509-517, Spielman et al., 1982, Epidemial. Rev., 4: 45-65,
Francis et al., 1986, Lancet, 1: 211, Elian et al., 1987, Disease
Markers, 5: 89-99, Urban et al., 1988, Cell, 54: 577-592,
Vanderbark et al., 1989, Nature, 341: 541-544, Howell et al.,
1989, Science, 246: 668-670).

Bolo ukézané, ze T bunky izolované z cerebrospindlneho moku
pacientov trpiacich MS vyuzivaji obmedzend sadu génov V regidénu
TCR. DemonStracia in vivo aktivovanych T buniek Specifickych voéi
myeolobdzickému proteinu (MBP) implikovala MBP reaktivnej T bunky
v patogenéze chordb (Wucherpfennig, K. W. et al., 1950, Science,
248: 1016-1019). $tddia s vyu¥itim amplifikdcie cDNA
polymerdzovou retazcovou reakciou (PCR) s TCR Vbeta primérmi
ukézala, Ze MBP reaktivnej T bunkovej 1linie vyufivaji len
obmedzené mnoZstvo Vbeta koédujlcich regidnov (Wucherpfenning, K.
W. et al., 1990, supra (Vbetal7 a v menSom rozsahu Vbetal2 st
tasto vyuZivané na rozpoznanie imunodominantného regidnu ludského
autoantigénu MBP), Oksenberg, J. R. et al., Nature, 362: 68-70
(prestavba Vbeta5.2 a/alebo YVbeta5.3 génov bola detegovand v
mozgoch pacientov s istym HLA fenotypom), Kotzin, B. L., 1991,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 9161-9165 (prednostné pouZitie
beta retazcov variabilného regiénu 5.2/5.3 a v men3om rozsahu
Vbeta6.1l pozorované medzi MBP Specifickymi klonmi pacientov s
MS) . V¢sledky niektorych $tadii tieZ oznadujG, Ze je obmedzend
expresia génov TCR Valfa v MS mozgovych léziach (Oksenberg, J. R.
et al., 1990, Nature, 345: 344-346) .

3. PRISTUPY K TERAPII SPROSTREDKOVANEJ T BUNKAMI
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V minulosti boli snahy selektivne ovplyvnit T bunkovi
populédciu jednotlivca =zamerané na vakcindciu pomocou celych
Zivych alebo atenuovanych T lymfocytov (pre prehlad tohto
pristupu pozri Cohen, I. R., 1986, Immunol. Rev., 94: 5-21),
alebo s peptidovou vakcinou zaloZenou na selekcii &pecifickej
Casti peptidu TCR V regidnu. Tieto pristupy boli zaloZené na
novom =zisteni, Ze potencidlne patogénne T bunky preferen&ne
pouzivajl limitovand sadu V kédujlcich regidnov. Pristup vyvinuty
Cohenom pouziva Zivé alebo atenuované T bunky ako vakcinu na
liegenie alebo prevenciu, inter alia, experimentédlne
autoimunitnej encefalomyelitidy (EAE). AvS3ak tento pristup je
obmedzeny zavislostou od izoléacie klonov  pre ochorenie
Specifickych T buniek: je nevyhnutné liedit kaZdého pacienta jeho
vlastnymi expandovanymi bunkami, ako vyZaduje "Sitd na mieru"
alebo individullna terapia (pozri Zhang et al., 1993, Science,
261: 1451).

Ini  predpokladali terapeutické vyuZitie TCR peptidov
zaloZenych na vyuZiti TCR V regibnu (Offner H., 1991, Science,
251: 430 (lie&ba peptidmi zaloZenymi na TCR Vbetas8
aminokyselinovanych sekvencidch redukovala vaZnost choroby a
akcelerovala zotavenie potkanov Lewis), Hashim, G. A., et al.,
1992, J. Immunol., 149: 2803-2809, Ofner, H. et al., 1992, J.
Immunol., 148: 1706-1711, Offner, H. et al., 1991, J. Immunol.,
146: 4165-417, ale pozri Sun, D. 1992, Cell. Immunol., 141:
200-210) . Tieto peptidy sG vSeobecne kréatke peptidy, obvykle s
di%kou medzi 8-25 aminokyselinami, a v¥nimo&ne s dlfkou v&&Zou
ako 30 aminokyselin. Napriklad 21 aminokyselinovy peptid pritomny
na TCR retazci asociovany s EAE bol pouZity na prevenciu EAE
potkanov Lewis (Vandenbérk, A. A. et al., 1989, Nature, 341:
541-544, Vandenbark, A. A., International Patent Publication
W0/01133, pozri tieZ Janeway, C. A. 1989, Nature, 341: 482-483).
Ini popisali, Ze eSte krat8ie peptidy s 8-11 aminokyselinami,
kore8pondujlice s &astou beta retacza VDJ regiénu alebo J alfa
regidénu sa ukazujQ byt efektivne ako vakciny pouZivané bud na
prevenciu alebo redukciu vaZnosti EAE na modele potkana (Howel,
M. D. et al., 1989, Science, 246: 668-671, Howel, M. D. et al.,
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Medzindrodnéd patentova publikdcia WO 92/12996) .

Peptidy odvodené od TCR proteinu boli v8eobecne vybrané ako
kandidiati  pre autoimunitné terapeutikd vzhlYadom na Iahka
peptidovi syntézu a vzhladom na to, Ze Ziadna z metdd nebola
pretym vhodnd pre produkciu dilh¥ich proteinov TCR V regiénu
v dostatofnom mnoZstve a so signifikantnou biologickou aktivitou.
ESte dbleZitej8ie je to, Ze hlavny nedostatok malych syntetickych
peptidov  je ten, Ze ich poZitie vyiadujé predpovedenie
jedﬁotlivej sekvencie, ktora bude efektivna pri modulovani
imunitnej odpovede. Urfenie musi byt uskutolnené ako antigénne
a imunogénne vlastnosti navrhnutého peptidu, ako napriklad vyskyt
v hypervariabilnom alebo komplementaritu urdujicom regidne (CDR)
V regidénu. NavySe, velkost navrhovanych peptidov odvodenych
z jednotlivych TCR musi politat s udrZanim spravnej epitopovej
StruktQGry na navodenie aktivity T supresorovych buniek alebo na
navodenie uvolnenia protildtok  proti subpopuldcii T buniek
nesticej jednotlivy TCR (s ktorym peptid koreSponduje). Peptidy
s takymito vlastnostami vyZaduji zna&ny &as a vyskum a v mnohych
pripadoch zamy$lanej terapie na Tudi nemd3u byt 'nevyhnutné
experimenty uskuto¢nené z humdnnych alebo etickych dévodov.

NavySe, aby sa ziskala Specifickd antigénna odpoved’
prostrednictvom regula&nych T buniek, musi byt peptid naviazany
na MHC molekuly jednotlivca. MHC antigény pritomné né povrchu
buniek majd polymorfné regidny v ktorych sG Specifické alely
asociované s jednotlivymi individuami. Navy$e, jednotliveci budd
mat dva haplotypy, ¢&o =znamend, Ze tu budd dve odli%né alely
jednotlivého MHC antigénu pre rovnaky lokus. Nie vietky peptidy
maji kapacitu pfe vadzbu na MHC antigény a ani v8etky MHC antigény
sa neviaZu na jednotlivé peptidy, pretoZe existuje mnoZstvo MHC
antigénov pre ka?dy haplotyp. Preto vhodnost takéhoto peptidového
pristupu k T bunkami sprostredkovanej terapii musi byt
determinovand pre haplotyp kaZdého jednotlivca, vyZadujlc tak
vytvorenie peptidov pre jednotlivych pacientov.

4. PRODUKCIA SOLUBILNYCH ANTIGENNYCH RECEPTOROV T BUNIEK !



Produkcia  vdc&8ieho mnoZstva solubilnych TCR proteinov
pomocou rekombinantnej techniky boli problematické z niekolkych
ddvodov. Hlavnou prekdZkou pri produkcii solubilného antigénneho
receptora T buniek je sekrécia v nepritomnosti transmembranového
regiénu (Traunecker A. et al., 1986, Immunol. Today, 10: 29-32).
Jeden vyskumnik bol  schopny ukdzat sekréciu celej dizky
monomérneho beta retazca myS8acieho TCR vratane V, D a J regidnu
nasledovani skrétenou formou Cbeta regidénu. Metodika vyuZivala
vyhody homoldgie medzi karboxylovym koncom lahkého retazca
imunoglobulinu a sekvenciou okolo Cys 241 v TCRbeta retazci.
Vysledny konStrukt vyuZival chimericky gén kédujaci sekvenciu
k-retazca Gvodného peptidu od MPC 11 a rearanZovany VDJ exon.
Vysledny kon3trukt bol exprivovany v cicav&ich bunkdch a bol
detegovany v bunkovom supernatante. Metdéda nebola presveddiva,
avSak znamenala ziskanie Gplnej dI%ky proteinu V regiénu pri
nepritomnosti cudzich proteinovyich sekvencii, preto%e sekrécia
bola zdvisld od pritomnosti skr&teného Cbeta exonu (Gasoigne, N.,
1990, J. Biol. Chem., 265 (16): 9296-9301).

Ind skupina sa pokiiSala dosiahnut expresiu solubilnej formy
TCRbeta retazcov v biochemicky signifikantnom mnoZstve expresiou
rekombinantného TCR heterodiméru ukotveného pomocou fosfatidyl
inozitol glykénovej vazby. Metbébda produkovala malé mnoZstvo (0,5
mg) mnoZstva celého TCR retazca, ktory vyZadoval &tiepenie od
povrchu transfekovanych buniek fosfatidyl inozitol &pecifickou
fosfolipazou C (Lin, A. Y., 1990, Science, 249: 677-679).

Ini produkovali chimerické molekuly mieSanim variabilnych a
konétaﬁtn?ch domén mySacieho TCR s kon$tantnou oblastou Yahkého
retazca k-imunoglobulinu. Vyskumnici boli schopni dosiahnut malé
mnoZstvo secernovanej solubilnej formy heterodimerického alfaTCR
(Greoire, C. et al.,1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
8077-8081) . Gregoire a spol. predviedli myS$aciu chiméru zloZend z
Calfa a Valfa génov KB5-C2 spojenych s C regiénom kapa' Yahkych
retazcov monoklonalnej protilatky S105. TieZz predviedli
VbetaCbetaC kapa chiméru. Obidve boli transfekované do cicav&ich
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B-myeldnovych buniek, ktoré neexprimovali lYahké ani tafké retazce
nativnych imunoglobulinov (pozri tieZ Weber, S. et al., 1992,
Nature, 356: 793-795).

Novotny a spol., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
9646-8650, demonstrovali metdédu produkcie solubilného TCR s
antigén-kombinujGcimi vlastnostami. Synteticky oligo linkér bol
klonovany do C konca Vbeta a N konca Valfa regidnu vytvarajic tym
jednoretazcovy Vbeta Valfa. Vzniknuty expresny vektor kéduje pelB
leader nasledovany okamZzite v ra&m&eku Vbeta linkérom a Valfa
segmentmi. Expresia konZtruktu je pod kontrolou lacZ promotora a
je preto IPTG-indukovatelni.

Ned&vno jedna skupina uk&zala sekréciu malého mnoZstva V
regiénu T bunkového receptora fuzionovaného ku
karboxy-termindlnemu polyhistidinovému "chvostu". Plazmidy
obsahuji pelB leader a siG pod kontrolou chemicky indukovaného
promotora (Ward, E. S., 1991, Scan. J. Immunol., 34: 215-220).
Praca napriek tomu vSak zlyhdva v popise ako =ziskat proteiny V
regidnu antigénneho receptora T buniek pri absencii fdzneho
partnera alebo ako ziskat komerdne vyuZitelné mno%stvo receptora

V regidnu.

Preto je tu velkd potreba prostriedkov a farmaceutickych
kompozicii, Kktoré majd vlastnosti 8Specificity pre cielent
autoimunitna odpoved, predvidatelnosti v  ich ‘selekcii
a vyhodnosti a reprodukovatelnosti pripravy. |

Podstata vyndlezu

Predkladany vyndlez sa tyka vyS8ie uvedenych problémov tym,
Ze poskytuje prvy raz Gspednid produkciu univerzdlneho prostriedku
na lielenie chordb sprostredkovanych uvedenymi T bunkami,
v ktorych sG implikované podskupiny T buniek. PresnejSie, vynédlez
poskytuje vyuZitelné mnoZstvo kompletnych proteinov Vlregiénu
TCR, ktoré mbéZu byt prirodzene spracované, poskytujlic tak: aktivne
fragmenty pre in vivo spracovanie a prezentované ?antigén
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prezentujicimi bunkami kaZdého jedinca, pri elimindcii potreby
"na  mieru gitygchr terapeutickych  prostriedkov. Tie¥ je
poskytovana trieda rekombinantych expresnych vektorov na
produkciu proteinov V regiénu TCR v baktéri&ch. Rekombinantné
proteiny V regidénu TCR tohto vyndlezu s vyuZitelné pri liecbe,
prevencii alebo supresii imunitnych chordb. V inom vyuZiti mdZu
byt TCR molekuly kombinované v zmesi s farﬁaceuticky prijatelnym
nosidom s cielom pouZitia ako terapeutickii kompoziciu. V inom
vyuziti mbZu Dbyt ndrokované proteiny V regiénu TCR pouZité
diagnosticky na charakterizdciu jednotlivych imunitnych chordb.
Proteiny TCR V regidnu predkladaného vyndlezu mdZu byt pouZité
ako diagnostické sondy vzhladom na ich schopnosti viazat sa na
autoprotilatky. Vyhodou predkladaného vynalezu je to, Ze
proteiny V regidénu antigénneho receptora T buniek si exprivované
v nepritomnosti faznych proteinov alebo afinitnych koncoviek.
DalSou vyhodou predkladaného vyndlezu je to, Ze proteiny V
regidénu TCR sG produkované v komer&ne prijatelnom mnoZstve, ktoré
je pouZitelné na pripravu kompozicii, ktoré si terapeuticky
efektivne pri 1liedeni autoimunitnych chordb sprostredkovanych T
bunkami .

Vyndlez dalej poskytuje expresny vektor na produkciu &istej
kompletnej molekuly V regidénu TCR. Expresny vektor vyndlezu
zahrnuje ako zé&kladni jednotku kdédujici regidn pre.V regidn
antigénneho receptora T buniek. TCR k&dujici regién vynélezu
molekula nukleovej kyseliny kédujlGca kompletny protein V regidnu
TCR. Vo vyhodnej realizdcii =zahrnuje TCR koédujGci regidn
Strukturdlne kdédujlice sekvencie pre Vbeta5.3 regién. |

Expresné vektory tu popisané poskytujd prostriedky pre
indukovatelni expresiu proteinov V regiénu TCR. V preferovanej
realizdcii je kédujlca sekvencia pre V regién antigénneho
receptora T buniek pod transkrip&nou kontrolou indukovatelného
bakteridlneho  promotora. V silade s tymto vyndlezom je
indukovatelny bakteridlny promotor subjektom bud’ chemickéj, alebo
termdlnej regulécie. NajlepSie je indukovatelny baEteriélny
promotor subjektom termdlnej indukcie. '
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V jednej realizdcii zahrnuje expresny vektor predkladaného
vyndlezu reguladné gény kdédujlGce proteiny schopné viazat sa na
promotor a tak schopné potladovat transkripciu z indukovatelného
promotora. V preferovanej realizlcii je promotor odvodeny od E.
coli lac operdnu a regulalné gény obsahuji funk&nd mutdciu E.
coli lacI represorového génu. Tento mutantny lacIl gén (lacIts)
kdduje teplotne senzitivny represoricky protein a pouZitie tychto
lacIts génov dovoluje termdlnu indukciu promotora. V preferovanej
realiz8cii je indukovatelny bakteridlny promotor trc promotor a
termdlna indukcia je poskytnutd lacIts regulaénym génom.

V  jednej realizacii je regulaény gén umiesteny na
kotransformovanom vektore. V inej realizdcii je regulalny gén
umiesteny na chromozdédmoch hostitelskych bakteridlnych buniek. V
preferovanej realizacii je regulad&ny gén umiesteny na
rekombinantnom expresnom vektore. \% dalgej preferovanej
realizdcii transkrip&ny smer mutantného lacl génu md rovnaki
orientaciu ako Strukturdlny gén antigénneho receptora T buniek,
xtory mi byt exprimovany. | '

Rekombinantné expresné vektory predkladaného vyndlezu mdZu
vyhodne obsahovat kdédujlice sekvencie pre leader alebo signilny
peptid. Takéto leader sekvencia, fuziionovand v ram&eku a 5' do
kédujiceho regidénu TCR V regidnu, ktory mé byt exprimovany, riadi
syntézu proteinu V regidnu TCR majlceho N-termindlny leader
peptid, ktory postupne riadi sekréciu rekombinantného proteinu
cez membrdnu hostitelskej bunky. Ind realizdcia predkladaného
vynilezu nevyufiva leader sekvencie a poZadovany produkt V
regiénu je izolovany z buniek, t.j. extrakciou modu.

V preferovanej realizdcii obsahuje rekombinantny expresny
vektor predkladaného vynédlezu v 5'-3'smere:trc promotor, vazbové
miesto pre ribozém, voliteln( leader sekvenciu, kédujtici regién
pre kompletny V regidén antigénneho receptora T buniek, stop
koddén, jeden alebo viac transkrip&nych terminétoro&, laclts
regulalny gén tak, Ze smer transkripcie je rovnaky' ako pre
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kédujGci regién V regidénu  antigénneho receptora T buniek,
bakteridlny zdroj replikdcie a gén rezistencie pre tetracyklin.

Tento vyndlez tieZ poskytuje metddy produkcie proteinov V
regidnu TCR v signifikantne v&&Som mnoZstve ako bolo predtym

popisané.

Predkladany vynédlez poskytuje kompozicie a metddy na
lieCenie pacientov majlcich imunitné poruchy. Takato 1liecba
zahrnuje podanie kompozicii v sGlade s tymto vyndlezom subjektov,
ktoré potrebujG takato 1liefbu, v mnoZstve a dobe vhodnej na
reguldciu uvedenych poriGch imunity. Vyhodou prezentovaného
vynadlezu je to, fe kompozicie vyndlezu dovoXuji 1lielenie
imunitnych poriGch bez potreby selekcie jednotlivych peptidovych
fragmentov a bez upravovania jednotlivych  kompozicii pre
jednotlivych lie€enych jedincov.

Vynadlez sa tieZ tyka pouzitia proteincv kompletného V
regidénu antigénneho receptora T buniek v terapii autoimunitnych
chordb a porich. V &Zpecifickej realizdcii sa vynélez .t?ka
pouzitia kompletného Vbeta5.3 proteinu v terapii. V inej
realizdcii poskytuje vyndlez kompletné proteiny V. regiénu
antigénneho receptora T buniek na vyrobu 1lieku na lielenie
autoimunitnych chordéb a porich. Tak je v jednej realizécii
vyndlez schopny pouZit kompletné proteiny V regibénu vo vyrobe
lie¢iva na lieclenie imuhitn?ch chordb ako je MS.

E q l rz ] v . ] - 1 Al ]

Obr.1 - Kompletnd nukleotidova sekvencia [SEQ ID NO.25 a SEQ
ID NO.26] a aminokyselinovd sekvencia [SEQ ID N0O.27] kompletného
Vbeta5.3 proteinu vyndlezu.

Obr.2 - Plazmidovd mapa pKTB-Vbeta5.3. Tento  plazmid
obsahuje Ptrc,trc promotor,gl0,glo leader génovy segment z
bakteriofdgu T7,SD1, v&zbové miesto pre ribozdmy 1,MC,
minicistron kédujlci vdzbové miesto pre ribozdém 2 (SDZMAAG GAG
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(pozri SEQ ID NO.28 pre kompletni nukleotidovi sekvenciu
minicistronu) a peptid Met Tyr Arg Leu Asn Lys Glu Glu (SEQ ID
NO.29), STII, STII leader sekvencie, Vbeta5.3,Vbeta5.3 kédujtci
regién, T1T2, transkrip&né termindtory rrnB operdnu, lacIts gén
kédujlci teplotne senzitivny lac represor, Ori, zdroj replikédcie
a Tet®, gén rezistencie na tetracyklin. '

Predkladany vyndlez popisuje rekombinantné expresné vektory
a metddy na dostato€ni produkciu vac&Sieho mnozZstva proteinov
V regidénu antigénneho receptora T buniek a ich’  wvyuZitie,
zahrnujGc do toho diagndzu, lielenie, prevenciu alebo supresiu
imunitnych chordb alebo portch. |
- S cielom produkcie vysokych hladin kompletnych proteinov V
regiénu TCR bola vyvinutéd séria vektorov. Navy$e je poskytnutd
metdda produkcie komerdne  vyuZitelného mnoZstva kompletnych
rekombinantnych proteinov V regidénu TCR pouzZitim expresnych
vektorov predkladaného vyndlezu. Metddy a expresné vektory
predkladaného vyndlezu sG unikdtne vdaka tomu, Ze poskytuji
produkciu kompletného V regidénu antigénneho receptora T buniek v
nepritomnosti inych  proteinovych sekvencii alebo flznych
partnerov. Ako je detailne popisané v podstate vyndlezu, supra,V
regién antigénneho receptora T buniek bol v minulosti produkovany
len ako cast vacSieho proteinu a vo velmi nizkej Grovni. Tieto
cudzie proteiny mdZu spdsobovat neZiadicu imunogenicitu, ak s
pouzité in vivo a sG <&asto oznalené povolovacimi dradmi ako
nedovolené znelistenie. Predtym ¢&istené proteiny V regidnu
zahrnuja iné regidény TCR, ako je C regién, fuzionovany s V
fegiénom. Iné konStruované expresné systémy poskytovali TCR V
regidén ako chimericky protein, t.j. V regibén fuzionovany na &ast

imunoglobulinovej molekuly.

Expresné vektory a metdédy tohto vyndlezu poskytuji dalej
zvySené hladiny expresie proteinov V regidénu antigénneho
receptora T buniek. Primdrnym Gmyslom  pri produkcii proteinu,
ktory mda komer&né vyuZitie, napriklad vo vyskume, diagnostike a
terapii, je vyrobenie komer&ne vyuZitelného mnoZstva proteinu.
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Predkladany vynalez preto poskytuje zvySenid produkciu proteinov V
regiénu TCR. Predkladany vyndlez umoZiiuje produkciu prbteinov \
regiénu vo vd&Som mnozZstve, t.j. od 1 do 500 mg/l bakteridlnej
kultdry, alebo viac. Vyhodne je Groveinl produkcie proteinov asporil
100 mg/liter.- V najpreferovanejfej realizécii predkladany
vyndlez poskytuje prodﬁkciu aspori 300 mg Vbeta proteinu'na liter
bakteriéinej bunkovej kultGry. |

Metdédy a expresné vektory predkladaného vyndlezu umoZiiuji
produkciu proteinov V regiénu TCR pri absencii cudzich
proteinovych sekvencii. Vyndlez tak eliminuje niekolko krokov
spojenych so =ziskavanim purifikovanych proteinov V regidénu TCR,
ak je pripravovany podla predchadzajiceho postupu. v jednej
realizacii umozZrnuje vyndlez expresiu zvySeného mnoZstva proteinov
V regidénu pomocou termélnej indukcie, ktord vyluluje nevyhnutnost
eliminovania chemickych inducérov, ako je IPTG. PretoZe proteiny
V regiénu TCR sG produkované v stlade s vyndlez bez pritomnosti
cudzich  proteinov, umoZifiuje vyndlez 2zjednoduSenii produkcie
relativne ¢istych  produktov, Vyndlez eliminuje dal$ie
spracovatelské kroky, ako je zavedenie enzymov alebo chemickych
prostriedkov do systému vylGlenia proteinov, ako si akékolvek
fuzionované non-TCR peptidové segmenty alebo afinitné kondeky.
Takéto manipuldcie nie sG len vhodné na redukciu mnoZstva
ziskaného V regidn produktu, ale tieZ vkladaji elementy, ktoré

musia byt eliminované, t.j. pomocou daldich purifika&nych krokov.
1. V REGION ANTIGENNEHO RECEPTORA T BUNIEK

Protein \' regiénu antigénneho receptora T  buniek
predkladaného vynélézu je kompletny V regién antigénneho
receptora T buniek. Kompletny protein V regidénu TCR je kdédovany
kédujlcim regidénom pre V regién antigénneho receptora T buniek.
Kédujici regidén TCRV regidénu je nukleotidovd sekvencia kdédujlica
kompletny protein V regidénu antigénneho receptora T buniek.
V rozsahu tohto vyndlezu zahrnuje V regidn variabilﬁ? regidn
antigénneho receptora T buniek. V roz8irenom pohlade mdZu byt
poznatky tohto vyndlezu aplikované s cielom ziskania izvyéenej
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expresie TCR proteinov, vritane V regiénu a navy$e, celého alebo
tast D a/alebo J regidnu. Proteiny V regidénu TCR sl produkované
pri nepritomnosti cudzich  proteinovych sekvencii, ako je
napriklad iny TCR regidn, tak ako konStantny regidn,
transmembranovy regidén alebo cytoplazmaticky regién.' Navyse,
- protein V regiénu TCR vyndlezu je produkovany vV nepritomnosti
non-TCR fhznych partnerov, ako s afinitné kon&eky. Navyse,
protein V regidénu TCR nie je produkovany ako sifast vddSieho
chimerického '~ proteinu  obsahujiceho  Zast inej proteinovej
molekuly,‘ako je imunoglobulinovy protein.

Rozpoznanie toho, Ze DNA sekvencia  kbédujfica jeden z
komplementaritu ur&ujlcich regidénov (CDR) V regidénu receptorov T
buniek mdZe aktudlne preklenit znadme spojenie medzi V a D
kédujlicimi regidénmi (tak ako v pripade CDR 3 Vbeta5.3) ako je tu
pouZzité, ukazuje, Ze "celd dlZka" kédujiceho regidénu V regidnu
mbéZe zahrnovat celé kdédujicu sekvenciu takéhoto CDR, ktory
preklenuje V-D spojenie, &ast takéhoto CDR, ktory Jje 1len
umiesteny v znamom V regidne alebo Ziadnu zo sekvencii kédujicich
takyto  CDR. NavyZe, kompletny protein V regibénu antigénneho
receptora T buniek predkladaného vynédlezu mbZe byt akykolvek
V regidn antigénneho receptora T buniek a nie je obmedzeny len na
Vbeta regidny (t.j. regiény TCR beta retazca). Preto proteiny V
regidénu antigénneho receptora T buniek mbd%u byt variabilné
regidény alfa podjednotky, delta podjednotky alebo gama
podjednotky.

V preferovane] realizdcii je protein V regidnu TCR akykolvek
V regidén antigénneho receptora T bunky, pre ktor?’je vhodna
kompletnd kbédujlca sekvencia. Metddy na ziskanie kompletnej
kédujicej sekvencie predkladaného vyndlezu sG v obore dobre
zndme. DNA sekvencie domén ludského V regiénu mdZu byt izolované
podla dobre znadmych postupov z celého mnoZstva ludskych buniek.
Vyhodne st tieto bunky T lymfocyty periférnej krvi. '

DNA sekvencie predkladaného vyndlezu mdZ¥u byt pripravené
pomocou rdznych ciest. Je preferované, aby DNA sekvencie V
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regiénov antigénnych receptorov T buniek boli pripravované
pomocou polymerdzovej retazcovej reakcie (PCR) pou%itim DNA
sekvencili kb&dujacich intaktny TCR ako templéaty. Eudsky V beta
regién méZe byt pripraveny napriklad cestou amplifikdcie cDNA
pripravenej z Iudskych lymfocytov periférnej krvi stimulovangch
anti-CD3 protildtkou, podla postupu Choie. et al., 1989, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86: 8941-8945. | |

V jednom aspekte predkladaného vyndlezu je ziskany kompletny
V regién antigénneho receptora T buniek z akéhokolvek klonu
obsahujiGceho kompletni sekvenciu. Napriklad niektoré sekvencie V
regiénu TCR a cDNA klony obsahujlice kompletné kdédujice regidny st
popisané Concannonom et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:
6598-6602.

Preferované proteiny V regidénu TCR predkladaného vyhélezu st
tie, ktoré s implikované pre imunitné choroby 'a poruchy,
konkrétne Vbeta 8.1 (Kawasakiho choroba, pozri Abe et al., 1992,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4066), Vbeta 6.1 (lepra, pozri
Wang et al., 1993 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 188, Vbeta 5.1
(Lymsk& choroba, pozri Lahesma et al., 1993, J Immunol.,
150:4125), Vbeta 5.2 alebo Vbeta 5.3 alebo Vbeta 6.1 (roztriisena

sklerbza, porzi Kotzin et al., 1991 Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88:9161), Vbeta 2.1 alebo Vbeta 3.1 (reumatoidnd artritida, pozri
Uematsu et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 8543).

(Pozri tieZ Hafler, D. A. et al., 1988, J. Exp. Med., 167: 1313 a
Mantagazza R. et al., 1990, Autoimunity, 3: 431).

TCR exprimovany klonmi T buniek pri autoimunitngch chorobéch
alebo klonmi T buniek odpovedajicich na jednotlivé autoantigény
méZu byt identifikované pouzitim TCR &pecifickjych protilétok,
napriklad polyklon&lnych, monoklondlnych  alebo chimerickych
protilatok, ktoré s Specifické pre TCR variabilné segment spolu
s metddou znalenia protildtok, ako je fluorescendnd mikroskopia,
prietokovad cytometria, imunocytochémi alebo iné techniky v obore
dobre zname. Takéto protildtky sO popisané pre mnoZstvo alfa
a/alebo beta retazcov V  regibénov TCR (pozri hapriklad
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medzindrodnad patentovd publikacia WO 90/06758).

Alternativne mdZe byt DNA alebo mRNA klonov 'T buniek
oznalend priamo, alebo po amplifikacii PCR (Synha et al., 1988,
Science, 239:1026, Saiki et al., 1986, Nature, 324: 163) a
Specificky hybridizdvané prébami. - nukleovych kyselin pre r&zne
rodiny TCR génov ‘pouZitim hybridiza&ngch metéd v obore dobre
znédmych. TCR sekvencie alebo ich &asti mdZu byt ziskané priamo z
amplifikovanej, rearanfovanej DNA alebo mRNA.

Expresia  jednotlivych TCR mbZe byt tieZ identifikované
ur&enim sekvencie nukleovych kyselin kédujGcich aspoii &ast TCR,
napriklad po klonovani TCR V génu, alebo ur&enim aminokyselinovej
sekvencie aspoil &asti TCR proteinu. Je zrejmé&, Ze akfkolvek z
vy&Sie wuvedenych pristupov, alebo iné pristupy v obore zname,
povedie k identifiké&cii. TCR exprimovaného na T bunk&ch alebo
linidch T buniek.

_ Priklady molekuldrnych pristupov pouZitych na koreldciu TCR
génovej expresie pri chorobach zahrnuja"

(1) Produkciu a analyzu cDNA kniZnic =ziskanych s chorobou
spojenych T buniek od jedného alebo viacerych. subjektov
majlcich tito chorobu, aby sa urfila pritomnost frekventne
pouzZivanych alebo dominantnych TCR génov. i

(2) Southern analyzu vzoriek choroby na urlenie Specifického
génového  polymorfilizmu (t.j. RFLP) alebo existencie
oligoklondlnych TCR prestavieb.

(3) Analyzu vzoriek  choroby cDNA  pomocou syntézy, PCR
amplifikécie, a slot blot hybridiz&cie a

(4) In situ hybridiz&ciu nukleovych kyselin T buniek TCR prébami
bez predchéddzajicej kultivacie tychto buniek.

Preferované proteiny V regidénu TCR zahrnuji Vbeta 8.1, Vbeta
5.2 alebo Vbeta ©5.3. Dvojvlédknovd ¢DNA kdédujica Vbeta 5.3 a
aminokyselinové sekvencia pre Vbeta 5.3 je uk&zana na obrdzku 1
(pozri SEQ ID NOS 25, 26 a 27). |
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Klony V regiénu antigénneho receptora T bunieki mdzZu byt
zavedené do expresnych vektorov predkladaného vynilezu pomocou
metdd v obore dobre zndmych. Napriklad z ¢DNA klonu je V regidn
syntetizovany PCR inkorporovanim inicia&ného ATG do 5' konca.
MbéZe byt syntetizované akékolvek vhodné reitrikéné miesto, ktoré
inkorporuje inicialny klon a rekondtituuje 5' kédujtci regidén V
regidénu. V preferovanej realizdcii je redtrikdnym miestom Ncol
miesto. Sop koddn a vhodné re&trik&né miesto sG uloZené do 3
konca koédujlcej sekvencie pre V regidén tak, Ze mdie byt
subklonovana do vektora.

Malo byt jasné, Ze metodolégia tohto vyndlezu mdfe byt
pouzita na pripravu kompletnych V regidénov TCR odvodenych od
zvieracich druhov inych ako huménnych.

2. EXPRESNE VEKTORY

Rekombinantnym expresnym vektorom v rozsahu tohto vyndlezu
je plazmid, ktory obsahuje exogénnu DNA vo forme nukleovej
kyseliny k&dujGcej V regién TCR, ktory mé& byt exprivovany.
Rekombinantny expresny vektor predkladaného vyndlezu je vloZeny
do buniek bakteridlneho hostitela napriklad pomocou transformicie
a transformanty, ktoré exprivujl poZadovany protein V regidénu, si
izolované a klonované.

Predkladany vyndlez sa tyka expresnych vektorov obsahujlcich
DNA sekvenciu k&dujGcu pre kompletny protein V regidnu TCR.
Vyhodne proteiny V regiénu TCR sG tie proteiny antigénnych
receptorov T buniek, ktoré si tu popiséné. Expresny vektor v
rozsahu tohto vyndlezu je plazmid obsahujici gény V regiénu TCR,
ktoré majt byt exprimované, pod transkrip&nou a trénslaénou
kontrolou regulalnych elementov, ako je napriklad promotor,
vdzbové miesto pre ribozdmy a transkrip&ny termindtor. NavySe
obsahuje zdroj replikacie na stabilnd replikaciu baktérie. TieZ
vyhodne obsahuje gény kbédujlce rezistenciu na antibiotika
ulah&ujice selekciu transformovanych buniek nesﬁcichiplazmid.

1
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Expresia klonovanych sekvencii sa vyskytuje, ak je expresny
vektor vloZeny do vhodnej hostitelskej bunky.

Expresné vektory pouZité v predkladanom vyndleze s &asto vo
forme plazmidu. Plazmidy znamenajd cirkuldrnu dvojvléknovﬁ DNA
sekvenciu, ' ktoré nie sa integfované ‘do chromozémov. Expresné
vektory predkladaného vynadlezu mdZu tieZ obsahovatf iné DNA
sekvencie, ako napriklad leader alebo signédlne sekvencie, ktoré
si uZitolné pre zameranie alebo stabilitu expresnych produktov
a/alebo reguladné sekvencie, ktoré umoZiiuji modulédciu génovej
expresie, napriklad odpovedou na zmenu teploty alebo zmenu
zloZenia kultivadného média.

Expresné wvektory obsahujG jednu alebo viac kdntrolnych
sekvencii funk&ne viazanych na sekvencie kédujlce V regién TCR.
Termin "funk&ne viazany" v rozsahu tohto vyndlezu znamena, Ze
jedna sekvencia nukleovych kyselin, ktord mé regulaéqﬁ funkciu
pre génovi expresiu alebo kédduje funkéntG proteinovi doménu, je
kovalentne viazand na bud 3' alebo 5' k druhej sekvencii
nukleovych kyselin kbédujlicich protein tak, 3%e regulaéné'funkcia
pouzitd na druhG sekvenciu nukleovych kyselin alebo kédovanych
funk&nych domén bude fuzionovand do ram&eka k proteinu kdédovanému
druhou nukleovou Kkyselinou. Takéto regulalné funkcie pre génovi
expresiu obvykle zahrnuji inicidciu transkripcie, termindciu
transkripcie a spracovanie mRNA transkriptu. Sekvencie nukleovych
kyselin, ktoré vykazuji takéto regulalné funkcie na génovi
expresiu, zahrnujua promotory transkripcie, transkrip&né
termindtory a signdly mRNA spracovania. Funk&né doméﬁy, ktoré
mdZu byt funk&ne viazané na iné proteiny zahrnujl ‘napriklad
leader alebo signdlne peptidy, ktoré dovoluji transportiproteinov
cez bunkovi membranu.

V jednej realizacii —mdZe byt promotorom indukovatelny
promotor. V preferovanej realizdcii je promotor taky, Ze mdZe byt
regulovany pritomnostou alebo absenciou istych komponenﬁov média.
V obore skGSania je  poznatelné, ¥Ye niektoré bakteridlne

promotorové subjekty na kontrolu pritomnosti alebo: absencie
i
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istych komponentov média, mdZu byt pouZité v spojeni s éxpresn?mi
vektormi predkladaného vyndlezu. Je preferované, aby éromotorom
bol silny bakteridlny promotor, ako je lac promotor, tac¢ promotor
a trc promotor. Preto v jednej realizacii je vo vektore tohto
vynélezu promotorom pre kdédujicu sekvenciu V regidnu TCR subjekt
regulovany pritomnostou alebo absenciou izopropyl-beta-D-
-tiagalaktopyranozid ‘(IPTG), sponténna chemick& induktorova
molekula 1lac,tac a trc promotorov. V referovanom aspekte je
IPTG-indukovatelny promotor lac promotor alebo tac promotor.
V preferovanejSej realizdcii je IPTG-indukovatelny promotor trc
promotor (Brosius et al., 1985, J. Biol. Chem., 260: 3539-3541),
ktory je podobny tac promotoru, derivovanému pomocou flzie
10-regiénu lac UV5 promotora s -35 regibnu tryptofinového eporénu
(de Boer et al., 1983, Proc. Natl. Sci. USA 80: 21-25, Amann et
al., 1983, Genen, 25: 167-178). Trc promotor je zhodn? s tac
promotorom s vynimkou jedného pdru v promotore (Brosiﬁs et al.,
(1985) supra). @

V dalsej realizdcii je expresny vektor predkladaného
vyndlezu modifikovany tak, aby umoZfoval sekre&nd ' expresiu
kompletného proteinu V regidénu TCR vyndlezu teplotnym posunom.
Podla tejto realizdcie umoZiiuje expresny vektor expresiu proteinu
V regiénu TCR pri absencii chemickych induktorov, &o évyluéuje
pouZitie takychto elementov ako je IPTG a retazca baktériélneho
hostitela s obsahom lacI alebo lacI9 gény. Preferované realizécie
expresnych vektorov predkladaného vyndlezu zahrnuji reguladné
gény, ktoré umoZiiujd termdlnu expresiu. Regulaéné génova
sekvencia je najlep8ie lacIts gén, ktory kédujé ;teplotne
senzitivny lac represor. 3

V dalfej preferovanej realizdcie je lacIts gén lokalizovany
proximdlne od a po retazci od transkrip&ného termindtora a
transkripny smer je rovnaky ako pre kddujicu sekvenciu V
regidénu. '

i
1

NavySe expresné plazmidy tohto vyndlezu vyhodne. obsahuji

jeden alebo viac selektovatelnych markérov. V?hodhe vedie
|
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selektovatelny geneticky markér k rezistencii na antibiotik& ako
je ampicilin, kanamycin alebo tetracyklin. Najvyhodnejdie je
selektovatelny markér gén rezistencie na tetracyklin.

t
|

Dalej vektory obsahuji bakteridlny zdroj replikécie. \'
‘preferovanej realizacii je zdrdj'replikécie odvodeny od pBR322.
Expresny vektor tieZz obsahuje vézbové miesto pre ribozémy a
transkripny termindtor rrnB ribozomdlneho RNA operéﬁu E. coli
(Brosius et al., Plazmid, 6: 112-118).

V preferovanej realizdcii expresny vektor predkladaného
vyndlezu obsahuje ako z&kladné elementy v 5'-3' smere: DNA
sekvenciu, ktord obsahuje promotor a operétor, DNA éekvenciu,
ktorad obsahuje vdzbové miesto pre ribozdmy pre predloZenie mRNA
poZadovaného génu schopného vdzby na ribozémy v hostitelskej
bunke, ATG inicia&ny koddén alebo DNA . sekvenciu, ktora je
konvertovand do ATG inicialného koddénu po insercii poiadovaného
génu do vektora, reStrik&né miesto pre inserciu poZadovaného génu
v ram&eku s ATG inicia¢nym koddénom alebo multiplikovéné miesto
obsahujic niekolko redtrik&nych miest pre inserciu vhédného génu
alebo koédujlceho regidénu, ktory md byt exprivovany, sekvenciu
nukleovych kyselin kdédujicu sekvenciu V regidénu antigénneho
receptora T buniek, ktord md@ byt exprivovand a transkriplnyg
termindtor, ktory sliZi na @&inné ukonlenie transkripcie. Vektor
tie? obsahuje DNA sekvencie, ktoré obsahuji zdroj replikicie z
bakteridlneho plazmidu schopného uskutoénit autondmnu teplikéciu
v hostitelskych bunkdch a DNA sekvencie, ktoré obsahujG gény
asociované so selektovatelnymi alebo identifikévatern?mi
fenotypickymi &rtami, ktoré sa manifestujd, ak je vektor pritomny
v hostiteYovi. Expresn9 vektor mdZe volitelne obsahovat sign&lny
alebo leader kbédujuce sekvencie funk&ne viazané, t.j. fﬁzionované
v ram&eku, na 5' koniec sekvencie nukleovych kyselin kédujﬁci v
regiéon TCR tak, Ze transldcia leader sekvencie-TCR V regidén
sekvencie vedie k leader peptid-V regién TCR fuzionovanému
proteinu, v ktorom leader peptid na amino konci fuzionovaného
proteinu riadi sekréciu proteinu V regidnu TCR cez membranu
hostitelskej bunky. V istej preferovanej realizdcii . obsahuje
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expresny vektor regulal&ny gén pre expresiu sekrétovaného proteinu
teplotnym posunom.

V  preferovanejSej realizécii obsahuje expresﬁy vektor
nasledujice z&kladné elementy v 5'-3' smere: trc promoﬁor, ktory
je zloZeny z -10 regidnu lac UV 5 promotora-fuzionovaﬁému s.-35
regidénom tryptofénového operdénu (de Boer et al., supra,, Amann et
al. (1983) supra), silné ribozdm viaZiice miesto, kédujdce regidn
V regiénu TCR, ktory mé& byt exprimovany, dva trénskripéné
terminitory z rrnB ribozomé&lneho RNA operdnu, laclts géq kéduijici
pre teplotne senzitivny 1lac represor, pBR32 zdroj replikécie
a gén rezistencie pre tetracyklin. Priklad takejto preferovanej
realizdcie, expresny vektor pKBi-Vbeta 5.3 bol uloZeny podla
Budapestianskej zmluvy v American Type Culture Collection (ATCC)

pod prirastkovym &islom 69739 6. janudra 1995. :

Expresné vektory predkladaného vyndlezu mdzu obsahovat
leader sekvencie kdédujlce signdlne peptidy funk&ne viazané na 5'
kédujici regién V regidnu TCR. V expresii bude riédiﬁ amino
termindlny koncovy peptid sekréciu proteinu V regidénu TCR cez
membrdnu hostitelskej bunky, do periplazmy kultiva&ného média.
Odbornik poznd, Ze mnoZstvo leader sekvencii mdZe byt pouZité v
spojeni 8 expresnym vektorom predkladaného vynalezu. Vhodna
leader sekvenciou je pelB signdlna sekvencia z E. carotovora
(Lei et al., 1987, J. Bacteriology, 169: 4379-4383). Ind vhonda
leader sekvencia je termostabilny enterotoxin II} (ST 1II)
signdlnej sekvencie E. coli (Morioka-Fujimoto et al., 1991, Biol.
Chem., 266: 1728.1732). |

\Y% 'jednej realizdcii obsahuje expresny systém STiI leader
sekvenciu a kbédujGci regidn pre V regidén je PCR syntetizovany
tak, aby obsahoval vhodné reStrikéné miesto v 3' konci a
spracované Mlul miesto na 5' konci a tak mbéZe vhodne viazaé Mlul
miesto inkorporované do 3' konca STII leadera. Preto v daldej
preferovanej realizacii obsahuje expresny vektor v smere 5'-3"
:trc promotor, ktory sa skladéd z -10 regibénu lac UV Slpromotora
fuzionovanému s -35 regidnom tryptofanovaného operénu, silné
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ribozém viaZlice miesto, STII leader, kédujlGci regidn V regidnu

antigénneho receptora T buniek, ktord md& byt exﬁrivovany,
transkriplny termindtor 2z rrnB operdnu, laclts gén kdédujici
teplotne senzitivny lac represor, pBR322 zdroj replikacie a gén
rezistencie pre tetracyklin. V najpreferovanejgej rea;izécii je

vektorom pKB-Vbeta5.3. S

Expresny vektor predkladaného vyndlezu mbZe byt koﬂétruovany
pouzitim &Standardnych technik znamych v obore (pozri Maniatis et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1982). :

Predkladany vyndlez sa navy$e zaoberd hostitelskymi bunkami
obsahujicimi expresny vektor, ktory obsahuje DNA sekvenciu pre
kompletny V regién TCR. NavySe, preferované hostitelské bunky
obsahujl expresny vektor, zahrnujici jednu alebo viac kontrolnych
DNA sekvencii schopnych priamej replikdcie alebo expresie DNA
sekvencie kédujlicej pre kompletny protein V regiénu antigénneho
receptora T  buniek. Vhodné  hostitelXské  bunky ;zahrnujﬁ
prokaryotické hostitelské bunky, v preferovanej realizécii si
prokaryotické hostitelské bunky bakteridlne hostitelské bunky,
najlepSie E. coli bunky. Odbornici pochopia 2z okamZitej
aplikécie, Ze pouZitie jednotlivych expresnych vektoroviovplyvni
vyber hostitelskych kmefiov vybranych pre produkciu s cielom
kédovania pre kompletnych proteinov V regidénu TCR. Napriklad
expresné vektory podrobené chemickej indukcii v rozséhu tohto
vynélezu, bakteri&lne hostitelské kmene, ktoré nie sii lacI alebo
lac  I<gén, ktory reguluje trc promotor, s predovietkym
vyuzivané. V expresnych vektoroch v rozsahu tohto vyndlezu si
preferované také, ktoré obsahujli génové regula®né sekvencie ako
lacIts gén, Kktory poskytuje teplotne senzitivny represor a tieZ
bakteridlne hostitelské kmene, ktoré nenesd divoky typ lacI alebo
lacI® gény. Predovietkym je preferovanad hostitelskd bunka LJ24.

V istej realizacii neobsahuje expresny vektor predkladaného
vyndlezu leader sekvenciu. V istej preferovanej realiéécii je
bakteridlny hostitelsky kmefl E. coli BL21, alebo lepéie%proteéza

t
|
|
|
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deficientnej E. coli kmene, ako je SG21163, SG22094, SG21173.

Expresny vektor predkladaného vynalezu mdZu byt zévedené do
hostitelskych buniek pomocou rdznych metéd zndmych v obore, ktoré
sa méZu menit v zAvislosti od typu <celuldrneho hostitela.
Napriklad, pdsobenie chloridu véapenatého alebo elektrokorporéacie
s vS8eobecne pouzivané pre prokaryotické bunky (pozri?véeobecne
Maniatis et al., Molecular Cloning: A.Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1982)).

Ked Dbol exprivovany vektor raz vlioZeny do . vhodnej
hostitelskej bunky, hostitelskd& bunka mb%e byt kultivovand pri
podmienkach dovolujicich expresiu- zna&ného mnoistvojv regidénu
TCR. ‘

Hostitelska bunka obsahujlica expresny vektor, ktory obsahuje
DNA sekvenciu kbédujticu pre proteiny V regidnu TCR mbZe byt
identifikovand pomocou akejkolvek vhodnej metdédy. V nasledujtcich
prikladoch, napriklad, je produkcia proteinov V regidnu TCR
detegovana imunologicky pouzitim imunoskifky. Alternativne
hostitelskd Dbunka obsahujlica expresny vektor predkladaného
vynédlezu mdZe byt identifikovand hodnotenim hladiny trénskripcie
DNA V regidnu TCR meranim 3pecifickych transkriptov V regidénu TCR
v hostitelskej bunke (t.j. nothern blot analyza). V eSte dalSej
metdde mbZe byt hostitelskd bunka obsahujlca expresné vektory
predkladaného vynédlezu identifikovana pomocou i DNA-DNA
hybridiz&cie pouZitim prbéb komplementarnych ku kédujicim
sekvenciam V regiénu TCR vektora.

DNA sekvencie predkladaného vyndlezu, expresné vekﬂdry alebo
DNA molekuly mbZu byt urené pomocou rdznych metdd inémych v
obore. Napriklad pomocou dideoxydovej retazcovej metddy ako ju
popisuje Sanger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:
5463-5467. ‘

t

!
Nasledujtce priklady poskytujG a pouZivaji jednu alebo viac
detek&nych metdd popisanych vy&sie, odbornici mé%u, bez

t
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prehnaného experimentovania lahko vybrat kombindcie expresnych
vektorov a hostitelskych buniek, ktoré poskytuji ;optimélnu
expresiu proteinov V regidénu TCR. Kombinacie jednotlivého
hostitelského kmeila § Jjednotlivym expresnym vektorom tohto
vyndlezu je moZné ziskat relativne vysok( ﬁrqveﬁ: expresie
kompletného proteinu receptora T bunky. V¥hodne je droveii
expresie kompletného proteinu V regibénu TCR aspoil 300 mé na liter
kultdry. Takéto hladiny mdZu Dbyt ziskané napriklad pouZitim
preferovanej realizacie v ktorej je E. coli SG21173 bakteriélnym
hostitelskym kmefiom a pKBi-Vbeta5.3 expresnym vektofom (pozri
priklady, infra). Takéto kombindcie hostitelov a expresnych
vektorov tohto vynélezu dovoluji produkciu signifikantnej
kvantity  kompletného proteinu V regidnu TCR pri menSich
ndkladoch, ako bolo predtym mozZné.

Hned ako s exprivované, mdéZu byt proteinyg vynélezu
purifikované v sllade so $Standardnymi procedGrami, vratane
precipitécie ambniumsulfatom, afinitnou chromatografiou,
koldénovou chromatografiou, gélovou elektroforézou a pod. (pozri
véeobécne Scopes, R., Protein Purification, Springer-Verlag, NY
(1982)) . ’

V preferovanej realizacii je V regidén antigénneho 'receptora
T bunky solubilny. Tym je myslené, 2Ze V regidn antigénneho
receptora T bunky je solubilny vo vodnom systéme. "Solubiln?"
protein je vSeobecne charakterizovany zlyhanim sedimentdcie pri
izbovej teplote pri vysokej G-sile centrifugdcie (100 000 x g) z
vodného  pufra. Solubilita je  predovSetkym dodleZitd pre
zjednodu8enie purifikdcie. V regién antigénneho receptora T bunky
z produkujicich buniek. Vodné pufre pouZité v proteinovej chémii
typicky majt pufrovaciu zlaéeninu na udrZanie -ur¢itého pH
(typicky v medziach fyziologického rozmedzia okoloi PH 5-9),
poskytuji jednotlivé ionizované retazce (typicky medzi 'asi 10 aZ
500 mM) a d&asto zahrnujG proteédzovy inhibitor a stredny
detergent. Prikladom &tandardnych pufrov je fosfétové:pufrované
s8oY, Tris-pufrovand sol a mnoZstvo pufrov pouZivanych n% izoléciu
proteinu (pozri vSeobecne, Methods in Enzymology, Maﬁlers and

:
!
}
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1
Cordes Biological Chemistry (II. vyd), Harper and Row, New York
(1966)) .

3. POUZITIE PROTEINOV ANTIGENNEHO RECEPTORA T BUNKY

Predkladan?v vynalez. poskytuje prvy Kkrat prosttiedky né'
dostatolni a ekonomicki produkciu diagnosticky, terabeﬁticky a
vedecky uZito&ného mnoZstva proteinov V regidédnu TCR, ktory nie je
fiznym proteinom ani nie je naviazany na cudzie sekvencie, ako s

I

afinitné konceky.

A. PouZitie vo vyskume a diagnostike ,

é
Proteiny V regidénu TCR predkladan&ho vynalezu s VyuéiteIné
v 8trukturdlnych a funk&nych StGdidch antigénneho receptora T
buniek (TCR). Okrem ponuky substrdtu alebo vdzbovej domény pre
gpecifické formy TCR mdZu tieto proteiny slaZit ako prostriedky
pre konformalné $tidie, t.j. na pribliZenie nativnej konformicie
réznych Zasti receptora T buniek. |
Proteiny V regiénu T buniek md%u tieZ byt pouZité ako
diagnostické prdby. V jednej preferovanej realizécii%m&iu byt
proteiny V regidénu TCR predkladaného vyndlezu pouZité na urlenie
mnozstva alebo pritomnosti istych podrodin V regiénu TCR v
biologickej vzorky. Jedna takdto skGska je popisana Ritéerhausom,
C. W. v International Patent Publication WO 92/08981 pod né&zvom
"Therapeutic and Diagnostic Methods Using Total Leukocyte Surface
Antigens". Predkladany vynalez poskytuje metddy pre diagndzu
imunitnych chordb ako je napriklad roztrisena sklerdza, pomocou
detekcie 3pecifickych podskupin T buniek asociovangch s;chcrobou.

V inej realizdcii mdZe byt predkladany vyndlez pouZity na
generaciu signifikantného mnoZstva proteinov Vj regidnu
antigénneho receptora T buniek pre pouZitie v ,produkcii
protilatok. Protilatky mbéZ2u byt pripravené pouiitiﬁ mnohych
technik v obore zna&mych. S cielXom produkcie monoﬁlonélnych
protilatok (MAb) mbZ2e byt pouZit& akékolvek metééa, ktoré

i
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poskytuje  produkciu protiléatkovej molekuly konéinuélnymi
bunkovymi liniami v kultGre. Tdto metdda zahrnuje, ale ﬁie je tym
obmedzend, hybridiza&né techniky origin&lne popisané #ohlerom a
Milsteinom, 1975, Nature, 256: 495-497), nov&ie hybridizadné
techniky Yudskych B buniek (Kozbor et al., 1983, Immunol. Today,
4: 72, EBV techniky (Cole et al., Monoclonal Antibddies and
cancer Therapy, ‘Alan R. Liss, 1Inc., stranky 77-96 (1985) a
traumatické techniky. BAko prehlad metéd produkcie protiléatok
pozri: Hartlaw, E., et al., Antibodies: A laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY {1988).

Proteiny V regiénu TCR vyndlezu mdZu byt vyiZité ako
diagnostické préby vzhlYadom na ich  schopnosti reagovat s
autoprotildtkami v biologickych vzorcoch, ‘

Predkladany vyndlez tieZ predklada znaéené? derivaty
proteinov V regiénu TCR, ktoré mdZu byt detegované vhodnymi
monotormi, ako je scintila®nd Geigrova komdrka, alebo
radiograficky film. Takéto derivédty zahrnuji napr. **°I, *377,
*ec, *%s, *H, **2In, °°M, Tc a podobne na in vitro .a in vivo
diagnostické UGcéely.

B. TERAPEUTICKE VYUZITIE

Ako bolo uvedené vy3&ie, tento vyn&lez je épojen? s
imunitnymi chorobami.

Termin "imunitné choroby" tu oznaduje choroby, v ktor?ch je
imunitny systém zapojeny do patogenézy choroby, alebo v ktorych
vhodnd stimuldcia imunitného systému mbé%e viest k ochrane pred
chorobou. Relevantné choroby zahrnujl, ale nie sG nimi obmedzené,
autoimunitné choroby, neoplastické choroby, infekéné choroby,
hypersenzitivitu, transplantaciu, reakciu Stepu proti
hostitelovi a  degenerativne choroby nervového ' systému.
Autoimunitné choroby zahrnuji, ale nie st nimi ébmedzené,
artritidu, ako je napr. reumatoidnd artritida, I typ ,diabetes,
juvenilné diabetes, rozstriaseni sklerdzu, autoimunitnd

|
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tyreoiditidu (Hashimotovi tyreoiditidu), m.yasteniu:l gravis,
systémovy lupus erytematodes (SLE), Sjogrenov syndrém,:Gravesovu
chorobu, Adisonovil chorobu, Goodpasteurov syndrém, sklerodermiu,
dermatomyositidu, myxedém, polymyositidu, perniciosniG anémiu,
zdpalové C&revné choroby vratane Crohnove]j choroby a auﬁoimunitné
atrofické gastritidy a autoimunitnd  hemolytické

. anémiu.
Neoplastické choroby zahrnuji, ale nie sG nimi obmedzené,
lymroproliferativne choroby, ako je leukémia, ? lymfémy,
Non-Hodgkinské lymfdmy a Hodgkinské lymfdémy a karcinéﬁy, ako je
napr. karciném prsnika, tlstého &reva, plic, pelene, éankreasu,
melandém, karcindém ladvin, atd. Infek&né choroby zahrnujd, ale nie
sG nimi obmedzené, virusové infekcie spdsobené virusmi, ako je
HIV, HSV, EBV, CMV, Influenza, Hepatitis, A, B alebo C, mykotické
infekcie, ako s0 napr. tie, ktoré st spdsobené kvasiﬁkami rodu
Candida, parazitlrne infekcie ako s napr. tie, ktoré;spésobuje
schisostoma, filarie, nematoda, trichinela alebo pr&tozoa ako
trypanozomy spdsobujlGce spavi chorobu, plazmodium spésobujﬁce
malariu alebo leishmanie spdsobujlce leishmanidzu a bakteridlne
infekcie ako napriklad tie, ktoré spdsobuji mykobaktérie,
corynobaktérie alebo stafylokokus. Hypersenzitivné choroby
zahrnuji, ale nie sG nimi obmedzené, Typ I hypersenzitivity, ako
je napriklad kontakt s alergénom, ktory vedie k alerg#i, Typ II
hypersenzitivity, ako je napriklad pri Goodpasteurovom syndrdme a
myasténii gravis. |

Terapeutické pouZitie proteinov V regiénu TCR tohto vyndlezu
je zaloZené na koreldcii medzi $pecifickymi imunitnymi 'chorobami
a preferennou expresiou urlitého proteinu V regiénu;bunkového
receptora T buniek alebo ur&itej sekvencie kdédujlcej protein V
regiénu TCR. Aj ked by predkladany vyndlez nemal byt iimitovan?
uréitou vedeckou tedbriou, V regidény TCR si uiitoénéféiastoéne
preto, Ze mdZu byt uZitolné pri reguldcii imunitnej odpovede pre
jednotlivcov. Specificky tam, kde pritomnost alebo abnormélne
vysoka expresia jednotlivého V regidnu koreluje s jednotlivou
imunitnou chorobou, sa d& liedit jednotlivec neutralizdciou T
buniek neslcich wur€ity protein V regidénu. NavySe :2avedenie
proteinu V regidénu TCR mbZe ovplyvnit imunisupresivné funkcie

|
|
|
l
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stimuldciou reguladnych T buniek, ktoré budi épecifickﬁ reagovat
s T bunkami nestcimi cielovy T regién. Je tie% pravdepodobné, Ze
proteiny V regidnu TCR mdZu zvySovat protilatkovi odperd, ktora
bude Specificky interagovat s cielovym regidénom na T bunkéch a

spdtne regulovat imunitni odpoved'.

Kompletné proteiny V regidénu antigénneho receptorg T buniek
predkladaného vyndlezu poskytuji jasné vyhody v lielbe fmunitnych
chordb. Pred predkladanym vyndlezom zahrnovali tefapeutické
moznosti imunitnych chordéb sivisiacich so 8pecifickymi T bunkami
(a) Ziadnu lieCbu s moZnym spontdnnym vylie&enim, (b) lielbu
peptidmi koreSpondujlcimi s jednotlivymi segmentmi 'V regidnu
antigénneho receptora T buniek, (c) ne8pecifickl lieébu, ako je
napr. lieCba steroidmi alebo nesteroidnymi protizapalovymi
prostriedkami. AvS8ak Ziadny z tychto pristupov nedovoluje vyhody
predkladaného  vynalezu. Terapeutické metddy predkladaného
vyndlezu majd jasné vyhody oproti predchadzajicim metédam lietby
imunitnych choréb v tom, Ze metddy predkladaného vynalezu si
zamerané len na jednotlivi podskupinu T buniek nesficu ' urlity Vv
regidén a mbéZu byt pouZité pre rdzny rozsah postihnutych jedincov,
kedZe vyndlez umoZiiuje elimindciu potreby selektovat jednotlivé
peptidy vztiahnuté na MHC haplotypy jednotlivych individui.
Metdda predkladaného vynalezu sa tesnejSie pribliZuje cielu
moduldcie 1len tych T buniek, ktoré maji wvztah Xk chorobe a
uSetrenia alebo neovplyvnenia inych T buniek subjektq. Vynalez
tak dosahuje vy&3iu Specificitu terapie medzi $irSou poguléciou.

V preferovanej realizdcii wmdZe byt kompletny protein V
regidnu antigénneho receptora T buniek pouZity na down-regulédciu
alebo elimindciu podskupin T buniek, ktoré vyk@zujﬁ TCR
nkorporujlice rovnaké V regidny. Proteiny V regidnu antigénneho
receptora T buniek mdZu byt pou?ité v terapeutickjch situdcidch
na modulovanie aktivity tychto T buniek, ktoré nesi éieIov? v
regién alebo indukovanie neodpovedavosti v populécii aktivne
odpovedajicich T buniek nesfcich cielovy V regién. V tejto
situdcii je antigénny receptor T buniek pouZity ako teﬁapeutické
Kompozicia v subjekte.

'
I
|
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Specifické proteiny V regidénu antigénneho receptora T buniek
asociované s danou chorobou s identifikované pomocou akejkolvek
z mnozstva technik v obore dobre znamych. Geneticky :pristup s
pouzitim  pacientov s myasténiou gravis alebo roztrisenou
sklerdzou bol popisany Oksenbergom, J. R. et al., 1989, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 86: 988-992. |

Terminom lieCba v  predkladanom vynaleze sé rozumie
"prevencia", "supresia" alebo "lie&ba" choroby. "Prevencia"
zahrnuje podanie protektivnej kompozicie pred vznikom choroby.Tak
napriklad pokial ide o zvieraci model experimetalnej
autoimunitnej encefalomyelitidy (EAE) , GspeBné  podanie
protektivnej kompozicie pred podanim encefalitogénu, ktory
indukuje chorobu, vedie k "prevencii" choroby. :

"Supresia" zahrnuje podanie kompoziéie po indukcii, ale pred
klinickou aparenciou choroby. Tak napriklad pri pduiiti EAE
prikladu, (speZné podanie protektivnej kompozicie po injekcii

encefalitogénu, ale pred neurologickymi symptémami, ' vedie k
"supresii" choroby.

i

"Lie&ba" zahrnuje podanie  protektivnej kompozicie po
objaveni sa choroby. Na  priklade EAE, GspeSné podanie
protektivnej kompozicie po injekcii encefalitogénu a po

klinickych priznakoch vedie k "lielbe" choroby. :

Na meranie preventivneho, supresivneho a terageutického
benefitu proteinu V regidénu TCR predkladaného vynélezu‘boli
merané isté klinické vysledky. Predov$etkym boli merané alterédcie
proliferativnej odpovede lymfocytov in vitro. Ski&ky na meranie
terapeutického benefitu jednotlivych proteinov V regibénu s v

obore zndame. :
|

Zvieracie modelové systémy, ktoré mdiu byt pquéité na

screening efektivity proteinov pri protekcii alebo lie&be si
!

dosiahnutelné. Systémovy lupus erytematodes (SLE) je testovany na

1
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susceptibilnych myZiach ako popisuje Knight et al., 1978, J. Exp.
Med., 147: 1653 a Reinersten et al., 1978, 299: 515. Myasténia
gravis (MG) je testovanda na SJL/J mySacich samiciach pomocou
indukcie choroby solubilnym AChR proteinom z inych druhov, popis:
Lindstrom et al., 1988, Adv. Immunol., 42: 233-284. Artritis je
indukovand na vnimavom kmeni my8i injekciou II typu kolagénu:
Stuart et al., 1984, Ann. Rev. Immunol., 42: 233-284. Adjuvantna
artritida je indukované vnimavym potkanom injekciou
Mykobakteridlneho proteinu tepelného Soku ako popisuje Van Edan
et al., 1988, Nature, 331: 171-173. Tyreoiditida je indukovana
mySiam podanim tyreoglobulinu ako popisuje Maro et al., 1980,
152: 1115-1120. Inzulin dependentnd diabetes mellitus (IDDM) sa
vyskytuje prirodzene alebo mdZe byt indukovand pokial ide o isté
kmene my8i, ako s tie, ktoré popisal Kanasawa et al., (1984).
EAE, pokial ide o myfi a potkany, poskytuje model pre MS Yudi. V
tomto modele je demyelinizaénd choroba indukovanad podanim
myalinbizického proteinu (MBP), ako popisuje Paterson, P. Y.,
Textbook of Immunopathology (Mischer et al., eds.), Grune and
Stratton, New York, str. 179-213 (1986), McFarlin, D. E. et al.,
1973, Science, 179: 478-480 a Satoh, J. et al., 1987, J.
Immunol., 138: 179-184.

Samozrejme, identické proteiny nemusia byt (&inné pre Iudi,
pretoZe nemusia koreSpondovat s vhodnymi miestami na Tudskom s
chorobou asociovanom TCR. Je zrozumitelné, Ze mdZe byt poZadovani
takd modifikacia proteinovej sekvencie urlenej na zvieracom
modele, aby liefila subjekty patriace k inému druhu vritane Tudi.

4., FARMACEUTICKE KOMPOZICIE OBSAHUJUCE V REGION ANTIGENNEHO
RECEPTORA T BUNIEK ‘

Proteiny a kompozicie predkladaného vyndlezu, alebo ich
funk&né  derivéaty, sG@ vhodné na pripravu farmaceutickych
kompozicii. Farmaceutické kompozicie predkladaného vynalezu mbéZu
byt podané akymkolvek zvieratdm, u ktorych s skisenosti s
benefilnymi efektmi kompozicie vyndlezu. Najprednostnejfimi medzi
takymito Zivo&ichmi sG Yudia, aj ked vynllez nemid v ﬁmysle byt
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tak obmedzeny. '

Farmaceutické kompozicie predkladaného wvyndlezu mbZu byt
poddvané pomocou akychkolvek  prostriedkov, ktoré dosahuji
zamy§lany  ciel. Podanie mdZe Dbyt napriklad parenterdlne,
subkuténne, = intravendzne, intradermilne, intramuskularne, -
intraperitonedlne, transdermdlne alebo bukdlne. Alternativne,
alebo konkuren&ne, mdéZe byt podanie cestou orélnou.

Proteiny a farmaceutické kompozicie mbéZu byt podané
parenteralne bolusovou injekciou alebo gradudlnou perfiziou
C¢asom.

Podand déavka bude =zé&visiet od veku, pohlavia, zdravotného
stavu a vahy recipienta, typu konkuren&nej lie&by, ak je dajaka,
frekventnej lieCby a povahy poZadovaného efektu. Davkové rozsahy
podania kompozicii predkladaného vyndlezu s@i dostato®né mnoZstva
umoZfiujice produkciu poZadovaného efektu, &im je napriklad
dosiahnuté imunitna odpoved’ na proteiny wmerand oddialenou
hypersenzitivitou (DTH) alebo produkciou protildtok a
signifikantnou prevenciou, supresiou alebo liedbou imunitnej
choroby. Dé&vky by nemali byt prili§ vysoké, aby nespdsobovali
vedlajdie u&inky, ako je neZiadiice. skriZena reakcia,
generalizovand imunosupresia, anafylaktickd reakcia a pod.

Preferované davky pre Judi st v rozsahu 0,001-1 mg/kg
telesnej hmotnosti.

NavySe k proteinom predkladaného vyndlezu, ktoré si samé
sebe farmaceuticky aktivne, mdzZu farmaceutické kompozicie
obsahovat vhodny farmaceuticky akceptovatelny nosié& obsahujici
excipienty a auxilidria, ktoré ulah®ujG spracovanie aktivnej
zli&eniny do prepardtov, ktoré mdézu byt pouZité farmaceuticky.
Preferované zlG&eniny =zahrnuji inkluzivne prostriedky, ako je
oxid hlinity, alebo iné prostriedky v obore zndme (pozri napr.
Warren et al., 1986, Ann. Rev. Immunol., 4: 369-388, Chedid, L.,
1986, Feder. Proc., 45: 2531-2560). |
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Aby sa zvy8ila dostupnost alebo bioaktivita, 'mdéfu byt
proteiny inkorporované do lipozdémov pouZitim metdd a zlG&enin v
obore znamych. ‘

. Pripravky, ktoré mdZu byt podané ordlne vo forme tabliet a
kapsuliek, pripravky, ktoré mbéZu byt podané rektédlne, ako si
¢apiky a pripravky vo forme roztokov pre injekcie alebo ordlne
podanie obsahuji 0,001 aZ 99 %, lepSie od 0,01 do 95 % aktivnej
z1lG&eniny, spololne s excipienfom.

Vhodné excipienty s predovSetkym plniva, ako s sacharidy,
napriklad laktdéza alebo cukrdza, manitol alebo ?sorbitol,
eluldézové pripravky a/alebo fosforenan vépenaty, :napriklad
triklaciumfosfat alebo hydrogenfosfore&nan vapenaty, rovnako ako
spojivd ako je Skrobova pasta, pouZitim napriklad kukuri&ného
Skrobu, ryzZového 8krobu, zemiakového &krobu, Zelatiny, tragantu,
metylceluldzy, hydroxypropylmetylceluldzy, karboxymetylceluldzy
sodnej a/alebo polyvinylpyrolidénu. '

Dalfie farmaceutické preparadty, ktoré md%u byt pouZité
ordlne zahrnujli zasGvacie plniace kapsulky vyrobené zo Zelatiny,
rovnako ako mdkké, uzatviratelné kapsulky vyrobené zo Zelatiny a
plasticizéry, ako je napriklad glycerol alebo sorbitol. ZasGvacie
plniace kapsulky wmdZu obsahovat aktivnu zlG&eninu vo forme
grandl, ktoré wmdZu byt 2zmieSané s plnivami, ako je laktéza,
spojiva, ako Jje &krob a/alebo lumbrikanty, ako je napriklad
mastenec alebo steardt horefnaty a popripade stabilizdtory. V
mékkych kapsulkdch je aktivna zlG&enina preferovane rozpustena
alebo suspendované vo vhodnej tekutine, ako st mastné oleje
alebo tekuty parafin. NavySe mbZe byt pridany stabiliz&ator.

MoZné farmaceutické  kompozicie, ktoré md%u byt pouZité
rektdlne, napriklad Capiky, ktoré s zloZené z kombinédcie jednej
¢i viacerych aktivnych zlG&enin a Capikovej bazy. Vhodné Zapikové
bazy s napriklad prirodné alebo syntetické triglyceridy alebo
parafinové uhYovodiky. | '
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NavySe Jje tieZ mozZné pouZit Zelatinové rektdlne 'kapsulky,
ktoré st zloZené z kombindcie aktivnej zlG&eniny s bazou. MoZné
materidly pre  Dbazu st napriklad tekuté triglyceridy,
polyetylénglykol alebo parafinové uhIovodiky..

Vhodné pripravky pri parenterdlnom pouZiti zahrnuji vodné
roztoky proteinu vo forme rozpustnej vo vode, napriklad vo forme
soli vo vode rozpustnych. NavySe suspenzia proteinov mbdie byt
podand ako injekcia vhodnej olejovej suspenzie. Vhodné lipofilné
rozpistadla alebo vehikuld zahrnuji mastné oleje, napriklad
sezamovy olej, alebo syntetické estery mastnych kyselin,
napriklad etyloleat alebo triglyceridy. Vodné injek&né suspenzie
obsahujl substancie, ktoré zvy3ujh viskozitu suspenzie, ako je
napriklad karboxymetylceluldza sodn&, sorbitol a/alebo dextrén.
Volitelne mbZe suspenzia tieZ obsahovat stabilizatory. |

Proteiny sU pripravené pouZitim konvenéne farmaceuticky
prijateXnych vehik@l pre injek&né podania. Tieto vehikuld sa
netoxické a terapeutické a mno¥stvo formuldcii je dané v
Remington's Pharmaceutical Sciences (Martin, E. W., ed.) Mack
Publishing Co. Easton, PA (1990). NelimitujGcim prikladom
excipientov je voda, salinicky roztok, Ringrov roztok, roztok
dextrdzy a Hankov vyvéZeny roztok. Formuldcie podla vyndlezu mdZu
tieZ obsahovat malé mnoZstvo aditiv, ako s substancie udrZujfice
izotonicitu, fyziologikcé pH a stabilitu.

Proteiny podla vyndlezu sG preferovane formulované v
purifikovanej forme,"predovéetk?m bez obsahu agregatov a iného
proteinového materiélu,A preferovane v koncentracii od 0,1 ng/ml
do 100 mg/ml.

U¢inné davky proteinov tohto vyndlezu pri pouziti pri
prevencii, supresii alebo terapii imunitnych chordb, 1leZia v
rozmedzi od 1 ng do 100 mg/kg telesnej hmotnosti. Preferované
rozmedzie dévky je od 10 ng do 10 mg/kg telesnej hmotnosti. ESte
preferovanej8ie rozmedzie davky je od 100 ng do 1 mg/ké telesnej
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hmotnosti. :

Metdédy na zvydenie G&¢innosti proteinov sG v obore znéime.
Tieto techniky mdZu byt pouzité v konjunkcii s proteinmi
predkladaného vynélezu.

Nasledujﬁce priklady st ponGknuté na ilustr&ciu, ale nie si
limitujdce.

Nasledujtice  vSeobecné techniky st poﬁﬁité v celych
nasledujicich prikladoch.

1. Materidl a metddy vSeobecne
A. Baktérie, plazmidy a vSeobecné metddy

Escherichia coli GM 2929, metyl&za negativna a E. coli LJ 24
(lac delécia) (Rasmussen et al., 1991, J. Bacteriology, 173:
6390-6397) Dboli darované Dr. Martinom Marinusom, University of
Massachusetts Medical School, Worcester, MA, E. coli JM 109
(Yanisch - Peron et al., 1985, Gene, 33: 103-119) boli ziskané od
Promega Corporation, Madison, WI (USA). BL21 (lon,ompT) (Wood, W.
B. M., 1966, J. Mol. Biol. 16: 118-133, Studier and Moffatt,
1986, J. Mol. Biol., 189: 113-130) boli ziskané od Novagen,
Madisaon, WI (USA). SG 22094 (lon,clp), SG 21163 (lon, htpr) a SG
21173 (lon, htpr,clp) boli darované Dr. Susan Gottesmanovou,
National Institutes fo Health, Bethesda, MD (USA). Tieto
Gottesmanoej kmene mali deléciu lacI génu. Baktérie boli
vytvorené kompetentné pre transformdciu Morrisonovou metdédou
1979, Meth. Enzymology, 68: 326-331, alebo boli =ziskané (DH5
alfa) od Gibco BRL, Gaitherburg, MD (USA). ‘

pKK233-2 (Amann a Brosius, 1985, Gene, 40: 183-190) bol
ziskany od Pharmacia, Piscataway, NJ (USA). pBR322_(Bélivar et
al., 1977, Gene, 2: 95-113) bol ziskany od New Engladn Biolabs,
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Beverly, MA (USA). pBluescript II KS+ (Alting-Mees et al., 1992,
Meth. Enzymology, 216: 483-495) bol ziskany od Stratagene, La
Jolla, CA (USA). pDC952 obsahujici argU(dnaY)gén (Lindsey et al.,
1989, J. Bacteriology, 171: 6197-6250) bol darovany Dr. Jamesom
R. Walkerom, University of Texas, Austin, TX. pSE 420 (Brosius,
1992, Meth. Enzymology, 216: 462-483) a pKK480-3 (Brosi@s, (1992)
supra) daroval Dr. Jurgen Brosius, Mount Sinai School of
Medicine, New York, NY. pUCts (Bukrinsky et a., 1989, Gene, 70:
415-417) bol ziskany od Miachaila I. Burkinského cez Jurgena

Brosiusa.

Plazmidové konStrukcie boli ziskané pomocou Standardnych

procedir (Sambrook et al., Molecular Cloning: A paboratory
manual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, New York (1989)). DNA reStrik&éné a modifikadné

enzymy boli ziskané od New England Biolabs, ak nie je uvedené
nieo iné a boli pouZité podla &pecifického vyrobcu. Syntetické
oligonukleotidy boli =ziskané od Operon Technologies, Inc.,
Alameda, CA (USA), ak nie je wuvedené nieo iné. Oligonukleotidy
boli tepelne spracované zmieSanim ekvimolérnych koncentracii
komplementarnych oligonukleotidov v 10 mM Tris pH;8.0, 5 mM
MgCl, a umiestené v 100 °C na 5 minlit a potom pomaly ochladzované
na 25 ©C. Polymerdzova retazcova reakcia (PCR) bola uskutofnend
(Saiki et al., 1988, Science, 239: 487-491) v zariadeni Perkin
Elmer Cetus DNA Thermal Cykler, pouZitim Gene Amp reégent kitu
(The Perkin-Elmer Corporation, Norwalk, CT (USA)). DNA
sekvenovanie vyuziva didexoynukleotidovi retazcovi terminad&ni
metédu (Sanger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:
5463-5467) pouZitim Sequenase kitu (U.S. Biochemical, Cleveland,
OH (USA)). VSetky chemické reagens mali najvy$Siu dosiahnutd
&istotu.

B. Rast a indukcia bunkovych kultir
Pre chemicky indukované kultGry boli pouZité zmrazené

glycerylové Zivné roztoky na inokulovanie 5-25 ml 2XYT média (16
g Bacto-Tryptone (Difco 0123), 10 g Bacto-Yeast extraktu (Difco
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0127), 10 g NaCl, pH 7,2-7,4 na liter vody) s obsahom 6
mikrogramov/ml tetrycyklinu, ktoré boli kultivované cez noc pri
37 ©C, 280 rpm. 1/100 objemu kultivovanej kultidry pdtom bola
pouzitd na inokulovanie do kaZdej z dvoch 125ml flastidiek
obsahujicich 25 ml 2XYT média plus 6 mirkogramov/ml tetracyklinu.
Kult4ry rastli pri 37 ©C, 280rpm dokial A___ nebolo 0,5-1,0
absorban&nych jednotiek a potom indukované 1 mM izopropyl-
-beta-D-tiogalaktopyramozidu (IPTG) a kultivované daldie 2
hodiny . |

S cielom termdlnej indukcie kultlry réstli pri 30 °C, 280
rpm dokial A___ nebolo 0,5-1,0 absorbalnych jednotiek. Potom bola
jedna kultira wudrZiavand pri 30 ©C a 1in& bola indukované
presunutim do vodného kipela s 42 °C a potom kultivovand 2
hodiny. Alternativne bola kultdra indukovand rastom pri 30 °C
dokial A___
rozdelenéd na dva rovnaké diely, jeden bol udrZiavand na 30 °C a

nebolo 0,3-0,6 absorbalnych jednotiek a potom bola

druhy bol kultivovany pri 42 ©C.

Na vyskG3anie vysledkov indukcie boli odobrané duplikétne

vzorky s ekvivalentom 1 ml buniek pri A___ = 1,0 (t.j.
predpokladané A___ = 3,0, ak bolo odobranych 333 mikrolitrov
kultary) . Vzorky  boli centrifugované na Eppendorfovej
mikrocnetrifiige pri 14 000 x g, 1 min., supernatant bol

odstréneny a bunkové pelety boli uskladnené pri -20 °C.
C. Stabiln& stGdia

Baktérie boli postupne naolkované do jednotliv?chfkolénii a
jednotlivé kolénie z troch platni&iek boli inokulované do 200 ml
XYT média obsahujlGce 6 mikrogramov/ml tetracyklinu. Kultdra
= 0,5-1,0 absorban&nych jednotiek a 60 ml bolo
odobranych, zmieSanych s 40 ml glycerolu a 1 ml alikvéty boli

rastla do A___
rozdelené do 100 ml flastidiek na uskladnenie pri -80 °C. ZvySok
kultiry bol rozdeleny do dvoch alikvdétnych &asti: 5edna bola
inkubovand neindukovand a druhd bola indukovan& pridanim IPTG
alebo posunom teploty. Obidve kultlry réstli dal%ie dve hodiny.
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Vzorky ekvivalentnej kultGry pri A_ = 1,0 boli odobrané pred a

8o

2 h po indukcii a skdSané na A_ absorbanciu, pH a produkciu

80
proteinov EIA, akrylamidovou gélovou lelktroforézou 'a Western

blottingom.

Tri flastiCky zo zmrazenej banky boli testované pafalelne na
bakteridlny rast a produkciu proteinov. KaZdad flastifka (1 ml)
bola pouZitd na inokul&ciu 200ml 2XYT média plus 6 mikrogramov/ml
tetracyklinu a inkubovand do A__ = 0,5-1,0 absorbannych
jednotiek. Potom bola kultGra rozdelend do dvoch alikvdtnych
¢asti, jedna bola inkubovand neindukovand a druh& bola indukovana
chemicky alebo termdlne. Vzorky ekvivalentné 1 ml kﬁltﬁry pri
A_., = 1,0 Dboli odobrané z obidvoch kultir a pred a 2 h po

indukcii a skGSané ako je popisané vy&&ie.

S cielom stabilitnej &tidie boli odobrané 1 ml alikvéty z
jednej z troch paralelnych kultir pred indukciou, riedené 1/1 000
2XYT médiu a 20 mikrolitrov bolo inokulovanych do 200 ml 2XYT
0,5-1,0
absorban¢nych jednotiek. Potom bola kultira rozdelen&d do dvoch

média plus tetracyklin a kultivovanych do A___
alikvétnych ¢asti, jedna Dbola indukovana a obidve Dboli
kultivované dalSie dve hodiny. Vzorky ekvivalentné 1 ml kultiry
pri A

sso = 1,0 boli odobrané pred a 2 h po indukcii a skGSané ako

je popisané vy&Sie.
D. Frakcionécia buniek

Bunky boli peletované pomocou centrifugdcie 7 000 x g, 7 min
a supernatant (kultivaéné médium) bol recentrifugovany pri 14 000
X g, 5 min, pred elektroforézou. Bunkové pelety boli
resuspendované v 20% (hmot./objem) sachardze, 0,3 M Tris-HCl pH
8,0m 1 mM EDTA pouZitim 1/5 inicia&ného objemuj kultiry,
inkubované pri 25 ©C 15 min a centrifugované pri 6 000 x g, 7
min. Supernatant bol oddeleny a proteiny uloZené v periplazme
boli uvolnené osmotickym Sokom (Nossal and Heppel, 1966, J. Biol.
Chem., 241: 3055-3062) resuspendovanim do 1/5 origindlneho objemu
studenej vody a inkubovanim pri 0 °C, 10 min. Po cen#rifugécii

|
1
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pri 9 000 x g, 10 min bol odobrany supernatant (periplézmatické
frakcia), bunkové pelety boli resuspendované do 1X TST (25 mM
Tria-HCl, pH 8,0, 200 mM NaCl, 1ml EDTA, 10ml/liter Tween 20),
rozruSené wultrazvukom, centrifugované pri 12 000 x g, ‘15 min a
supernatant bol uloZeny (solubilnd frakcia cytozolu).

E. Polyakrylamidovad gélova elektroforéza

Zmrazené bunkové pelety E. coli boli resuspendované v 70
mikrolitroch vody intenzivnym vortexovanim alebo sonifikéciou pri
0 °C (Sonic Dismembrator, Model 301, ARTEX Systems Corporation)
trikrat vidy pocas 5 seklGnd, pri nastaveni sily 0,4. Rozru$ené
bunky boli zmieSané s 70 mikrolit. 2X pldcneho pufra (125mM,
Tris-HCl, pH 6,8, 4% SDS, 20% glycerol, 10% beta-merkaptoetanol,
0,002% brémfenolovd modra) (Laemli, 1970, Nature, 227: 680-685).
Vzorky boli inkubované pri 100 °C, 5 min, centrifugovéné pri 14
000 x g, 30 sekind a 10-15 mikrolit. alikvéty boli zavedené do
pripraveného 16% alebo 10-20% akrylamidového Tricine gélu (Novex,
San Diego, CA (USA)) a vyvijané v rezervodrovom pufri od rovnakej
firmy. Elektroforéza bola pri konStantnom napdti 125 V, alebo 45
mA kondtantného prGdu, na dva gély, dokial brémfenolové modré
farbivo nebolo na konci gélu. Markery boli dopredu ozna&ené
Standardmi proteinov s nizkou molekulovou hmotnostou (SE 130024,
Integrated Separation Systems, Nartick, MA (USA)) pouZité v 1
mikrolit. na drdhu. Gély boli farbené cez noc v 10% kyseline
octovej, 25% metanole, 0,025% Coomassie Briliant Blue R.

F. Western blott analyza

Po separdcii SDS-PAGE boli proteiny imunodetegované (Towbin
et al., 1979, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 4350-4354) pomocou
elektrotransféra do polyvinylidén difluoridovich (PVDF) membrén
(Immobilon-0, Millipore, Bedfort, MA (USA)) pouiitim Semi-Dry
elektroblottera (Integrated Separation Systems). Prot€iny boli
transferované pri 10 mA na cm® membrény 1-3 h a membridny boli
blokované cez noc Vv blokujlGcom pufri (1X PBS, 2% sudené mlieko,
0,1% Tween-20). ‘
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Membrany boli premyvané trikrit, ka?dd raz 5 min v 1X PBS,
0,1% Tween-20, nasledovalo trojité premyvanie, vidy 5 min v 1X
PBS a potom boli  ponorené do: chrenovej peroxidéza
(HRP) -konjugovana monoklondlna nati-V  beta 5.3 protilatka
(13A2-HRP, 0,25 mg/ml) riedenie 1:3 000 v 1 X PBS, 0,1% Tween-20.
Po jemnom premieSani podas 2 hodin boli membrany premyvéné ako je
popisané vy&Sie a proteiny boli  vizualizované Enhanced
Chemiluminiscence assay (Amersham, Arlington Heights, IL (USAS))
podla indtrukcii vyrobcu. Expozicia filmu trvala od 5 sekdnd do
1 minGty. |

G. Enzymova imunoesej

Zmrazené bunkové pelety boli resuspendované intenzivnym
vortexovanim v 20 mikrolit. 8M moloviny Tris-HCl, pH 8,5 (Marston
and Hartley, 1990, Meth. Enzymology, 182: 264-276) a Vbeta 5.3
boli kvantifikované pomocou enzymoimunoeseje takto:

Nunc Immuno Maxisopr platne (VWR 62409—002) boli potiahnuté
100 mikrolit./jamka 4C2 IgG v 4 mikrogram/ml v PBS a cez noc
uskladnené pri 4 °C. Potahovaci roztok bol odstréneny a blokujdci
pufer (1% kazeinovy hydrolyzat v PBS, 0,05% Tween-20) bol pridany
v mnoZstve 200 mikrolit./jamka. Platne boli inkubované pri
izbovej teplote 2 h, 150 rpm a potom premyvané 3 x premyvacim
pufrom (PBS, 0,05% Tween-20). Vzorky (riedené 1/2 000 alebo 1/32
000) a Vbeta 5.3 Standardy v blokujlicom pufri boli pridané v
mnozstve 100 mikrolit./jamka a inkubované pri izbovej teplote 90
min, 150rpm. Platne boli premyvané 3 x premyvacim pufrom a
HRP-konjugdty anti-Vbeta 5.3 monoklondlnej protil&tky (13A2-HRP)
s riedenim 1/500 v blokujlcom pufri plus fetdlne hovddzie sérum
boli pridané v mnoZstve 100 mikrolit/jamka (0,5 mikrogram/ml) .
Platne boli inkubované pri izbovej teplote 90 miné 150 rpm,
trikrdt premyvané a bol pridany O-fenyléndiamin (OPD) sSubstrat v
mnozstve 100 mikrolit./jamka. Po 30 mindtach boli reakcia
ukon&end pridanim 50 mikrolit. 2N H_SO_ na jamku. Absorbancia
bola merand pri 490 nm minus absorbancia pozadia pri 650 nm.

1
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Prizdne jamky neobsahovéli vzorku.
2. KONSTRUKCIA PLAZMIDU
Priklad 1
Kon8trukcia pK2D

Prvym bodom pri expresii proteinov V regidnu aﬁtigénneho
receptora T buniek vyndlezu bola konStrukcia plazmidu, ktory
obsahuje vlastné regulalné elementy pre expresiu proteinov V
regidénu antigénneho receptora T buniek. Tieto elementy zahrnujd
promotor, dva termin&tory transkripcie, 2zdroj replikélcie pre
stabilni replikdciu v baktéri&ch. NavySe, kedZe sﬁ'regulaéné
oblasti asociované s vyrobou proteinov, kde je mozZné indik&ciou
pouzitie in vivo v terapeutickej podobe, bol vybrany gén kdédujici
rezistenciu na tetracyklin na ulahdenie selekcie buniek nesficich
plazmid. Konelne, avodny expresny vektor vyZaduje
multiplikovatelné klonujlice miesto, strategicky umiestené na
ulah&enie klonovania preferovanych kddujlcich regiénov vynalezu
do expresného vektora. Nasledujici priklad popisuje unik&tny
avodny plazmid vynalezu.

Prvym bodom konStrukcie preferovaného expresného vektora bol
pKK233-2 (4.6 kb), popisany infra. Ncol reltrik&né miesto bolo
konvertované na Spel miesto takto: pKK233-2 bol natrdveny Ncol a
vysledny 5' presahujici koniec bol odstréneny pomocou inkubdcie s
"mun bean" nukledzou pri 25 ©°C 30 min. Plazmidy boli extrahované
dvakrdt . fenolchloroformom, precipitované etanolom v pritomnosti
2 M octé&nu aménneho a resuspendované vo vode. Po defosforylacii
pomocou bakteridlnej alkalickej fosfatdzy (GibcoBRL), bol vektor
ligovany na synteticky Spel linkér (1085, New England Biolabs) a
liga&néd zmes bola transformovand do DH5a kompetentnych buniek s
cielom ziskania vektora pKK233-2A.

Dalej bol tetracyklinovy gén opat zavedeny takto: pKK233-2A
(4,6 kb) bol natrdaveny EcoRI a Sall pri ziskani dvoch fragmentov,

|
!
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279 bp a 4321 bp. Dva fragmenty boli separované pomocéu géloveij
elektroforézy na agarbze a dlh8i fragment bol purifikovany z
agardzy pouzitim Geneclean kitu (BIO 101, La Jolla, CA (USA)).
651-bp fragment obsahujici  amino-termin&lny kédujﬁéi regidn
tetracyklinového génu bol excidovany EcoRI a Sall z pBR322 a
ligovany na 4321-bp £fragment pKK233-2A, V?siedn? plazmid pK2B
(4,97 kb) daval rezistenciu na tetracyklin E. coli DH5a bunkam a
bol dalej modifikovany s cielom delécie Gasti beta-laktamézového
génu a konverzie HindIII miesta do SacII miesta takto: |

DNA fragment v rozsahu od jediného Spe I miesta do 3' konca
transkrip&ného temindtora bol PCR syntetizovany pouéitiﬁ pK2B ako
templatu. 5' T‘"sense" primér obsahoval tato rozﬁoznavaciu
sekvenciu pre Spel, PstI a sacIlII v 5'-3' smere: '

5' - TATAATGACTAGTCGCTGCAGCCAACCGCGG - 3' (SEQ ID NO 1)
3' "antisense" primér obsahujlci Scal miesto pod&iarknuté:
5' - GTCCTAGAGTACTGAGCGGATAC - 3' (SEQ ID NO 2)

lng pKB DNA templdatu bol =zmieSany v reak&nom objeme
obsahujicom 10 mM Tris-HCl pH 8,3, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl_, 100
mikrogramov Zelatiny, 200 mikroM kaZdého deoxynukleotidu (dATP,
dCTP,dGTP,dTTP), 1 mikroM kaZzdého z dvoch primérdv a 2,5
jednot. AmpliTaqg DNA polymerdzy. Findlny reakény objem bol 100
mikrolit. prekryty 100 mikrolit. minerdlneho oleja! DNA bola
denaturovana pri 95 °C 2 min a amplifikacia bola dosiahnutéa
pomocou 30 cyklov 1 min denaturdcie pri 95 °C, 1 min pri 60 °C
s cielom tepelného spracovania a 1 min pri 72 ©C s cielom
extenzie priméru. Amplifikovand DNA bola analyzovand na 1%
agarbdzovom géle v 40 mM Tris-HCl1 pH 7,8, 5 mM Na acetitu, 1m
EDTA.

V¢sledny 485-bp PCR syntetizovany fragment bol traveny Spel
a Scal a ligovany na 4129-bp fragment, ktory bol ziskaﬁy pomocou
digescie pK2B Spel a Scal pri vytvoreni plazmidu nazvaného pK2cC.

Plazmid pK2C (4,6 kb) bol dalej modofikovany: tak, aby
obsahoval multiplikované klonujlice miesto. Najprv 'bol pK2C
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natrdveny Spel a SacllI a ligovany na dvojretazcov?;synteticky
oligonukleotid obsahujuci 15 redtrik&nych  miest. Toto
multiplikované klonujice miesto (MCS) bolo formované pomocou
tepelného spracovania ekvimolarnych koncentrédii dvoch
komplemenﬁérnych syntetickych oligonukleotidov, 91 "'a 97 bp

dlhych, majtcich tito sekvenciu:

5' . GGCTCGAGCCTAGGCTGCAGCCCGGGGCGCGCGCGGCCGCAGGCC
TI'TAATTAAGAGCTCCC-GACCGCACAATGTGC-GCGCGCCCTTAAGA -3
[SEQIDNO 3]

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

MCS kéduje tieto miesta pre reStrik&né enzymy: Spel, Af1lII,
AscI, DrallII, RsrII, SacI, PacI, StulI, NotI, BssHII, Xmal, PstI,
AvrII, XhoI a SacII. Ligaénd zmes bola transformovand do
metyldza-negativnej E. coli GM2929. Vysledny plazmid pK2D (4,67
kb) bol &iastolne sekvenovany, aby sa zaistila integrita in

vitro syntetizovanych regidénov.
Vysledky

Zadiatodnym plazmidom bol pKK233-2, ktory obsahoval tieto
elementy: trc promotor (Brosius et al., (1985) supra), ktory je
podobny tac promotoru odvodenému pomocou flzie 10regidnu lacUV5
promotora s -35 regidénom tryptofdnového promotora (de Boer et
al., (1983), supra, Amann et al., (1983), supra). Plazmid tieZ
obsahuje ribozdémové vdzbové miesto nasledované klonujﬁ¢im miestom
pre tri unikdtne reStrik¢né enzymy (NcoI, Pstl a HindIII),
nasledované transkripénymi termindtormi rrnB ribozomé&lneho RNA
operénu E. coli (Brosius et al., 1981. Plazmid, 6:  112-118).
Navy$e, pKK233-2 obsahuje beta-laktamdzovy gén pre aﬁpicilinovﬁ
rezistenciu, pPBR322 zdroj replikécie a maly . nefunkény
karboxytermindlny fragment z génu tetracyklinovej rezistencie.

pKK233-2 bol modifikovany tak, aby bolo zruSené NcoI miesto,
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obnoveny gén tetracyklinovej rezistencie, oddeleﬁ? segment
beta-laktamdzového koédujlceho regidénu (tak inaktivﬁjﬁc gén) a
pripojené multiplikované klonujice miesto zlo%ené z 15
reStrik&nych miest a tak bol vyprodukovany pK2D.

Priklad 2

Plazmid pK2D bol dalej modifikovany pre inkorporovanie bud

pelB signédlnej sekvencie z Erwinia carotovora (Lei et al., 1987,

J. Bacteriology, 169: 4379-4383), alebo termostabilnej
enterotoxin II (STII) signdlnej sekvencie =z Escherichia coli
(Morioka - Fujimoto et al., 1991, J. Biol. Chem., 266:
1728-1732) . ‘

KonS8trukcia pK-pelB

Plazmid pK2D (4,67 kb) bol potom spracovany tak, aby
zahrnoval ribozdmové vdzbové miesto (Shine et Dalgarno, 1974
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 71: 1342-1346, Shine et Dalgarno,
1975, Nature, 254: 34-38, Steitz and Jakes, 1975, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 72: 4734.4738) a pelB signdlnu sekvenciu z E.
carotovora (Lei et al., (1987) supra) s cielom vytvorenia
plazmidu pK-pelB (4,74 kb): '

pK2D bol trdveny Spel a Scal umiestenymi v MCS a vektor bol
ligovany do dvoch komplementdrnych syntetickych oligonﬁkleotidov,
103 bp a 95 bp dlhych, majlGcich sekvencie uvedené nizgie. Tiché
mutdcie (malé pismend) boli uvedené do pelB sekvencie, aby sa
vytvorilo Ncol redtrik&né miesto (podCiarknuté) a tak sa ulahéilo
nidsledné subklonovanie Vbeta 5.3 génovej sekvencie.

5. CTAGTAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATAATGAAATACC
TATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCTGCCCAACCA
GCeATGGCCGAGCT - 3' [SEQ D NO 5] ?

5" - CGGCCATgGCTGGTTGGGCAGCGAGTAATAACAATCCAGCGGCT
GCCGTAGGCAATAGGTATTTCATTATGACTGTCTCCTTGAAATAGA
ATTTA - 3'[SEQIDNO 6]
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KonStrukcia pK-STII

. Plazmid pK2D bol potom spracovany tak, aby obsahoval
ribozomové vdzbové miesto a signdlnu sekvenciu termqstabilného
enterotoxinu (STII) E. coli (Morioka - Fujimoto et al., (1991)

supra) :

pK2D bol traveny Spel a Dralll umiestenymi v MCS a vektor
bol ligovany do dvoch komplementarnych syntetickych
oligonukleotidov, 105bp a 98bp dlhych, majacich sekvencie uvedené
niz$ie. Tiché mutédcie (malé pismend) boli uvedené do STII
sekvencie, aby sa vytvorili Mlul a DralIll reStrik&né miesta
(pod&iarknuté) a tak sa ulYahéilo nésledné subklonovanié Vbeta 5.3

génovej sekvencie.

5'- CTAGTAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATAATGAAAAAGAA
TATAGCATTCCTACTAGCTTCAATGTTCGTCTTCTCTATTGCAACTA
ACGCeTACGC:CATT - 3' [SEQIDNO 7] 1

5'- GIGCGTACGCGTTAGTTGCAATAGAGAAGACGAACATTGAACCT
AGTAGGAATGCTATATICTTTTICATTATGACTGTCTCCTTGAAATA
- GAATTTA-3'[SEQID NO 8] '

Priklad 3

Plazmidy obsahujice signdlne sekvencie z Prikladu 2 supra
boli dalej modifikované tak, aby obsahovali dva reguladné

elementy.

KonStrukcia pKT-pelB
Plazmid pK-pelB bol dalej modifikovany s cielom vytvorenia
pKT-pelB (4,8kb) tak, aby obsahoval dva regulainé elementy

upstream od pelB leadera. Tieto elementy st translaéné ;enhancéry

i
1
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z bakteriofdgového T7 génu 10 (gl0) mini-cistron ATG TAT CGA TTA
AAT AAG GAG GAA TAA (SEQ ID NO  28), kédujice pre 8
aminokyselinovy zvyS8ok. Insercia dvoch regulaénych elementov bola
dosiahnut& pomocou digescie pK2D Spel a Sacl, nasledovanej
ligdciou vektora do syntetickych oligonukleotidov kéd@jﬁcich pre
gl0 sekvenciu, ribozdémové vdzbové miesto, mini-cistron. a pelB
leader, v 5'-3' smere. Oligonukleotidy boli syntetizované ako dva
komplementdrne sady 71-89 mérov, ktoré mdZu byt ligo?ané cestou
komplementdrnych 9bp presahov medzi pdrmi oligonukleotidov. Dva
komplementdrne pary oligonukleotidov boli oznafené. ako par A
(oligos JS5A+J6A, 8%bp a 76bp) par B (oligos j5B1J6B, 71bp a 76bp)

a maja tato sekvenciu:

J5A '
‘Y-CTAGTCCGGAATTGGGCATCGATTAACTTTATTATTAAAAATTAA .
AGAGGTATATATTAATGTATCGATTAAATAAGGAGGAATAAATA - 53' [SEQIDNO 9]
16a ‘

5 -CTCCTTATTTAATCGATACATTAATATATACCTCTTTAATTITTA
ATAATAAAGTTAATCGATGCCCAATTCCGGA - 3' {SEQIDNO 10]

I5B

5'- ATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTC
GCTGCCCAACCAGCCATGGCCGAGCT-3'SEQIDNOII]'

J6B

3" CGCCCATCGCCTGGTTCCCCACCCAGTAATAACAATCCAGCCGCTG
CCGTAGCCAATAGGTATTICATTATITATIC - 3' (SEQID NO 12)

KonStrukcia pKT-STII

Plazmid pK-STII by dalej modifikovany s cieIomlvytvorenia
pKT-STII (4,8kb) tak, aby obsahoval rovnaké. dva regulacéné
elementy ako pKT-pelB. pKD2 bol traveny Spel a DralIIl a vektor
bol ligovany do syntetickych oligonukleotidov kédujlcich pre gil0
sekvenciu, ribozdmové vdzbové miesto, mini-cistron a STII leader,
v 5'-3' smere. Oligonukleotidy boli syntetizované ako dve
komplementdrne sady 73-89 mérov, ktoré mdZiu byt 1igo§ané cestou
komplementérnych 9bp presahov parmi oligonukleotidov. Dva

komplementdrne pédry oligonukleotidov boli oznalené K ako par A
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(oligos J5A+J6A, 89bp a 76bp)a pdar B (oligos J5C+ J6C, 73bp a

76bp) a majid tGto sekvenciu:

15A
5. CTAGTCCGGAATTGGGCATCGATTAACTTTATTATTAAAAATTAA

AGAGGTATATATTAATGTATCGATTAAATAAGGAGGAATAAATA - 3' [SEQ ID NO 9]
R CTCC'ITATTTAATCGATACATTA—\TATA'TACCTCTTTAATTTTI"A , .
" ATAATAAAGTTAATCGATGCCCAATTCCGGA -3' [SEQ ID NO 10]
sC
5' - ATGAAAAAGAATATAGCATTCCTACTAGCTTCAATGTTCGTCTT
CTCTATTGCAACTAACGCGTACGCACATT -3' [SEQIDNO 13]
s6c ‘
5. GTGCGTACGCGTTAGTTCCAATAGAGAAGACGAACATTGAAGC
TAGTAGGAATGCTATATICTTTTICATTATITATIC - 3' [SEQIDNO 14]

Priklad 4
KonStrukcia pK-pelB-Vbeta 5.3

Dal8im krokom pri expresii proteinov Vbeta 5.3 antigénneho
receptora T buniek bola inkropordcia Vbeta 5.3 sekvencie do
plazmidov obsahujlcich signdlne sekvencie, ako je popisané v

Priklade 2 supra.

. Kompletnd nukleotidovad sekvencia Vbeta 5.3 bola;generované
takto: DNA sekvencia Vbeta 5.3 klonu 12A1 bola origindlne
publikovand Leidenom a spol. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83:
4456-4460) a neskdr CastejSie opravend (Leiden et ial., 1986,
Molec. Cell Biol., 6: 3207-3214). Tento klon 12Al1 neobsahoval
nukleotidy  koédujtce pre gtyri N-termindlne aminokyselinové
rezidud, a navySe, vyvodené N-termindlne aminokyselinové rezidud
klonu 12A1 neboli sprévne. N-terminélne aminokyselinové sekvencie
Vbeta 5.3 (HPB-ALL) boli publikované Jonesom a épol. 1985,
Science, 227: 311-314, bez Specifiklcie prvého N-términdlneho
aminokyselinového zvySku, ktory bol neskor uréeny, ako glycin

. . - w . - ™ A !I - L
(Jeff Leiden, nepublikované). Pouzitim skorsich informacii o
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sekvencii bol zrekonStruovany kompletny Vbeta 5.# pomocou
rekombinantych DNA technik. Vysledny plazmid (pBB-Vbeta 5.3) bol
zdrojom Vbeta 5.3 sekvencie pre nasledujice priklady. Kompletna
nukleotidovd sekvencia kédujlca pre Vbeta 5.3 a predpokladané
aminokyselinova sekvencia bola publikovand novie Plazom et al.,
(1991, J. Immunol., 147: 4360-4365) (Pozri tieZ obr. .1, SEQ ID

NOS 25, 26 a 27). | | |

Vbeta 5.3 bol PCR syntetizovany pouZitim pBB-Vbeta 5.3
(6,2kb) ako templatu. 5' ‘'"sense" primér obsahoval @iesto pre
reStrik&ny enzym NcoIl (podrhnuté):

5' - TAATTAGCCATGGCCGGCGTAACCCAATCTCCG - 3' [SEQ ID NO 15]

3' "antisense" primér bol komplementdrny k regidénu "downstream"
od PstI miesta vektora:

5' - CCAGTGCCAAGCTTGCATGCC - 3; [SEQ ID NO 16] ‘

Vysledny Vbeta 5.3 fragment bol tupo zakonleny pouZitim Klenow
fragmentu DNA polymerdzy I a ligovany do defosforylovaného EcoRV
miesta pBluescript II KS+ pri ziskani plazmidu pBL-pelB-Vbeta
5.3. Vbeta 5.3 insert bol excidovany digesciou Ncol a PstI,
purifikovany z agarbézy a ligovany do NcoI a PstI miest pK-pelB
pri ziskani plazmidu pK-pelB-Vbeta 5.3 (5kb).

KonStrukcia pK-STII-Vbeta 5.3

Vbeta 5.3 bol PCR syntetizovany pouZitim pBB-Vbeta 5.3
(6,2kb) ako templatu. 5' T'"sense" primér obsahoval miesto pre
re$trikény enzym Mlul (pod&iarknuté)"

5' - GAAATTAACGCGTACGCAGGCGTAACCCAATCTC - 3' [SEQ ID NO'17]

3' "antisense" primér bol komplementdrny k regidnu "downstream".
od PstI miesta vektora: | E
5' - CCAGTGCCAAGCTTGCATGCG - 3' [SEQ ID NO 18]

Vysledny Vbeta 5.3 primér bol tup zakondeny pouZitim Klenow
fragmentu DNA polymerdzy I a ligovany do defosforylovaného EcoRV
miesta pBluescript II KS+ pri ziskani plazmidu pBL-STII-Vbeta 5.3
(5 kb) . :
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KonStrukcia pK-STII-Vbeta5.3

Vbeta5.3 bol PCR-syntetizovany pouZitim pBB-Vbeta5.3 (6,2
kb) ako templdtu. 5'-"sense" primér, obsahujlici Mlul reStrik&né
enzymové miesto, pod&iarknuté: .

5' - GAAATTAACGQGTACGCAGGCGTAACCCAATCTC.- 3" [SEQ ID NO 17]

3' "antisense" primér bol'komplementérny k regidnu "downstream"
od PstI miesta vektora:

5' - CCAGTGCCAAGCTTGCATGCC - 3' [SEQ ID NO 18]

Vysledny Vbeta 5.3 fragment bol tupo zakonéen?]Klenovow§m
fragmentom DNA polymerézy I a ligovany do defosforylovaného ECORV
miesta pBluescript II KS+ pri ziskani plazmidu pBL-STII-Vbeta5.3.
Vbeta5.3 insert bol excidovany digesciou MluI a PstI,
purifikovany z agardzy a ligovany do Mlul a PstI miest pK-STIT
pri ziskani plazmidu pK-STII-Vbeta 5.3 (5kb).

Vysledky

Vbeta 5.3 fuzionovany s pelB alebo STII 1leadermi bol
exprivovany v E. coli JM 109 (tabulka 1). Indukcia trvala 2
h a vytaZky Vbeta 5.3 boli merané EIA.

Tabulka 1

Expresia a kompartmentdcia Vbeta5.3

pK-pelB-Vbeta5.3 PK-STII-Vbeta5.3
"Kompartment - 0 mM IPTG 1 mM IPTG 0 mM IPTG 1 mM IPTG
Supernatant :
(mikrogram/ml) 0 1,3 0,5 2,2
Periplazma 0,9 4,6 N.D. 5,5
Cytozol 9,9 mimo 2,0 mimo

stupnicu stupnicu
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Obidva leadery boli funk&né, aj ked véd&8ina exprivovaného

proteinu bola lokalizovand intracelulérne.
Priklad 5

Tento priklad uprestuje plaémid obsahujici leader sekvenciu
a dva reguladné elementy (gl0 a mini-cistron), ako aj Vbeta 5.3

sekvenciu.
KonStrukcia pKT-pelB-Vbeta 5.3

Plazmid pKT-pelB-Vbeta 5.3 bol skon§truovany pomocou excizie
Vbeta 5.3 insertu z pK-pelB-Vbeta 5.3 pouZitim Ncol a PstI a
ligacie do Ncol a PstI miest pKT-pelB. ‘

Kondtrukcia pKT-STII-Vbeta 5.3

Plazmid pKT-STII-Vbeta 5.3 bol skonStruovany podobne pomocou
excizie Vbeta 5.3 insertu p pK-STII-Vbeta pouZitim Mlul a PstI a
ligacie do Mlul a PstI miest pKT-STII.

VSetky nasledujice plazmidové konStrukty pouZivajd STII
signdlne sekvencie. Preto tak, kde nie signalna  sekvencia
¥%pecifikovand, je myslené pou¥itie STII sekvencie. '

Vysledky
pKT-Vbeta 5.3

Plazmid pK-STII-Vbeta 5.3 (priklad 4) bol modifikovany tak,
aby obsahoval dva regulalné elementy "upstream" od STII leadera a
tak vytvoril pKT-Vbeta 5.3. Tymito elementmi je ;translaén9
enhancér 2z bakteriofdgového T7 génu 10 (g10) a mini-cistron
kédujlici 8 aminokyselinovanych rezidui. Pokial ide o obidva
elementy, bolo demonStrované, Ze zvySuji ﬁéinnosﬁitranslacie
mnohych génov (Schoner et al., 1984, Proc. Natl. Acad, Sci. USA,
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81: 5403-5407), Schoner et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
83: 8506-8510, Olins et al., 1988, Gene, 73: 227-235 a Rangwala,
1989, J. Biol. Chem., 264: 16973-16976). ‘

pKT-Vbeta 5.3 poskytoval 8 x vyS$8i proteinovy vynos ako
pK-STII-Vbeta 5.3 (Priklad 4) v E. coli JM109 pri podmienkach
IPTG indukcie. Uvedené EIA hodnoty s pribli¥né vzhladom na
nedostupnost ¢istych Vbeta 5.3 &tandardov v tejto dobe. pKT-Vbeta

5.3 sa ukdzal byt stabilny v E. coli JM109.
Priklad 6
KonStrukcia pKTB-Vbeta 5.3 1

Dal%ia modifikdcia pKT-Vbeta 5.3 (Priklad 5) pre sekretovani
expresiu vyzadovala elimindciu potreby IPTG pre indukciu.
Existencia lacIts génu kdédujiceho pre teplotne senzitivny lac
receptor (Bukrinsky et al., 1988, Gene, 70: 415-417) umoZnila
kontrolu génovej expresie z trc promotora zvySenim teploty z 30
°C na 42 °C. To by malo predist potrebe pou¥itia IPTG alebo
bakteridlnych kmefiov nesicich IacI alebo lacI< gény.

lacIts gén bol excidovany z pUCts pomocou digescie EcoRI.
1.7 kb fragment obsahujici cely lacIts kdédujGci regién a jeho
asociované reguladné elementy, sprevddzané vektorovou sekvenciou,
boli tupo zakoncené Klenowom a ligované do defosforylovaného Scal
miesta, lokalizovaného "downstream" od rrnB operdnu v pKT-Vbeta
5.3, za vzniku plazmidu pKTB-Vbeta 5.3 (6,8 kb). Orientacia
lacIts génu bola urdend pomocou reftrik&ného mapovania.

Vysledky

lacIts gén bol insertovany v jednej alebo druhej orientdcii
"downstream" od rrnB transkriplnych termindtorov v pKT-Vbeta 5.3,
pri vytvoreni pKTB-Vbeta 5.3 (obr. 2). Tento bol exprivovany v E.
coli LJ24 (lacI delécia) a protein bol analyzovany Coomassie Blue
farbenim na arlyamidovom géle (Laemmli, (1970), supraﬁ a Western

!
!
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Blot-om (Towbin et al., (1979), supra). Jedna orientdcia lacIts
génu (transkripény smer smerom k Amp® regidénu) jasne viedla k

vy§8iemu vynosu Vbeta 5.3 ako reverznd orientacia.

Putativny Vbeta 5.3 priZok =ziskany z extraktov v8etkych
bunkovych peliet bol elektrotransferovany do Immobilon-P membran
a vizualizovan§'Coomassie Blue farbenim. PriZok bol excidovany a
podrobeny NH, -terminadlnemu aminokyselinovému sekvencovaniu
(Matsudaira, 1987, J. Biol. Chem., 262: 10035=10038):pri vynose
vSetkych 10 aminokyselinovych rezidui. To precizhe ukazalo

sekvencie N-termindlnych 10 aminokyselinovych rezidui
spracovaného Vbeta 5.3, t.j. %iadne leader sekvencie neboli
detegované.

Plazmid bol tiez exprivovany pomocou termdlnej indukcie v
troch réznych bakteridlnych kmefloch, kde kaZdy z nich obsahoval
vygdie hladiny endogénneho lac represora, t.j. LJ24<DH5
alfa<dM109. Supernatanty z indukovanych kultdr boli;skﬁéané na
Vbeta 5.3 expresiou EIA (Tabulka 2).

Tabulka 2
PKTB-Vbeta5.3 expresie v rdznych bakteridlnych kmefoch

Bunky boli indukované 2 h a vytaZky Vbeta5.3 (mikrogram/ml)

boli merané v supernatante kultlry

Plazmid reguldcia E. coli host. indukcia neinduk. induk.
pKTB-Vbeta5.3 laclts JM109(lacI¥) 42 °C N.D. 0,5
pPKTB-Vbeta5.3 lacIts DH5alfa(lacI) 42 =C N.D. i 5,0
PKTB-Vbeta5.3 lacIts LJ24(deltalacI) 42 °C N.D. : 5,.2
pKT-Vbeta5.3 lacI®  JM109 2mM IPTG 0 | 0,9
pKT lacI® JM109 42 °C N.D. [ 0
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Data s v stlade s Western Dblot  pozorovanim
a predpokladanymi vysledkami, t.j. vy$3ia expresny hladina bola
dosiahnutd v LJ24 (lacI) a niz$ia v JM 109 (lacI9). Po@erne nizke
mnozstva Vbeta 5.3 merané v supernatante kultGry vychddzaja
z faktu, Ze E. coli beZne nesecernuje proteiny do média. Ako
‘ukazuje Tabulka 1, va&8ina exprivovaného Vbeta 5.3 jeizadréované
v periplazme.

DNA sekvencovanie lacIts génu

Cela kédujica sekvencia teplotne indukovatelného lacIts génu
plus "upstream" 80 nukleotidov vratane promotora bola
sekvencovana a porovnavand . s publikovanymi sekvenciami
IPTG-indukovatelného lacI génu (Farabaugh, 1978, Nature, 274:
765-769) . Promotorovy regidén bol identicky k tomu istému 1lacI,
ale nie lacI® génu (Calos M. P., 1978, Nature, 274: 762-765).

lacIts génova sekvencia vykazovala otvoreny &itaci ramdek
1 080 nukleotidov kédujicich 360 aminokyselin a lifila sa od lacI
génu v nukleotide ¢&islo 559 (s odkazom na prvy nukleotid Start
koddénu), ktory bol zmeneny z G na A, spdsobiac tak zmenu
aminokyselinového zvySku <&islo 187 =z glycinu (GGC) na serin
(AGC) . Téato zmena jediného aminokyselinového zvy8ku udéva

termdlnu senzitivitu lac represorovému proteinu.

NavySe, publikované sekvencie lacI génu (Farabaugh, (1978)
supra), rovnako ako sekvencia objavend v Genebank (lokus ECOLAC),
obsahuje chybu v pozicii &islo 857: nukleotid &islo 857 by mal
byt T namiesto C, ktory by mal tvorit zvySok &islo 286 kédujtci
pre Leucin (TTA) namiesto Serinu (TCA). Prechod C-T vkladad Hpal
miesto do 3' konca lacI génu, ktory bol predtym ukdzany pomocou
reStrikéného mapovania (Brosius, 1992, Meth. Enzymology., 216:
469-483) . Maloby byt zmienené, Ze vo Farabauchovi, (1978) supra,
je rovnaky kodén (TCA) chybne popisany ko kédujici Leucin

namiesto Serinu.

Priklad 7a , |
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KonStrukcia pKTB

Plazmid pKTB-Vbeta 5.3 (6,7kb) bol traveny sall a PstI
a 5,4kb fragment bol purifikovany z agardzy poZitim Geneclean
Kitu (BIO 101). Plazmid pKT-STII (4,8kb) bol tréveny Sall a PstI
a 1,15kb fragment bol podobne purifikovany a ligovany na 5,42kb
fragment za vzniku plazmidu pKTB (6,56kb) .

Priklad 8
KonStrukcia pKB-Vbeta 5.3

Tento plazmid je identicky s pKTB-Vbeta 5.3 minu dva
regulalné elementy, t.j gl0 translalny enhancér a mini-cistron.
Plazmid pKTB (6,56kb) bol tradveny Sall a PstlI a vacs$i fragment
(5,4kb) bol purifikovany z agardzy pouzitim Geneclean Kitu
(BIO 101). Plazmid pK-Vbeta 5.3 (4,9kb) bol tréveny SalIl a PstI a
1,3kb fragment bol rovnako purifikovany a ligovany na 5,4 kb
fragment za vzniku plazmidu pKB-Vbeta 5.3 (6,7kb).

Vysledky
PKB-Vbeta 5.3

Ako je diskutované vyS§Sie, pridanie dvoch regula&nych
elementov, t.j. gl0 génového segmentu a mini-cistron vykazuje
zvySenie Vbeta 5.3 vynosu pri podmienkach IPTG indukcie. Chceli
sme odstrénit tieto dva elementy z pKTB-Vbeta 5.3 vektora a opat
preskiSat vynos pri podmienkach termdlnej indukcie. Porovnanie
pPKTB-Vbeta 5.3 a pPKT-Vbeta 5.3 pomocou akrylamidovej
elektroforézy a Western blottingom ukdzalo, Ze vynos Vbeta 5.3
bol neovplyvneny odstranenim dvoch elementov. EIA meranie
ureov?ch extraktov celych buniek wukédzalo, Ze pKB-Vbeta 5.3
produkuje viac proteinu ako pKTB-Vbeta 5.3, ak je exprivovany
v E. coli LJ24. |
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Tabulka 3

Expresia Vbeta5.3 v rdznych bakteridlnych kmefioch

Plazmid LJ24 SG22094 SG21163 SG21173
pKTB-Vbeta5.3 + leader + g10/MC 90 80 20 30
pKB-Vbeta5.3 + leader + gl0/MC 110 50 40 20
pKTBi-Vbeta5.3 + leader + gl0/MC 6 100 100 100
pKBi-Vbeta5.3 + leader + gl0/MC 10 170 130 390

induk&nad peridda: 2 h pri 42 °C

objem kultiry: 25 ml

Leader: STII

gl0: T7 géni0

MC: minicistron

vzorky: extrakty celych buniek modu ‘

Vbeta5.3 vytaZky (mg/liter), zaloZené na jednotky/ml aproximicii,
merané pomocou EIA. 1 mg Vbeta5.3 je pribliZne ekvivalentny 1x
107 jednotiek.

Plazmid pKB-Vbeta 5.3 bol demon$trovany ako stabilny pre
fermentaciu. ‘

Priklad 9
Konstrukcia pKB

Plazmid pKTB (6,56kb) bol traveny Sall a PstI a velky
fragment (5,4kb) bol purifikovany z agardzy pouZitim Geneclean
Kitu (BIO 101). Plazmid pK.STII (4,75kb) bol tréveny Sall a PstI
a 1,1 kb fragment bol podobne purifikovany a ligovanyj na 5,4 kb

fragment za vzniku plazmidu pKB (6,5kb).

|

Priklad 10
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KonStrukcia pKTBi

Tento plazmid je identicky s pKTB minus STII signal.
sekven.. pKTB (6,56kb) bol traveny Spel a Xmal a ligovany do
dvojretazcového syntetického oligonukleotidu kdédujiceho pre gi0
translacdny enhancér) ribozémové vazbové miésto a mini-cistron
obsahujtci druhé ribozdmové vdzbové miesto. ReStrikéné miesta pre
NcoI, DralIl a Xmal boli oznalené na 3' konci. Dva komplementarne
oligonukleotidy mali tieto sekvencie: |

§'. CTAGTCCGGAATTGGGCATCGATTAACTTTATTATTAAAAATTA
AAGAGGTATATATTAATGTATCGATTAAATAAGGAGGAATAAACC
ATGGCACATTGTGCGGTCCCC -3 [SEQ D NO 19 |

5. CCGGGCGGACCGCACAATGTGCCATGGTTTATICCTCCTTATTTA
ATCGATACATTAATATATACCTCTTTAATITTTAATAATAAAGTTA
ATCGATGCCCAATTCCGGA - 3' [SEQ ID NO 20]

Priklad 11
KonStrukcia pKBi

Tento plazmid je identicky s pKB minus STII signdl. sekven..
pKTB (6,56kb) bol traveny Spel a DralIll a ligovany do
dvojretazcového syntetického oligonukleotidu obsahujiceho
ribozémové vdzbové miesto a Ncol a Dralll miesta ozhaéené na 3!

konci. Dva komplementdrne oligonukleotidy mali tieto sekvencie:

5'- CTAGTAAATTATATTTAAAGGAGGAATAAACCATGGCACATT - 3' [SEQID NO
21] |

3 - GTGCCATCGTTTATTCCTCCTTTAAATATAATITA -3’ [SEQIDNO22]

Priklad 12 A ;

KonStrukcia pKTBi-Vbeta 5.3
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Tento plazmid je identicky s pKTB-Vbeta 5.3;minus STII
signdl. sekven.. pKTBi (6,4kb) bol trdveny Xmal a NcoIl a ligovany
do PCR syntetizovaného Vbeta 5.3 pouzZitim pKTB—Vbeta 5.3 ako
templatu. 5' "sense" primér obsahoval miesto pre reStrik&ny enzym
NcoI (pod&iarknuté): '

5" TATAGTCCATGGGCGTAACG - 3' [SEQ ID NO 32] | '
3' "antisense" primér obsahoval Xmal miesto (podéiarknuté):
5" AACTTCCCGGGTTATCATTAGCTGC - 3' [SEQ ID NO 24]

Vysledky
pKTBi-Vbeta 5.3

Paralelne s vyS$Sie uvedenou précou bol STII leader
odstraneny z expresného plazmidu. PretoZe v&&8ina exprivovaného
Vbeta 5.3 je zadrZovand intraceluldrne (tie% pozri ni¥Sie), bolo
ocakavang, Ze rozsah tohto konStruktu by mohol prindSat
heterogénnu populdciu Vbeta 5.3 molekdl, t.j. plﬁs a minus
leader, ktora by mohla  komplikovat ndsledni purifikdciu
spracovaného Vbeta 5.3. Preto bol STII lesader odstréneny za
vzniku pKTBi-Vbeta 5.3 pre intraceluldrnu expresiu. Pokial ide o
exprivovany Vbeta 5.3, je oCakdvané, Ze obsahuje N-termindlny
metionin, aj ked tdto aminokyselina mdZe byt odstrénend pomocou
endogénnych metionin aminopeptiddz (Ben-Bassat et al., 1987, J.
Bacteriology, 169: 751-757, Baneyx and Georgiou, "Expression fo
Proteolytically Sensitive Polypeptides in Escherichia coli", v
Stability of Protein Pharmaceuticals, Part. A. Chemical and
Physical Pathways of Protein Degradation (Tim J. Ahern and Mark
C. Manning, eds.), Plenum Press, New York, Str. 69;168 (1992)),
ako bolo pozorované pre pKBi-Vbeta 5.3 (niZsie). |

PKTBi-Vbeta 5.3 bol kompletovany, ale zlyhal v expresii
signifikantnych hladin proteinu v E. coli ©LJ24 (pozri Tabulka 3
supra) . Cely Vbeta 5.3 insert bol sekvenovany a determinovan? ako
jednoznadne sprévny. Plazmidovd DNA izolovand po indukcii a
analyzovand pomocou re$trik&nej digescie sa javila nealterovana.
Jedno moZné vysvetlenie pre zrejmé zlyhanie LJ24 kmeria
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obsahujiceho pKTBi-Vbeta 5.3 pre expresiu signifikantnych hladin
Vbeta 5.3 proteinov je, %e absencia leader peptidu destabilizuje
intracelularny Vbeta 5.3 protein a vedie k jeho rychlej

proteolyze.

Preto bol pPKTBi-Vbeta 5.3 -transformovan? do ‘proteéaza
deficientnych kmenov S$G22094 (lon',clp') a BL21 (lon',ompT'),
ktoré davali ni¥$i vytaZok tak, aby SG22904 > BL21. Vplyv rdznych
indukénych tepldt na vytazZok bol tieZ skGSany a pre obidva kmene
bolo 42 °C optimalnych. NavySe tu nebolo signifikantné zvy&enie
produkcie medzi 2 h a 5 h.

pKTBi-Vbeta 5.3 bol exprivovany na dvoch dalich proteéza
deficientnych kmeflioch: SG21163 (lon',htrp')a SG21173 (lon',
htrp', clp'). Vysledky st sumarizované v Tabulke 3 (supra).

Malo by byt spomenuté, Ze kmene LJ24, SG22094, SG21163 a
§G21174 neprodukuji endogénny lac represor, pretoZe lac gén je
deletovany vo vSetkych tychto kmeﬁoéh. Tak divoky typ lac
represora neinterferuje s termilnu indukciou trc . promotora.
Prechaddzajice priklady wukazuji, Ze Vbeta 5.3 konStrukty bez
signdlneho peptidu mwdZu byt lYahko exprivované v proteédza
deficientnych hostiteloch, rezultujdc tak v produkcii

signifikantného mnoZstva Vbeta 5.3 proteinu.
Priklad 13
KonsStrukcia pKBi-Vbeta 5.3

Tento plazmid je identicky s pKTBi-Vbeta 5.3 minus g10
element a mini-cistron (SEQ ID NO 28). Plazmid pKBi (6,43kb) bol
trédveny Ncol a Sall a 970 bp fragment bol purifikovany z agardzy.
pKTBi-Vbeta 5.3 (6,75 kb) bol traveny Ncol a Sall 3a 5,68 kb
fragment bol rovnako purifikovany a ligovany mna 970 bp fragment
za vzniku plazmidu pKBi-Vbeta 5.3 (6,64 kb). -

Vysledky
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Tento na leader chudobny Vbeta 5.3 konStrukt minus dva
reguladéné elementy  bol Gspesne exprivovany v proteéza
deficientnych kmefloch. NaSe pozorovania s zhodné s poéorovaniami
pre pKTBi-Vbeta 5.3. pKBi-Vbeta 5.3 bol exprivovany v dvoch
daldich protedz deficientngch kmefioch: $G21163 (lon',htrp') a
SG21173 (lon', htrp', clp'). V?sledky si sumarizované v Tabulke
3. pKBi-Vbeta 5.3 dbsledne produkoval viac proteinu ako
pPKTBi-Vbeta 5.3 vo vS8etkych testovanych kmetioch (Tabulka 3).
N-termindlne sekvenovanie exprivovaného proteinu ukazalo, %e
prvych 17'aminokyselinovych rezidui zodpoveda oéaké&anej Vbeta
5.3 sekvencii a termindlny metioninovy zvy&ok nebol pritomny.
Plazmid bol tiez demonStrovany ako stabilny.

Rozsah predkladaného vyndlezu nie je obmedzeny Zpecifickymi
realizaciami tu popisanymi. Samozrejme, rdzne modifikacie
vyndlezu k tym, ktoré sl to popisané, sa stand zrejmé odbornikom
v obore z predchddzajlceho popisu a pripojenych obrdzkov. Takéto
modifikdcie sG uvaZované ako patriace do rozsahu pripojenych
narokov. ROzne publikidcie s inkorporbvané referenciami v ich

plnom zneni.
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Néhradny list
Zoznam sekvencii

(1) VSeobecna informécia:
(1) Prihlasovatel: T Cell Sciences, Inc.
(ii) Nazov vyndlezu: Proteiny V regidnu antigénneho
receptora T buniek a metddy  ich
' pripravy o o
(11i) Pocet sekvencii: 29
(iv) KoreSpondentnd adresa:
(A) Adresa: T Cell Sciences, Inc.
(B) Ulica: 115 Fourth Avenue
(C) Mesto: Needham
(D) Stat: Massachusetts
(E) Krajina: Spojené $tdty americké
(F) ZIP: 02194-2725
(v) Po¢itacCova &itacia forma: .
(A) Typ média: disketa, 3,50 inch, pamit 1,44 Mb
(B) Polita&: IBM PC kompatibilny
(C) Pracovny systém: MS-DOS
(D) Software: WordPerfect 6.0 ‘
(vi) Gdaje o prihlé&gke: \
(A) Cislo prihléasky: .
(B) Datum podania:
(C) Klasifikécia:
(vii) DAtum prioritnej prihlaske:
(p) Cislo prihlésky: 08/181,492
(B) Datum podania: 13. janudra 1994

(viii) Z&stupca/agent-informicie:
(A) Meno: Yankwich Leon R
(B) Cislo registréacie: 30,237 :
(C) Referencné/por. &islo: TCS-203-PCT (94, 664-A)

(ix) Telekomunikadéné informacie:
(A) Telefdn: 617-345-9100
(B) Telefax: 617-345-9111
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(2) Informécie o SEQ ID NO:1:
(i) Charakteristiky sekvencie:
() Di%ka: 34 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: linedrna
(ii) Typ molekuly: ind nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokéacia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:1i:

TATAATCGACT AGTCGCTCGCA GCCAACCGLG GLT6 34

(2) Informécie o SEQ ID NO:2:
(i) Charakteristiky sekvencie:
(a) DIZka: 23 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldbgia: lineérna
(ii) Typ molekuly: in& nukleovéd kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokéacia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:2:

GTCCTAGAGT ACTGAGCGGR TaC 23
(2) Informécie o SEQ ID NO:3:

(1) Charakteristiky sekvencie:
(n) DiZka: 91 parov baz



(2)

(2)
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(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: linedrna
(ii) Typ molekuly: ina nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iidi) Hypote;ick?:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokacia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:3:

CGCTCCGAGIC TAGGCTGCAG CCCGGGEGLGL GLCGLGGLCEC AGGLCTITTAA

TTARGAGCIC CGGACCCGCAC AATGTCGGELCG CEGLCCCTTARG A 91

Informacie o SEQ ID NO:4:
(1) Charakteristiky sekvencie:
(A) DiZka: 97 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: linedrna
(ii) Typ molekuly: ina nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Loké&cia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:4:

CTAGICTTAA GGGCGCGCCC ACATIGIGEG GICCGGAGCST CTTAATTARA

GGCCTGILEGE CGCGTCGLGELC CCEGELTGLA GTCTAGGCTC GAGLCGC

Informécie o SEQ ID NO:5:
(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Di%ka: 103 parov baz
(B) Typ: nukleovad kyselina

§7
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(C) Retazec: jeden

(D) Topoldgia: linedrna
(ii) Typ molekuly: ind nukleova kyselina

(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky: f
(iv) Anti-sense: |
(ix) Crta:

(A) Meno:

(B) Lokécia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:5:

CTAGYAAATT CTATTTCASG GAGACAGTCA TAATGAMATA CCTATTGCCT , 50

{ . :
ACGGCAGCCG CTGGATTGTIT ATTACTCGCT GCCCARCCAG CCATGGCCGA i 100
GCT > 103

(2) Informécie o SEQ ID NO:6:

(1) Charakteristiky sekvencie:
(A) DIZka: 95 parov baz
(B} Typ: nukleovd kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: linedrna

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

(iii) Hypoteticky: ‘ '

(iv) Anti-sense:

(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokécia:

(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:6:

CGGCCATGGS TGGTTGGGCA GCGAGTAATA ACAATCCAGC GGCTGCCGTA % 50

GGCAATAGGT ATTTCATTAT GACTGTCTCC TTGAAATAGA ATITA 195

(2) Informdcie o SEQ ID NO:7: i
(1) Charakteristiky sekvencie:

(p) DIi%ka: 105 parov baz i

(B) Typ: nukleova kyselina E

|

|
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(C) Retazec: jeden
(D) Topolbgia: linedrna
(ii) Typ molekuly: ind& nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokéacia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:7:

CTAGTARYTT CTATTTCAAG CAGACRGTICA TARTGAAAMA GRATATAGCA

TTCCTACTAG CTTCAATGTT CGTCTICTCT ATTGCARCTA ACGCETACGC
: 2
ACATT 105 T

Informédcie o SEQ ID NO:8:

(1) Charakteristiky sekvencie:
(a) DIizka: 98 parov béaz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: linedrna
(ii) Typ molekuly: ind nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokéacia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:8:

1
-]

GTGCGTACGS GITAGTTIGCA ATAGAGAAGA CGRAICATTGA AGCTAGTAGG

AATCGCTATAT TCITTTICAT TATCACTCGIC TCCTTIGAAAT AGARTTTA

Informédcie o SEQ ID NO:9:

(i) Charakteristiky sekvencie:
() DlZka: 89 parov baz
(B) Typ: nukleovad kyselina
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(C) Retazec: jeden
(D) Topoldégia: linearna
(ii1) Typ molekuly: in& nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokacia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:9:

CTAGTCCGGA ATTCGGGCATC GATTARCTIT ATTATTAARA ATTAAAGAGG

TATATATTAA TGTATCGATT ARATAAGGAG GAATAAATA 89

Informdcie o SEQ ID NO:10:
(i) Charakteristiky sekvencie:
(a) DI%ka: 76 parov baz
(B) Typ: nukleové& kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: lineédrna
(i1) Typ molekuly: ind nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokacia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:10:

(2) Informacie o SEQ ID NO:11:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) DIi%ka: 71 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jeden

S0
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(D) Topoldgia: linedrna
(ii) Typ molekuly: in& nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokacia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:11:

ATGRAATACC TATTGCCTAC GGCAGCCELT GGATIGITAT TACICGLTIGC

CCAACCAGCC ATGGCCGREC T 71

(2) Informicie o SEQ ID NO:12:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Di%ka: 76 parov béaz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: linedrna
(ii) Typ molekuly: in& nukleovéd kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokacia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:12:

CGGCCATGGC TGGTTGGGCA GCGAGTAATA ACAATCCAGC GGCTGCCGTA

GGCAATAGGET ATTTICATTAT TIATIC 76

Informédcie o SEQ ID NO:13:

(1) Charakteristiky sekvencie:
(a) Di%ka: 73 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: lineédrna

(¥1}

(83)
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(ii) Typ molekuly: ind nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokacia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:13:

ATGAAAZAGA ATATAGCATT CCTACTAGCT TCRATGTTCG TCTTCTCTAT

TGCAACTAAC GCGTACGCAC AIT 73

(2) Informdcie o SEQ ID NO:14:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Di%ka: 79 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: linedrna
(1i) Typ molekuly: in& nukleovad kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokéacia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:14:

GIGCGTACGC GTT%;?%GCA ATAGAGAAGA CCARCATTGA AGCTAGTAGG

ARTGCTATAT TCTITTICAT TATITATIC 7S

-}

Informdcie o SEQ ID NO:15:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) DI%ka: 33 parov baz
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: linearna
(i1) Typ molekuly: ind nukleovad kyselina
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(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:

(A) Meno:

(B) Lokécia:

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

TARTTAGCCA TGGCCGGCGT ARCCCARTICT CCG 33

(2) Informécie o SEQ ID NO:16:
(1) Charakteristiky sekvencie:
(A) DI%ka: 21 parov béaz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: linedrna
(ii) Typ molekuly: ind& nukleovd kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(1i1) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokacia:

(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:16:
CCAGTGCC2A GCTTGCAIGS C 21

(2) Informacie o SEQ ID NO:17:
(1) Charakteristiky sekvencie:
(a) DI%ka: 34 parov baz
(B) Typ: nukleové kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldégia: lineérna
(1i) Typ molekuly: ind nukleovd kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
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(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokacia:

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

G2A3TTAACG CGTACGCALGE CGTALCCCAY TCTC . 34

(2) Informdcie o SEQ ID NO:18:
(1) Charakteristiky sekvencie:
(A) DIzka: 21 parov béaz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: linearna
(ii) Typ molekuly: ind nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokacia:

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

(2) Informécie o SEQ ID NO:19:
(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) DIi%ka: 110 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: linedrna
(ii) Typ molekuly: ind nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Loké&cia:
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(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:19:

CTAGTCCGGA ATTGGGCATC GRTTAMCTTT ATTATTARRA ATTAMMGAGG
TATATATTAA TGTATCCATT ARATAAGGAG GAATAAACCA TGCCRCATITG

TGCGGTICCGC 1190

(2) Informdcie o SEQ ID NO:20:
(i) Charakteristiky sekvencie:
(a) DI%ka: 110 parov baz
(B) Typ: nukleové kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: linedrna
(ii) Typ molekuly: ind& nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(1ii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:

(B) Lokéacia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:20:

CCGGGLGCAC CGCACAATGT GCCATGGTTT ATTCCTCCTT ATTTAATCGA

TACATTAATA TATACCICTIT TAATTTTTIAA TAATAAAGTT AATCGATGCC

CAATTCCGCGA 110

(2) Informacie o SEQ ID NO:21:
(1) Charakteristiky sekvencie:
(A) DIiZka: 42 péarov baz
(B) Typ: nukleovad kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldégia: lineédrna
(ii) Typ molekuly: in& nukleovad kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:

50

100
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(B) Loké&cia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:21:

TAGTARATT ATATITARRG CAGGAATAMA CCATGGCACA TT

(2) Informécie 0 SEQ ID NO:22:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) DI%ka: 35 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: lineédrna
(ii) Typ molekuly: ind nukleovd kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(i1i) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:

(B) Lokécia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:22:

CGTGCCATGEET TTATTCCTICC TTTAAATATA ATITA 35

Informlcie o SEQ ID NO:23:
(1) Charakteristiky sekvencie:
(A) DIZka: 20 parov baz
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: linedrna
(1i) Typ molekuly: ind nukleovd kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:

(B) Lokéacia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:23:

TATAGTICCAT GGGCGTAACC 20

oo
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Informacie o SEQ ID NO:24:
(i) Charakteristiky sekvencie:
() DI%ka: 25 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: linedrna
(ii) Typ molekuly: iné& nukleova kyselina
(A) Popis: synteticky oligonukleotid
(iii) Hypoteticky:
(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:

(B) Lokéacia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:24:

AACTICCCGG GTTAZCATTAE GCTCGC 25
1

Informdcie o SEQ ID NO:25:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) DI%ka: 276 parov baz
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topolégia: lineérna

(ii) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticky:

(iv) Anti-sense:

(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lok&cia:

(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:25:

GGT GTA ACC C3A TCT CCG ACT CAC CIG ATC AdA XCG AGA

GGA CAG CAC GIG ACT CIG aGA TGC TCT CCT ATC ICT GGG

L)

(Ve

w
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CAC AAG AGT GTG TCC 7IGG TAC C2A CAG G:IC
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CAG TTC CCT AARC TRT AGC ICT GAG C76

717G TTG CTG GGG CGAC TCG GCC CTG TAT CIC T

AGC 278

(2) Informécie o SEQ ID NO:26:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 276 parov baz
(B) Typ: nukleovéd kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topolbgia: line&rna

(ii) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticky:

(iv) Anti-sense:

(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokéacia:

(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:26:

CCG CAT TGG GIT AGA GGC TCGA GIG GAC 7TAG
CCT GZC GTG CAC TGA GXC TCT ACG ACGA CGGA
GIG TTC TCAHA CAC AGG ATC AIG GIT GTIC CxG
CCC GGG GTC A2 TAG A2A GTC ATA ATA CIC

(2) Informdcie o SEQ ID NO:27:
(1) Charakteristiky sekvencie:
(A) DIzka: 92 parov baz
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topoldgia: linedrna
(ii1) Typ molekuly: protein
(1iii) Hypoteticky:
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(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno:
(B) Lokéacia:
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:27:

X
)
"
(0]

Gly Val Thr Gln S= Thr His Leu Ile Lys Thr Arg Gly Gln
1 2 10 1
His Val Thr Leu Arg Cys Ser Pro Ile Ser Gly His Lys Ser Val

20 25 30
Ser Trp Tyr Gln Gla Val Leu Gly Gln Gly Pro Gln Fhe Ile Phe
35 30 45
Gln Tyr Tyr Glu Lys Glu Glu Axg Gly Axg Gly Asn Phe Pro Asp
50 55 60
Arg Phe Ser Ala Arg Gla Fhe Pro Asn Tyr Ser Ser Glu Leu 2sn
. €5 70 75
Yal Asn Ala Leu Leu Leu Gly Asp Ser Ala lLeu Tyr Leu Cys ila
€0 §5
Ser Ser
52

Informécie o SEQ ID NO:28:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Di%ka: 27 parov baz
(B) Typ: nukleovéa kyselina
(C) Retazec: jeden
(D) Topoldgia: lineédrna

(ii) Typ molekuly: cDNA

(iii) Hypoteticky:

(ix) Crta:
(A) Meno:

(B) Lokacia:

|
|
|
!
|
|
(iv) Anti-sense: |
|
|
|
|
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:28: :

ATG TAT CCGA TTA AAT ARG GAG GAA TAA 27

|
Informdcie o SEQ ID NO:29: :
(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) DI%ka: 8 parov baz |
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topoldégia: linedrna
(ii) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoteticky:



(iv) Anti-sense:
(ix) Crta:
(A) Meno;
(B) Lokacia:

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

Met Tyr Arg Leu Asn Lys Glu Glu
1

S

8
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1. Spdsob produkcie kompletnych rekombinantnych grotelnov \
regiénu antigénneho ‘receptora T buniek, vy zn a é ujaci
sa ty m,'ie zahrnuje ' ;

a) transformovanie kompetentnych bakteridlnych hostitelskych

buniek rekombinantnym expresnym vektorom obsahujGcim regidn

kdédujlci kompletny protein V regidénu antigénneho: receptora
T bunky a indukovatelny bakteridlny promotor,

|
|
|

b) indukciu indukovatelného  bakteri&lneho = promotora
v transformovanych bakteridlnych bunkdch kroku a) a i
1

c) ziskanie kompletného rekombinantného proteinu! V regiénu

antigénneho receptora T bunky.

-

2. Spdsob podla ndroku 1, vy znad¢ujidci sa tym,
Ze indukovatelny bakteridlny promotor je vybrany ;zo skupiny

zlozenej z chemicky  regulovanych  promotorov d termalne
regulovanych promotorov. !

3. Spbsob podla ndroku 2, vy znadujidci sa t¢m,
Ze expresny vektor dalej obsahuje regula&ni génovd sekvenciu
vybranl zo skupiny zloZenej z lacl génu alebo lacI< géﬁu.

4. Spdsob podla ndroku 2, vy znaduijaci 5 a t vy m,
Ze expresny vektor zahrnuje lacIts gén. i
i

5. Spbdsob podla ndroku 2, vy zna & uijiaci 5 a t ¢m,
Ze lacIts gén je v rovnakej orientédcii ako kédujtci reglon pre
protein V regidnu antigénneho receptora T bunky.

:
|
6. Spdsob podla nidroku 1, vy znadujdci sa tym,
Ze Dbakteridlny promotor je vybrany zo skupiny =zloZenej z lac
promotora, tac promotora a trc promotora.

|
|
|
7. Spdsob podla ndroku 6, vy znadéujidci sa tym,
|
l
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Ze rekombinantny expresny vektor dalej zahrnuje leader! sekvenciu.

i
i
|
|
I
|
I
|
|
|
!
I
| -
S

8. Spbdsob podla ndroku 7, vy zna & u jdci a t ym,

Ze leader sekvencia je  vybrana zo skupiny %1oienej z

termostabilného enterotoxinu STII leadera z Escherichia coli a
pelB leadera z Erwinia carotovora. !
|

9. Spdsob podla ndroku 8, vy znadujiaci sa tym,

Ze rekombinantny expresny vektor dalej zahrnuje leadef sekvenciu

odvodeni od STII leader sekvencie E. coli a kompetentné

bakteridlna hostitelskd bunka je bunka, ktoréa nenesieglacI alebo
lacI< gén. i
|

10. Spésob podla ndroku 1, vyznad&ujidci sa

t ¥ m, Ze  Dbakteridlny hostitelsky kmefi je kmeﬁ proteaza
deficientny. '

11. Spdsob podla ndroku 10, vy zna & u j?ﬁ ci s a

t ¥ m, Ze protedza deficientny kmed je selektovan?izo skupiny

zlo¥enej z SG22094, SG21163 a SG21173. 1

|
12. Spdésob podla  naroku 1, vyznad&ujiGci s a

t ¥y m, Ze expresny vektor dalej zahrnuje regula&né eleﬁenty glo a
mini-cistronovi sekvenciu (SEQ ID NO 28). .

13. Spdsob podla  néroku 1, vyznadc¢u jiﬁ ci s a
t ¥ m, Ze rekombinantny expresny vektor dalej zahrnuje:

a) trc promotor ako indukovatelny bakteridlny proﬁotor

b) ribozdmové vazbové miesto ;

c) transkrip&ny terminitor |

d) lacIts regulad¢nid génovi sekvenciu |

e) PBR322 zdroj replikéacie

f) gén tetracyklinovej rezistencie

14. Spbésob podla ndroku 13, vy znaduijlici s a
t ¥ m, Ze rekombinantny expresny vektor je vybrany |z

!

|

i o skupiny
zloZenej z pKTBi-Vbeta 5.3 a pKBi-Vbeta 5.3. i

|

|

|
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15. Spdsob podla  néroku 13, vyznadcdujaci sa
t y m, Ze rekombinantny expresny vektor dalej zahrﬁuje leader
sekvenciu. i
|

16. Spdsob podla ndroku 15, vy zn a & u j{ﬁ ci s a
t ¥y m, ze rekombinantny expresny vektor je vybranyizo skupiny
zlozenej =z pK-Vbeta 5.3, pKT-Vbeta 5.3, pKTB—Vbéta 5.3 a

pKB-Vbeta 5.3. |

|
|
17. Expresny vektor zahrnuje indukovatelny bakteridlny
promotor pod kontrolou laclIts génu, kde uvedeny llacIts gén

|
kontroluje expresiu regidnu kodujlGceho pre kompletny protein V
!

18. Expresny vektor ndroku 17, kde indukovatelny bakteri&lny

regiénu antigénneho receptora T bunky.

promotor je vybrany zo skupiny zloZenej z 1lac prométora, tac
promotora a trc promotora.
| |
19. Expresny vektor néroku 17, kde indukovatelny bakteriélny
promotor je trc promotor.

|

|
20. Expresny vektor ndroku 19, ktory dalej zahrnuje leader
sekvenciu.

21. Expresny vektor, ktory zahrnuje v 5'-3' smere:
a) trc promotor

|
|
I
|
b) ribozdmové vidzbové miesto
¢) regidén koédujiaci kompletny protein eregiénu %ntigénneho
receptora T buniek '
d) transkripény termindtor
e) lacIts regulacnli génovi sekvenciu

f) pBR322 zdroj replikéicie

g) gén tetracyklinovej rezistencie.

-

22. Bakteridlna bunka transformovand expresnym vektorom

I
|
!
|
!
1
|

|

|

|

|
podla ndroku 17.

1
i
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23. Expresny vektor 17, kde uvedeny vektor je!vybrany zo

skupiny zloZenej 2z pK-STII-Vbeta 5.3, pKT-Vbeta 5.3, pKTB-Vbeta
5.3, pKTBi-Vbeta 5.3 a pKBi-Vbeta 5.3. |

|
!
| .
24. Kompletny protein V regidnu antigénneho receptora T
buniek pfodukovan?ch podla ndroku 13. |

25. Farmaceutické  kompozicie, vy znad&ujice sa
t ym Ze zahrnuji kompletny protein V regidnu éntigénneho

receptora T buniek.
|

26. Farmaceutické kompozicie ndroku 25, vy zna &u j a -

ce sa ty m Ze protein V regidnu antigénneho réceptora je

Vbeta 5.3 protein a mid vzorec: aminokyselina @ 1 a%f 92
aminokyselinovej sekvencie ID NO 27. f

27. Spbsob lieCby imunitnych chordb zahrnujﬁéi podanie

farmaceutickej kompozicie obsahujicej kompletny protein V regidnu

- antigénneho receptora T buniek subjektu potrebujlicemu takito

lie&bu. |

|
28. Spdsob podla ndroku 27, kde s imunitou spojen#u chorobou

je roztrisena sklerdza. :
|
29. Spdsob podla nédroku 28, kde kompletny protein V regidnu
antigénneho receptora T buniek Jje Vbeta 5.3 a mé vzorec:
aminokyselina 1 aZ 92 aminokyselinovej sekvencie ID NO§27.
|
30. V podstate éist?'protein Vbeta 5.3 antigénnehé receptora
T buniek majlci vzorec: aminokyselina 1 aZ 92 aminokyselinovej
sekvencie ID NO 27. :

31. PouZitie v  podstate <{istého  proteinu ,V regidénu

I
!
antigénneho receptora T buniek vo vyrobe liediv na lielenie
3 . -~ ~ |
imunitnych chordb. |
|
|
|
|
|
|
|
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32. Transformované bakteridlne bunky, ktoré produkujd asponl
AU . . -l
300 miligramov kompletného rekombinantného proteinu V beta
antigénneho receptora T buniek na liter bunkovej kultﬁiy.

33. Spbsob diagnostiky imunitnych chordb zahrnujﬁ%i pouzitie
kompletného . rekombinantného proteinu V regidénu antigénneho
receptora T buniek na detekciu pritomnosti jédnotlivych
subpopulédcii T buniek asociovanych s imunitnymi chorébami alebo
pritomnosti autoprotilatok rozoznavajicich jednotlivé:protéiny v
regidnu v biologickych vzorcoch od pacientov.

|
i
|
|
|
i
i
|
|

i
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