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Imunotropni protein (CD 14) souvisejici s
hovézi laktaci, kodujici gen a aplikace pii
aktivaci B buné&k

Anotace:

Je identifikovan novy protein vy¢istény z ho-
vézi mlezivové syrovatky, nazvany imunotrop-
ni protein souvisejici s hovézi laktaci /Bo-
LAIT/ a isolované nukleotidové sekvence ko-
dujici tento protein. Je popsan také lidsky ho-
molog Bo-LAIT proteinu, Hu-LAIT protein. Je
popsan zpusob aktivovani B bunék a zvlasté
aktivovani B bunék u savce, jako je Cloveék,
ktery takovou aktivaci potfebuje, podavanim
LAIT proteinu. LAIT protein mtze byt zahrnut
do pfipravku pro déti, ktery je détem podavan
potravou nebo protein mizZe byt zahrnut jako
¢ast ockovani. LAIT protein muiZze byt podavan
pacientum, ktefi jsou imunodeficitni na T
bunky, napfiklad maji disfunkci T bunék, pfi
které je u nich podexprimovan gp39 /CD40L/
nebo je naprosto nepfitomen na bunééném
povrchu T bunék pacienta. Je popsana pfi-
prava lé¢iv obsahujicich LAIT protein pro
aktivovani B bunék u savce, ktery takovou
aktivaci potfebuje. Mlize se pouzZit prirodni
nebo rekombinantni LAIT protein.
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Imunotropni protein (CD 14) souvisejici s hov&zi laktaci, kodu-
jici gen a aplikace p¥i aktivaci B bun&k

Oblast techniky

Tento vyndlez v oblasti imunologie, biochemie a bun&&né
a molekuldrni biologie se tyka proteinu nebo proteinl, které
jsou ko~ a/nebo po-transla®n® modifikovdny, oznaXovanych LAIT
proteiny, které aktivuji B bufiky. Tento vyndlez se tykd také
pouZiti tohoto proteinu ve farmaceutickych p¥ipravcich a farma-
ceutickych prost¥edcich, které obsahuji LAIT protein nebo jeho
funk&ni derivaty. Tento vyndlez se tykd také molekul nukleovych
kyselin kodujicich hov&zi LAIT protein nebo jeho funk®ni deri-
vdty a zpusobu &i&t&ni p¥irodnich a rekombinantnich forem uve-
denych proteind, které aktivuji B buiiky.

Dosavadni stav techniky

"B" lymfocyty odvozené od kostni d¥en&, obvykle nazyvané
B buriky, jsou typem bilych krvinek p¥itomnych v lymfatickych
Zl14z4ch, krvi a sekunddrnich lymfatickych orgdnech imunitniho
systému. B buiiky jsou prekursory bun&k sekretujicich protilat-
ky, bun&k plasmy a jako takové jsou centrem pro indukovdni hu-

mordlnich imunitnich odpov&di.

Indukce v&tsSiny humordlnich imunitnich odpov&di u dosp&-
lych zahrnuje &etné bun&¥né interakce mezi T lymfocyty odvoze-
nymi od brzliku, obvykle nazyvanyimi T buiiky, antigen presentu-
jicimi bufikami (APC) a B butikami [J. Exp. Med. 1978, 147, 1159;
PNAS 1982, 77, 1612, PNAS 1982, 79, 1989, Immunol. Rev. 1987,
95, 914.1.

Jak je tomu dnes rozum&no, aktivace B bun&k zavislych na
T bufikdch zahrnuje aktivaci T bun&k po jejich rozpoznani anti-
genem, jak je ukdzdno APC ve spojeni s proteiny kodovanymi v
komplexu hlavni histokompatibility (MHC), které jsdu exprimo~
vdny na bun&¥ném povrchu APC. Tato antigenov® specifickd a MHC
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omezend interakce T-buiika-APC vede k reciproké aktivaci dvou
typi bun®k a zm¥n fysiologie T buiiky, takZe se projevuije "po-
mocnd funkce" (helper).

Helper T buiiky mohou aktivovat antigenov® specifické B
butiky. Antigenovd specifi&nost interakce T bufika-B bufika je
uchovdna jako dusledek zdkladni schopnosti B buiiky fungovat
jako APC. Tedy zatimco odpo&ivaji, klidné B bufiky nejsou u&in-
nymi APC [PNAS 1982, 79, 1989.], specificky interagujf s anti-
genem imunoglobulinem asociovanym s membrdnou, jeho¥ specifid&-
nost odraZi specifidnost imunoglobulinu, ktery bude sekretovan
jejich dce¥innymi buiikami (J. Exp. Med. 1974, 140, 904.).

Imunoglobulinem zprost¥edkovand internalizace antigenu
specifickou B buiikou, kterd mi%e zahrnovat presentaci jest& ji-
nym druhem APC, folikuldrni dendriticky buiikou, vede k iniciaci
opracovani antigenu B buiikou, regulaci MHC skupiny II a expresi
B7 a k presentaci peptidi odvozenych od antigenu v souvislosti
S MHC (J. Exp. Med. 1993, 178, 2055.). B buiika aktivovand timto
zpﬁsobem je cilem aktivované helper T buiiky.

Funkce helper T bufiky zahrnuje signdly doddvané jak kon-
taktem T buiika-B bufika tak interakci rozpustnych medidtori od-
vozenych od T bun&k, néz?van?ch cytokiny, s jejich p¥ibuznymi
ligandy exprimovanymi na membradn& plasmy B bun&k. Kontakt T
buiika-B buitka je také MHC omezen, analogicky k interakci T buii-
ka-APC (Eur. J. Immunol. 1982, 12, 627; Eur. J. Immunol. 1982,
12, 1982.). Specifické interakce molekul, které zprost¥edkuji
MHC omezenou interakci mezi dv&ma vazbami lymfocytd, konkrétnd&
receptorem T bufiky pro antigen (TcR) a komplexem MHC/antigen
exprimovanym B buiikami, nep¥edpovidaji indukci rustu a diferen-
ciace B bun&k (Eur. J. Immunol. 1988, 18, 375.).

Podstatnd molekuldrni interakce,.reflektovand poZadavkem
na kontakt T burika-B buiika, je zprost¥edkovédna CD40 exprimova-
nym na plasmové membrdn& B buliky a jejim pfibuzném ligandu,
gp39 (nebo CD40L), exprimovaném na plasmové membridn& T buiiky
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(PNAS 1992, 89, 6550; Nature 1992, 357, 80.). Konsistentni s
timto p¥ikladem je pozorovani, Ze membrdnovd exprese druhého
stoupd v interakci T buiika-APC stejn® jako ndslednd interakce
T bufika-B butika (PNAS 1992, 89, 6550.). Dale pak membrdnovym
imunoglobulinem vyvoland interakce B buiiky s antigenem vede ke
zvysené membrdnové expresi CD40 (Sem. in Immunol. 1994, 6,
303.). Interakce mezi CD40 a CD40L p¥edpovidd indukci ristu B
butiky, diferenciaci B bun&k na bufky sekretujici imunoglobulin
a zapnuti isotypu imunoglobulinu (J. Exp. Med. 1993, 178,
1567.).

S timto modelem je v souladu zjist&ni, ¥e rozpustny CD40OL
nebo monoklondlni protildtka (mAb) specifickd pro CD40 mu¥e in-
dukovat rust B bundk a diferenciaci na sekreci imunoglobulinu
(Sem. in Immunol. 1994, 6, 267; PNAS 1986, 83, 4494; J. Immu-
nol. 1988, 140, 1425.).

Vedle obligatniho poZadavku na kontakt T buiika-B buiika,
Cetné cytokiny odvozené od T bun&k, IL-2, IL-4 a IL-5, jsou
centrem rustu a diferenciace B bun&k. Citlivost t&chto B bundk
na tyto cytokiny je z nejvé&tsi &dsti omezena p¥edchozim kon-
taktem s T bufikami. Po kontaktu T bun®k tedy B buiiky zvysuiji
expresi membrénovych receptorl specifickych na cytokin (PNAS
1983, 80, 6628; J. Immunol. 1990, 145, 2025; J. Immunol. 1991,
146, 1118.). Bylo ukdzdno, ¥e IL-2 a IL-5 vykazuji podporu rus-
tu aktivovanych B bun&k (PNAS 1980, 77, 1612; Immunol. Rev.
1980, 52, 115.). Ddle pak bylo uk&zdno, %e IL-4 a anti-imuno-
globulin jsou synergické p¥i podpo¥e rustu B bun&k (J. Exp.
Med. 1982, 155, 914.).

Pozoruhodnymi v této souvislosti jsou odpov&di klidovych
B bun&k na IL-4 a IL-5. IL-4 indukuje de novo transkripci a
translaci proteinu MHC Class II (J. Exp. Med. 1982, 155, 914;
PNAS 1984, 81, 6149; J. Exp. Med. 1984, 160, 679.) a IL-5 je
schopen podporovat diferenciaci klidovych B bun&k na buiiky se-
kretujici vysokd mno¥stvi imunoglobulinu v nep¥itomnosti ristu
buné&k (Eur. J. Immunol. 1992, 22, 2323.).
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V kaZdém p¥ipad& signdly odvozené z molekuldrnich interak-
ci mezi membrdnovymi molekulami na T buikdch a B builikdch a cy-
tokinl odvozenych od T bun&k interagujicich s jejich p¥ibuznymi
receptory na B buiikdch jsou &4stmi komplexniho signdlniho sys-
tému. KaZdy signdl sm&ruje B bufiku do jiného stadia aktivace,
co¥ zpusobuje, ¥e je citlivd na nasledujici signdly progrese.
Tyto signdly Jjsou navzdjem dopliikové, spise ne¥ Z2e by m&ly
schopnost jednotliv& ¥idit Uplny proces rustu a diferenciace
B buné&ék (Immunol. Rev. 1987, 95, 177.).

V roce 1988 byla objevena jedine&nd aktivita v ov¥im mle-
zivu (J. Immunol. 1988, 140, 1366.). Protein bohaty na prolin
(PRP) byl téstelnd vytisté&n pou¥itim klasickych zpusobu &ist&ni
proteini. Bylo uk&zdno, ¥e tento materiil podporuije indukci
klidovych B bun&k do bun&&ného cyklu a podporuje jejich dife-
renciaci na buiiky sekretujici imunoglobulin vysokou rychlosti.
Toto byl z¥ejm& prvni popis proteinu sav&iho puvodu, ktery
zprosti¥edkovdvd tyto funkce.

Nédsledn& byla p¥ipravena monoklondlni protildtka specific-
kd pro ov&i PRP. KdyZ byly PRP p¥ipravky nechdny projit afinit-~
ni kolonou p¥ipravenou pou¥itim protildtky, veskery PRP byl za-
chycen na kolon&, jak bylo zjist&no Westernovou blotovaci ana-
lyzou eluatu a eluentu. VsSechna stimula®ni aktivita B bun&k
vsak byla nalezena v eluentu. Publikovand charakterizace tropni
bioaktivity B bun&k p¥itomné v ov&im mlezivu nebyla p¥ipsdna
PRP (nepublikovand informace).

Podstata vyndlezu

Tento vyndlez se tykd nového hov&ziho proteinu a isolova-
nych nukelotidovych sekvenci kodujicich tento protein, p¥i CemZ
uvedeny protein je schopen aktivovat B-bufiky sav&iho puvodu.
V podstaté& &isty LAIT protein nebo ko- a/nebo po-transla&né& mo-
difikovand forma tohoto proteinu mohou byt produkovdny bioche-
mickym &ist&nim nebo rekombinantnimi prost¥edky v prokaryotic-
kém nebo eukaryotickém hostiteli v podstat® bez jinych protei-




ni, s nimiZ je p¥irozen& asociovédn. V tomto vyndlezu je zahrnut
také zplsob ¥ist&ni LAIT proteinu nebo ko- a/nebo po-translaind
modifikované formy LAIT proteinu podle tohoto vyndlezu z hov&zi

mlezivové syrovdtky, vyznadujici se tim, ¥e zahrnuje:
i) vysoleni proteind obsa¥enych v uvedenych vzorcich a
ii) obohaceni a kone&né vydisté&ni LAIT proteinu z pro-
teini vysolenych ve stupni i) pou¥%itim klasickych

zpusobll frakcionace proteint.

Ve vsech p¥ipadech md uvedeny protein Z&ddanou biologickou

aktivitu.

Tento vyndlez se tyka také molekuly nukleové kyseliny,
kterd obsahuje nukleotidovou sekvenci kodujici LAIT protein.
Molekulovou nukleové kyseliny mi¥e byt cDNA nebo genomov& DNA.

Isolovany hov&zi protein je homologni s lidskym CD 14 a
mySim CD 14 a tak je n&kdy oznaovdn také jako hov&zi CD 14.
Tento vyndlez zahrnuje zpusob aktivovdni B bun&k a zv14st& ak-
tivovdni B bun&k u savcu, kte¥{ takovou aktivaci pot#ebuiji,
poddvdnim CD 14, rekombinantni formy jeho proteinu nebo jeho
funk&niho derivatu.

Ve vyhodném provedeni savec znamend lidského pacienta.

Podle jednoho aspektu tento vyndlez zahrnuje inkorporaci
CD 14 do prost¥edku pro d&ti. Tento vynélez zahrnuje poddvani
CD 14 d&tem, vyhodnym zpusobem -poddvdni Tje poddvani tohoto
p¥ipravku d&tem ve form& jidla.

V jiném aspektu tento vyndlez zahrnuje inkorporaci CD 14
jako €4sti vakciny. Tento vyndlez se tykd poddvdni CD 14 a an-
tigenu pacientovi, ktery pot¥ebuje imunizaci. Vyhodny zpusob
poddvdni zahrnuje poddvdni jediného p¥ipravku, ktery obsahuje
jak CD 14 tak antigen.

V jiném aspektu tento vyndlez zahrnuje podavédni CD 14 pa-
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cientovi, ktery md imunitni deficit T bun&k. Ve vyhodném aspek-
tu tento vyndlez zahrnuje poddvani CD 14 pacientovi, ktery trpi
disfunkci p¥islusSnych T bun&k, u nich¥ je gp39 (CD40L) podex-
primovdn nebo zcela nepfitomen na bun&®ném povrchu T bun&k pa-
cienta.

V jiném aspektu se tento vyndlez tykd poddvani protildtek
proti CD 14 pacientovi, ktery trpi disfunkci, p¥i ni¥ paciento-
vi B bufiky jsou hyperaktivovany jako vysledek vysSich ne¥ nor-
mdlnich hladin sera CD 14. Ve vyhodném aspektu tento vyndlez
zahrnuje poddvani protildtek proti CD 14 pacientovi, ktery trpi
revmatickou artritidou, p¥i ni% B buiiky sekretuji revmaticky

faktor jako vysledek aktivace serovym CD 14.

Tento vyndlez se tykd nového zpusobu produkce hydridomy
sekretujicich mAb ¥4dané specifinosti kultivaci B bundk se
suboptimdlnimi mitogennimi koncentracemi CD 14 v souladu s an-
tigenem, proti n&mu¥ maji byt protildtky p¥ipraveny. Populace
B bun&k aktivovanych timto zpusobem je vysoce obohacena na ak-
tivované B buiiky specifické na antigen, které se pak pouZivaiji
pro produkci hybridomy sekretujicich mAb ¥ddané specifi®nosti.

Tento vyndlez zahrnuje pou¥iti CD 14 p¥i p¥ipravd 1é&iv
pro aktivovdni B bun&k u savcu, kte¥i takovou aktivaci pot¥e-
buji.

V tomto vyndlezu se mu¥e pouZivat p¥irodni nebo rekombi-
nantni CD 14.

V souvislosti s timto vyndlezem pojem "CD 14" znamend my-
81, hové&zi nebo lidsky CD 14.

Definice pojmu
"Funk&ni derivat" si zachovdva alespoit &dst funkce CD 14,

jako je navdzdni na specifickou protildtku nebo navézani na je-
ho p¥ibuzny receptor na builikdch, kterd maji uvedeny receptor,
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ktery umoZiiuje jeho vyuZiti podle p¥edloZeného vyndlezu. Pojem
"funk&ni derivat", jak je zde pou¥ivédn, zahrnuje "fragment" ne-
bo "variantu" CD 14, p¥i Zem¥ tyto pojmy jsou definovény niZe.

"Fragment" CD 14 oznaduje jakoukoliv pod¥adu polypeptidu,
to znamend kratsi peptid. Pojem "fragment" se pouZivd k ozna-
¢eni takového polypeptidu, ktery je odvozen od CD 14, ktery md
p¥irozen& se vyskytujici proteinovou sekvenci obsahujici deleci
jedné nebo vice aminokyselin na jednom nebo vice mistech C-kon-
ce, N-konce a v sekvenci. Tyto fragmenty by si m&ly zachovat
jednu nebo vice biologickych aktivit nebo funkci, které jsou
charakteristické pro neporuseny CD 14 polypeptid a ko- a/nebo
po-transla¢n& modifikované formy CD 14.

"Varianta" CD 14 oznaXuje polypeptid, ktery mad primdrni
sekvenci podobnou sekvenci p¥irodniho CD 14 nebo jeho fragmentu
tak, %e p¥irodni aktivita je alespoii ¥dste&n& zachovdna. Vari-
antni peptidy se mohou p¥ipravovat syntetickymi zplusoby nebo
mutacemi cDNA kodujici uvedeny polypeptid tak, ¥e si zachovavé
biologickou aktivitu uvedeného polypeptodu zahrnujici delece,
inserce nebo substituce konzervativnimi aminokyselinami v poly-

peptidu.

Pojem "protildtka", jak je zde pouZivdn, znamend imuno-
globulinovy protein, ktery m& schopnost védzat ruzny epitop v
nezachované oblasti uvedeného proteinu, coZ umoZni, %e proti-
latka rozlisuje jeden protein od jiného. Pojem "epitop" je zde
min&n tak, ¥e oznafuje tu Cast Jjakékoliv molekuly, kterd ije
schopna byt navdzdna protildtkou. Pojem "protildtka" zahrnuije
polyklondlni protildtky, monoklondlni protildtky (mAbs) nebo
chimerni protilatky.

Polyklondlni protildtky jsou heterogenni populace molekul
protildtek odvozené od sera ¥ivo&ichl imunizovanych antigenem.

Monoklondlni protildtky jsou homogenni populace protildtek
schopné navazat z¥etelny epitop antigenu. MAbs se mohou zisk&-




vat zplsoby znamymi zrudnym odbornikim z oblasti techniky. Tyto
protildatky mohou byt imunoglubuliny jakékoliv skupiny v&etnd
IgG, IgM, IgE, IgA a IgD a jakékoliv jejich podskupiny. Pojem
"protildtka" je zde minZn také tak, ¥%e zahrnuje jak neporusSené
molekuly tak jejich fragmenty, jako nap¥iklad Fab a F(ab’),,
které jsou schopny vézat antigen. Fab a F(ab’), chybi Fc frag-
ment neporusené protildtky, jasn& rychlejsi v ob&hu, a mu¥e mit
méné nespecifické navédzani na tkail neZ neporudend protildtka
(Wahl a spol.: J. Nucl. Med. 1983, 24, 316 a% 325.).

Chimerni protildtky jsou takové molekuly, jejich¥ rizné
gdsti jsou odvozeny od ruznych ¥ivo&isnych druhli, jako jsou ty,
které maji prom&nnou oblast odvozenou od mys$i mAb a stabilni
oblast pochdzejfci z lidského imunoglobulinu.

"Antigen" znamend molekulu nebo &4dst molekuly, kterd je
schopna byt navdzdna protildtkou, kterd je ddle schopna indu-
kovat u Zivo&icha produkci protildtky schopné navdzani na epi-
top tohoto antigenu. Antigen mmi%e mit jeden nebo vice ne%¥ je-
den epitop. Jestli¥e se o protildtce uvddi, %e je "specifickd
na" polypeptid, fragment nebo jeho variantu. Nebo se o ni uvé-
di, Ze "je schopna navdzani" na polypeptid, fragment nebo jeho
variantu, znamend to, ¥e antigen bude reagovat vysoce selektiv-
nim zpisobem s odpovidajici protildtkou a ne s vice jinymi pro-
tildtkami, které mohou byt vyvoldny jinymi antigeny.

Stru&ny popis vykresu

Obrdzky 1A a¥ 1C ukazuji &ist&ni p¥irodniho hov&ziho LAIT
(nBo-LAIT) proteinu. Obrédzek 1A ukazuje elu®ni profil z kolony
anexu (FPLC-Mono-Q, Pharmacia), na kterou bylo naneseno 50 mg
62% (obj./obj.) sraZeniny siranem amonnym. Nav&zané proteiny
byly eluovédny gradientem 50 a¥ 400mM NaCl v 10mM Bis-tris pro-
panu se soufasnym gradientem pH 7,5 aZ 9,5. Tabulka 1 ukazuje
biologickou aktivitu frakce s maximem aktivity, frakce &. 57.
Mys{ slezinné B buliky s vysokou hustotou byly isoiovény jak
drive popsdno (J. Immunol. 1983, 131, 581.) a kultivovany v




mnoZstvi 5.10* bun&k v 0,2 ml media bez sera v klastru s 96
jamkami, desce pro tkafovou kulturu s plochym dnem (Costar).
KaZda frakce byla p¥iddna na kone&nou koncetraci 10 % (obj./
/obj.) v pFitomnosti nebo bez p¥itomnosti 0,25 pug/ml LPS. Po
40 hodindch bylo ke kulturdm p¥idéno 1 uCi *H-TdR, po 6 hodi-
nach byly isolovdny na filtra&nich discich a p¥ijem thymidinu
byl vyhodnocen scintila®ni spektroskopii. Cisla p¥edstavuji cpm
(podet impulsi za minutu) krat 10°. Obrdzek 1B ukazuije profil
Z kolony s molekulovym sitem [FPLC-Superdex 75, Pharmacia], na
kterou bylo naneseno 20 mg frakce &. 57 (obrédzek 1A). Kolona
byla ekvilibrovdna ve 20mM tris-HCl1l pufru (pH 8,0) obsahujicim
0,45M NaCl. Tabulka 1B ukazuje biologickou aktivitu frakce ma-
xima, frakce &. 38, vyhodnocenou jak je popsadno u obrdzku 1A.
Obrdazek 1C ukazuje elu&ni profil na kolon& s hydroxyapatitem
[HPLC-hydroxyapatit, Phamaracia], na kterou byl nanesen 1 mg
frakce &. 38 (obrazek 1B). Navdzané proteiny byly eluovdny gra-
dientem 1 a% 500mM pufru hydrogenfosfore¥nanu draselného, pH
6,8, ktery obsahuje 1mM NaCl. Tabulka 1C ukazuje biologickou
aktivitu maximdlni frakce, frakce &. 25, vyhodnocenou tak, jak
je popsdno u popisu obrézku 1A. VloZka na obrézku ukazuje SDS-
-PAGE gel zhruba 5 ug proteinu z frakce &. 25, ktery byl obar-
ven st¥ibrem. Levy pds: frakce &. 25, pravy pds: markery mole-
kulovych hmotnosti, =zleva: 97 000, 66 000, 45 000, 31 000,
21 000 a 14 000.

Obrédzek 2 ukazuje zndmou sekvenci lidského CD 14 (sekv.
id. &. 5) a sefazené fragmenty nBo-LAIT. Bo-LAIT fragmenty byly
ziskdny z mlezivového nBo-LAIT vy¥ist&ného na afinitni kolond
(viz obrédzek 3). Fragmenty, které odpovidaiji zbytkim 235 a¥ 264
a 344 a¥ 365 lidského CD 14, byly hlavnimi a minoritnimi pepti-
dy, kaZ%dy p¥ibli¥n& o velikosti 18 000, generované sSt&penim
bromkyanem a rozd&€lené HPLC na obrdcenych fdzich (kolona C8,
Pharmacia). Fragment odpovidajici zbytkum 53 a¥ 67 lidského CD
14 je ¢dstelnd sekvence fragmentu o molekulové hmotnosti 24 000
generovand st&peni bromkyanem, rozd®lend SDS~PAGE a elektroblo-
tovana na PVDF membrén&. Fragmenty, které odpovidaﬁi zbytkum
19 aZ 36 a 151 a¥ 165 lidského CD 14, byly generovédny St¥penim
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trypsinem a rozd&leny HPLC (C8 kolona, Pharmacia) na obrdcenych
fazich. Délka p¥ekryvajici hov&zi sekvence s p¥edpov&zenou sek-
venci lidského CD 14 je u kaZdého z t&chto fragmentud podtrZena.
Pomldky oznac¢uji stejné aminokyseliny, zatimco aminokyseliny,
které se 1isi od lidské sekvence, jsou vyznadeny.

Obrdzek 3 ukazuje SDS~-PAGE a vybarveni st¥ibrem mlezivové-
ho LAIT-proteinu z hov&ziho dobytka a od &lov&ka vydisit&né afi-
nitn{ chromatografii. P4s 1: markery molekulové hmotnosti jak
jsou uvedeny u popisu obrdzku 1C, pds 2: sraZenina hov&zi mle-
zivové syrovatky 62,5% (obj./obj.) siranem amonnym, pds 3: pH
2,5 eluat z afinitni kolony se Sepharosou # 842, pas 4: pH 2,5
eludt z CD 14 specifické mAb 63D3 afinitni kolony se Sepharosou
(PNAS 1980, 77, 6764.), napln&né materidlem representovanym pd-
sem 5, pds 5: lidskd mlezivovd syrovdtka frakcionovand na nosi-
&i Sephacryl S100 HR. Ka¥dy z pdsu 1 a% 5 obsahuje 5 mg protei-
nu. Tabulka 2 ukazuje'VYSledky ziskané tak, Ze se 5.10* mysich
slezinnych B bun&k s vysokou hustotou kultivuje v mediu bez se-
ra v p¥itomnosti uvedenych stimuld po dobu 40 hodin, p¥idd se
1 ucCi °H-TdR, isoluje se po 6 hodindch na filtra&nich discich
a pfijeh thymidinu se vyhodnoti kapalinovou scintiladni spek-
troskopifi. Cisla uvad®ji po¥et impulst za minutu (cpm).107.
Podrobnosti tohoto biotestu Jjsou stejné jak bylo popsdno na
obrdzku 1A. Kontrolni cpm.10™: bez stimulu 0,3, 50 ug/ml LPS
75,0, 0,25 pug/ml LPS [LPS!{] 0,8 a lug/ml mIgM specifické mAb
b-7-6 (Eur. J. Immunol. 1984, 14, 753.) 0,7.

Obrdzky 4A a 4B ukazuji tepelnou labilitu a protildtkou
zprosti¥edkovanou inhibici nBo~LAIT aktivity. Obrdzek 4A ukazuje
p¥ijem thymidinu 5.10* my$sich slezinnych B bun&k o vysoké hus-
tot& kultivovanych tak, jak je popsdno na obrazku 1A v p¥ito-
mnosti uvedené koncentrace afinitn& vy&ist&ného nBo-LAIT, ktery
byl tepeln& zpracovavdn 10 minut p¥i 90 °C (+) a nBo-LAIT, kte-
ry nebyl tepeln& zpracovdn (O). Ke kulturdm byl p¥iddn po 40
hodindch *H-TdR, po 6 hodindch bylo provedeno zpracovéni a p¥i-
jem thymidinu byl vyhodnocen kapalinovou scintiladni spektro-
skopii. VloZka ukazuje odpov&di kultur obsahujicich uvedené
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koncentrace LPS, které byly tepeln& zpracovdny (nebo nebyly
zpracovdny) jako u nBo-LAIT. Obrdzek 4B ukazuje p¥i{jem thymidi-
nu v kulturdch, které byly ziskdny, jak je popsdno na obrazku
4A v p¥itomnosti bud 0,25 pg/ml afinitn& vy¥istdného nBo-LAIT
nebo 50 pug/ml LPS. Ka¥dy z t&chto stimulu byl kultivovédn v p¥i-
tomnosti uvedené koncentrace bud polyklondlniho kréli&fho IgG
anti-Bo-~LAIT, #842, nebo nomrdlniho krdli&iho IgG. Procento
inhibice p#¥ijmu thymidinu zprost¥edkované #842 IgG jak pro
nBo~LAIT tak pro LPS zprost¥edkovanou stimulaci je uvedeno v
zdvorkédch. Uroveit inhibice zprost¥edkovand normdlnim krali&im
IgG je v rozmezi od 9 do 20 % a od 12 do 31 % pro nBo-LAIT,
respektive LPS stimulaci. CPM p¥imo indukovand #842 IgG v iso-
lace je v rozmez{ od 454153 do 764169 p¥i 0,4 a 50 pg/ml a pro
normdlni krili&i IgG od 297134 do 420%31 p¥i 0,4 a 50 pug/ml.
Nestimulované kontroly poskytly zvysSeni 19529 cpm u obou ¥ad

pokusu.

Obréazek 5A ukazuje restrik&ni mapu EcoRI-Xhol fragmentu
o0 7100 nukleotidu obsahujicich gen hov&izho CD 14. Zkratky pro
restrikéni mista jsou: X, XhoI; P, PstI; O, NcoI; B, BamHI; N,
NotI; D, BssHI; T, BstEII; M, Smal; S, SaclI; C, HpaI, R;
EcoRV; A, SphI; G, BglII; H, HindIII; E, EcoRI. Obrdzek 5B je
schematickym diagramem mista hov&ziho CD 14. Stinovand plocha
predstavuje kodujici oblast genu, otev¥eny box je sekvence in-
tronu. C4rkovand plocha v ele ATG start kodonu je 5’ nep¥eklé-
danéd oblast a darkovand plocha za TAA stop kodonem je 3’ nepf¥e-
klddanad oblast. Obrédzek 5C je schematicky diagram ukazujici
sekvendni strategii. Sipky ukazuji sm&r sekvenovani. Cislo
fragmentu je uvedeno vpravo (pro podrobnosti viz text).

Obrazek 6 ukazuje srovnani sekvenci nukleovych kyselin ko-
dujicich oblasti hov&ziho (sekv. id. &. 1), lidského (sekv. id.
&. 2) a mySiho (sekv. id. &. 3) CD 14. Poloha prvniho nukleoti-
du odpovidd prvnimu nukleotidu kodonu ATG, posledni nukleotid
odpovida t¥etimu nukleotidu stop kodonu TAA. Se¥azeni bylo pro-
vedeno programem DNA STAR-Megalign, aplikovanim zplisobu Clustal
s tabulkou védZenych zbytku. Lidskd cDNA sekvence (p¥istupové
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¢islo P08571) a mysSi cDNA sekvence (p¥istupové &islo P08571),
pouZivané p¥i tomto se¥azovdni, pochdzely z databdze Swiss-Pro-
tein.

Obrédzek 7 ukazuje srovndni aminokyselinovych sekvenci ho-
véziho (sekv. id. ¢&. 4), lidského (sekv. id. &. 5) a mySiho
(sekv. id. &. 6) CD 14 proteinu. Aminokyselinové sekvence byly
odvozeny od odpovidajicich cDNA sekvenci uvedenych na obrézku
6. Pro generaci tohoto sefazeni byl pou¥it program DNA Star-Me-
galign s pouZitim zpisobu popsaného J. Heinem (Methods in Enzy-
mology 1990, 183, 626.) s tabulkou vd¥enych zbytkl PAM 250.

Obréazek 8 ukazuje primery pouZivané pro amplifikaci hov&zi
CD 14 cDNA kodujici oblasti. Obrdzek 8A ukazuje p¥imé (sekv.
id. &. 7) a reversni (sekv. id. &. 8) primery pou¥ivané pro
expresni systém baculovirus. Obrdzek 8B ukazuje p¥imé (sekv.
id. &. 9) a reversni (sekv. id. &. 10) primery pouZivané pro

sav¢i expresni systém.

Obréazek 9 ukazuje imunoblotovédni p¥irodniho a rekombinant-
niho hov&zi CD 14. Pro vyhodnoceni a srovndni velikosti nBo-
-LAIT proteinu s rekombinantnimi CD 14 proteiny byla pouZita
Westernova blotovéd analyza. 250 ng CD 14 proteinu bylo elektro-
foresovdno na 12,5% SDS~-polyakrylamidovém gelu a elektrofore-
ticky p¥eneseno na PVDF membrdnu (Millipore) p#i 180 mA b&hem
30 minut. Membrdna byla blokovdna 1 hodinu v 5% sbiraném mléku
v TBST (20mM Tris.HCl, pH 7,5, 150mM NaCl, 0,025% Tween 20),
ndsledovala inkubace 1 hodinu s krdali&im anti-Bo-LAIT #842 Ab
p¥i koncentraci 2,5 ug/ml v TBST dopln&ném 5% sbiraného mléka.
Blot byl promyvédn t¥ikrdt 10 minut/promyti v TBST. Pro detekci
krali&i protildtky byl pouZit kozi protikrdli&i IgG konjugovany
s k¥enovou peroxidasou (BioRad). Membrdna byla pak t¥ikrat pro-
myta (10 minut/jedno promyti) TBST. Pro zviditeln&ni proteina
byla pouZita sestava ECL (Amersham). P4s 1: markery molekulové
hmotnosti, pds 2: nBo-LAIT-842-Sepharosou afinitn& vy&ist&ny
protein nBo-LAIT, pds 3: rBo-Sf9-12CA5 afinitn& vy&ist&ny, od
Sf9 hmyzich bun&k odvozeny rekombinantni hov&zi CD 14, péds 4:




13

rBo-C127"842~Sepharosou afinitn& vy&ist&ny rekombinantni hov&zi
CD 14 odvozeny od C127 mySi bun&&ného linie nddoru prsu.

Obrazek 10 ukazuje srovnani aktivity podporujici rist nBo-
-LAIT a LPS. Jak je popsdno u obrdzku 1A byly p¥ipraveny, kul-
tivovdny a isolovdny odpodivajici myS$i slezinné B buiiky o vyso-
ké hustot&. Na poddtku kultivace byly p¥idédny uvedené koncen-
trace bud afinitn& vy&istdného nBo-LAIT (afinitn& vyd&ist&ného
jak je popsdno pro obrdzek 1) nebo LPS odvozeného od S. typhosa
(Difco).

Obrédzek 11 ukazuje srovndni aktivity nBo-LAIT a LPS podpo-
rujici diferenciaci. Jak je popsdno u obrézku 1A byly p¥iprave-
ny a kultivovdny odpo&ivajici mysi slezinné B buliky o vysoké
hustot&. Replika&ni kultury byly iniciovdny pouZitim 10 ug/ml
LPS [S. typhosa (Difco)] nebo 500 ng/ml afinitn® vy&ist&ného
nBo-LAIT. V uvedenych &asech byly zpracovdny. Komerd&n& dostup-
nou sestavou ELISA byla kvantitativnim stanovenim IgM p¥ito-
mného v supernatantech vyhodnocena kumulativni produkce IgG.

Obfézek 12 ukazuje srovndni aktivity podporujici rust nBo-
a rBo-LAIT proteini s LPS. Odpo&ivajici, my3i slezinné B buiiky
s vysokou hustotou byly p¥ipraveny, kultivovdny a ziskény tak,
jak je popsdno u obrdzku 1A. Na poddatku kultivace byly p¥idany
uvedené koncentrace nBo-LAIT (vyZist&ny jak je popsdno u obriz-
ku 1A), rBo-LAIT generovany bud v jakychkoliv hmyzich buiikdch
nebo v sav&ich buiikdch a LPS [S. typhosa (Difco)]. Rekombinant-
ni Bo-LAIT odvozeny od hmyzich bun&k byl afinitn& vy&isté&n ze
supernatanti kultury Sf9 bun&k transfektovanych Bo-LAIT cDNA.
Expresni vektor obsahoval 3’ 27mer kodujici nonapeptid odvozeny
od chi¥ipkového hemaglutininu (HA tag). Afinitni vyd&ist&ni bylo
provedeno tak, e se Sf9 supernatanty nechaji projit Sepharosou
konjugovanou s mAb 12CA5 (Cell 184, 57, 787.), kterad rozpoznava
HA tag. Afinitni vy&isténi rekombinantniho Bo-LAIT odvozeného
od sav&iho expresniho systému, C127, bylo provedeno jako pro
nBo~LAIT pouZitim Sepharosy konjugované s IgG isolovanym z po-
lyklondlniho antisera odvozeného od kréali&iho 842.
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Obréazek 13 ukazuje srovndvaci analyzu aktivity podporujici
rist nBo-LAIT na populacich vy&ist&nych primdrnich B a T bun&k.
Odpoivajici mysi slezinné buiiky o vysoké hustot& byly p¥ipra-
veny jako je popsdno pro obrdzek 1A. Primdrni T buiiky byly iso-
lovény z lymfatickych ¥14z stejnych Zivo&ichli, z nich¥ byly i-
solovany slezinné B builky. Konkrétn®& - suspenze lymfatickych
Zlaz byla nechdna projit p¥es anti-Ig kolony (Biotex Labora)
podle pokynu vyrobce a jak bylo d¥ive popsdno (Eur. J. Immunol.
1994, 24, 967.). Populace T bun&k byly > 95 % CD3* a < 0,5 %
mIg*, jak byly vyhodnoceno imunofluorescen®nim obarvenim a FACS
analyzou. Levy panel ukazuje prolifera&ni odpov&d kultur obsa-
hujicich 1,5.10° vydisté&nych T nebo B bun&k v odpové&di na uve-
dené koncentrace afinitn& vy&ist&ného nBo-LAIT. Pravy panel u-
kazuje proliferadni odpov&d stejného po&tu B nebo T bun&k bud
na 50 ug/ml LPS [S. Typhosa (Difco)] nebo 1 ug/ml konkanavalinu
A (Sigma). Byly pouZity podminky bez sera a v3echny stimulace
byly p¥iddny na poddtku kultivace. Po 40 hodindch bylo ke vsem
kulturdm p¥iddno 1 uCi *H-TdR, po 6 hodindch byla provedena i-
solace filtra¥nimi disky a p¥ijem thymidinu byl vyhonocen scin-
tila®ni spektroskopii. Uvedend &isla znamenaji prum&rny polet
cpm duplikdtnich kultur.

Obrdzek 14 ukazuje nBo-LAIT zprost¥edkovany rust mysSich
bun&k nezdvisly na plodovém telecim seru. Odpo&ivajici mysSi
slezinné butiky o vysoké hustot® byly p¥ipraveny, kultivovény
a isolovény tak, jak je popsdno pro obrdzek 1A. Kultivadni me-
dium bez sera bylo dopln&no uvedenou koncentraci teplem deak-
tivovaného (1 hodina p¥i 56 °C) plodového teleciho sera (Gibco
BRL) a bud bez stimulace (W), s 0,5 ug/ml afinitniho nBo-LAIT
(O) nebo 50 ug/ml LPS [S. typhosa (Difco)] (+). Po 40 hodindch
byl ke kulturdm p¥iddn 1 pCi *H-TdR, po 6 hodinach byla prove-
dena isolace filtra&nimi disky a p¥ijem thymidinu byl vyhodno-
cen scintila®ni spektroskopii. Uvedend &isla znamenaiji{ prua-
mérny pocet cpm duplikdtnich kultur.

Obrédzek 15 ukazuje Nothernovu blotovaci analeu'CD14 obsa-
Zeného v: 1) ultrafrakcionovanych splenocytech, 2) odpo&ivaji-
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cich mysich slezinnych bulikdch o vysoké hustot®& p¥ipravenych
jako je popsdno pro obrdzek 1A a 3) FACS sortovanych mIg* B
butikdch odvozenych od druhé odpo&ivajici populace s vysokou
hustotou. Pro FACS sortovani byly buniky s vysokou hustotou in-
kubovdany s FITC-konjuogavanou mAb 187.1, specifickou pro mysi
Igk (Hybridoma 1981, 1, 5.). Je uveden podil mIg' bun&k v kaZdé
ze t¥{1 populaci. Celkovd RNA byla isolovdna z 107 bun&k kaZdé
ze t¥i populaci pouZim methody Trizol (Gibco BRL Life Techno-
logies) podle pokynu vyrobce a rozSt&pena na 1,2% formaldehy-
dovém gelu. RNA byla pFenesena na nylonovou membridnu (Gene
Screen) vakuovym blotovacim systéme (Pharmacia). Zesitovéani,
p¥edhybridizace a hybridizace byly provedeny podle doporuleni
vyrobce membran. MysSi CD 14 specifickd sonda byla odvozena od
genomového mysiho CD 14 fragmentu generovaného PCR pouZitim
p¥imého primeru 5/~CTA GAA TTC TCT CCC GCC CCA CCA GAG CCC TGC
G-3’ (sekv. id. &. 11) a obrdaceného primeru 5’-CTA GAA TTC TTA
AAC AAA GAG GCG ATC TCC TAG G~3’ (sekv. id. &. 12). Amplifiko-
vany fragment byl vy&ist&n elektroforesou na agarosovém gelu,
vyst&pen a vy&isté&n. L32 cDNA sonda (Nucl. Acid Res. 1988, 16,
10751.), specificka pro konstitutivn& exprimovanou mRNA velkého
ribosomdalniho podjednotkového proteinu, byla pouZita pro norma-
lizace RNA ndplné&. Sondy (kaZdd 100 ng) byly oznadeny pouZitim
sestavy pro ozna&ovédni oligomerd (Pharmacia) na specifickou ak-
tivitu 0,2 aZ 1.10° cpm/ug DNA. Membrdna byla pak promyvédna
0,2xSSC, 1% SDS 2 hodiny p¥i 65 °C a exponovdna na rentgenovy
film (Kodak, Biomax MS) 1 a¥ p&t dnu.

Obrdzek 16 ukazuje odpov&d odpo&ivajicich mysich slezin-
nych bun&k o vysoké hustot¥, které nebyly nebo byly ddle vy&is-
t&ny na mIg' buiiky, jak je popsdno pro obrdzek 15, na 50 mg/ml
LPS [S. typhosa (Difco)] a 0,5 ug/ml afinitn® vy&ist&ného nBo-
-LAIT. Byly ziskdny kultury, p#¥iddn k nim triciovany thymidin,
kultury byly isolovdny a p¥ijem thymidinu byl vyhodnocen jak
je popsdno pro obrézek 1A. Uvedend ¥isla p¥edstavuji pruamdrny
po&et cpm duplikovanych kultur.

Obrédzek 17 ukazuje nezdvislost CD40 rekombinantnim Bo-LAIT
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zprost¥edkované aktivace B bun&k. Odpo&ivajici mysSi slezinné
buiiky o vysoké hustoté& byly isolovény bud z konven&nich C57BL/6
mys$i nebo z CD40 deficitnich zvi¥at ziskanych cilenym prasknu-
tim mista CD40 (Immunity 1994, 1, 167.). Buiiky (1,5.10°) byly
kultivovdny v p¥itomnosti 10 pug/ml LPS nebo uvedenych koncen-
traci rBO~-LAIT odvozenych v expresnim systému hmyzich bun&k.
Ke kulturdm byl p¥iddn oznadeny thymidin a produkt isolovén jak
je uvedeno u obrdzku 1A. Uvedend &isla znamenaji prim&rny po&et
cpm duplikdtnich kultur.

Obrdzek 18 ukazuje srovndvaci st¥ibrem obarvenou (levy pa-
nel) a imunoblotovanou (pravy panel) analyzu p¥irodniho CD 14
odvozeného od &lov&ka (nHU), krdvy (nBo) a mysSi (nMo). nHu byl
isolovdn z moZe nefrotickych pacientd, jak bylo d¥ive popséno
(Eur. J. Immunol. 1994, 24, 1779.). nBo byl afinitn& vy&ist&n
z hov&ziho mleziva, jak je popsano v p¥ikladu 3. nMo byl iso-
lovan ze supernatantu mysiho hybridomu OKT3 (PNAS USA 1980, 77,
4914.) afinitni chromatografii pouZitim CD 14 specifické mAb
3C10 imobilizované na Sepharose 4B (J. Exp. Med. 1983, 15,
126.). Pro obarveni st¥ibrem se 1 ug kaZdého vzorku déli na 10%
SDS-PAGE 45 mninut p¥i 200 V. Protein se pak zviditelni obar-
venim st¥ibrem (Biorad) podle pokynu vyrobce. Pro imunobloto-
vani se d&li 250 ng ka%dého vzorku 10% SDS-Page 45 minut p¥i
180 mA, a elektroforeticky se p¥endsi na PVDF membrdnu (Milli-
pore) p¥i 180 mA 30 minut. Membrdna se 1 hodinu blokuje v 5%
sbiraném mléku v TBST (20mM Tris.Hcl, pH 7,5, 150mM NacCl,
0,025% Tween 20), ndsleduje jednohodinovd inkubace s mAb 3C10
(J. Exp. Med. 1983, 15,'126.) pt¥i koncentraci 10 ug/ml v TBST
dopln&ném 5% sbiraného mléka. Blot se promyva t¥ikrdt 10 minut/
/myti v TBST. Pro detekci mys$i protildtky se pouZije kozi pro-
timy&i IgG konjugovany s k¥enovovou peroxidasou (BioRad). Mem-
brdna se pak t¥ikrdat promyje (10 minut/promyti) TBST. Pro zvi-
diteln&ni proteinu se pouZije sestava ECL (Amersham).

Obrézek 19 ukazuje srovndvaci analyzu p¥irodniho CD 14 po-
cédzejici od &lov&ka (nHU), krdvy (nBo) a my$i (nMo) pro stimu-
laci rustu mysich B bun&k. Tyto t¥i proteiny byly vy¥ist&ny
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tak, jak je to popsdno u obrdzku 18. Odpov&d odpoivajicich my-
S§ich slezinnych bun&k s vysokou hustotou, isolovanych jak je
popsédno u obrdazku 1A, byla vyhodnocovéana na t¥i uvedené koncen-
trace té&chto t¥i proteini. Ke kulturdam bylo p¥iddno 1 ucCi
*H-Tdr po 40 hodindch a isolovédny byly po 46 hodindch. Uvedend
¢isla znamenaji index stimulace odvozeny pod&lenim st¥edniho
po&tu cpm stimulovanych duplikdtnich kultur uvedenych koncen-
traci nHu, nBo a nMo st¥ednim po&tem cpm duplikdtnich kultur,
které neobsahovaly Zddnou stimulaci.

Obrédzek 20 A a B ukazuje aktivitu nBo-LAIT podporujici
rust u lidskych B bun&k isolovanych z krve chordy a tonzil. Ob-
razek 20A ukazuje p¥ijem thymidinu B buiikami krve chordy isolo-
vanymi positivni selekci. Suspenze leukocytl krve chordy byly
obarveny fluoresceinem oznafenou mAb specifickou na pan-B bu-

n&¢ny marker CD72. Potom byly na sorteru bun&k aktivovaném

fluorescenci (FACStar Plus, Becton Dickenson) isolovdny leu-
kocyty chordy positivni na CD72 v d&istot& vyssS{i neZ 98 %. B
buriky (1,5.10% byly kultivovdny jak popsdno u obrdzku 1A, bez
stimulace nebo v p¥itomnosti 2 ug/ml nBo-LAIT. B buiiky byly
kultivovédny také v jamkdch, které byly p¥edem potahovdny 9 ho-
din kombinaci dvou mAbs, Jjedné specifické pro lidsky Igk [LO-
-HK3, (v "Rat Hybridomas and Rat Monoclonal Antibodies", H. Ba-
zin (red.), CRC Press, Boca Raton, Fl., USA)] a jedné specific-
ké na lidsky IgA [LO-HL2, (v "Rat Hybridomas and Rat Monoclonal
Antibodies", H. Bazin (red.), CRC Press, Boca Raton, Fl.,
USA)], kaZXdd v potahovaci koncentraci 1,5 ug/ml, bez dalsi
stimulace nebo v p¥itomnosti 2 upug/ml nBo-LAIT. Ke kulturam byl
p¥iddn po 60 hodindch 1 uCi °*H~-TdR, o 12 hodin pozd&ji byly i-
solovany na filtra&nich discich a p¥ijem thymidinu byl vyhod-
nocen scintila®ni spektroskopii. Obrdzek 20B ukazuje vysledky
ziskané pouZitim B bun&k tonzily p¥ipravenych negativni selek-
ci. Podrobn& - suspenze leukocytu byly ozna&eny biotinylovanou
mAb specifickou na CD3e¢ (Becton Dickenson) a ndasledn& avidinem
konjugovanym s mikroperlidkami obsahujicimi Zelezo (Becton Di-
ckenson). Oznafend populace byla nechdna projit MACS (Becton
Dickenson) a eluent byl isolovdn. Tato populace obsahovala mén&
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neZ 1 ¥ T bun&k a vice neZ 97 % B bun&k, jak bylo vyhodnoceno
imunofluorescendnim obarvenim linifi specifickych pro mAbs. B
buriky (1,5.10°) byly kultivovdny tak, jak popséno u obrézku 1A.
Stejn& jako pro B buiiky krve chordy, B buiky tonzily byly kul-
tivovdny v p¥itomnosti a nep¥itomnosti mAbs navdzanych na des-
ti¢ky specifickych pro lidsky Igk a A, ale v tomto p¥ipad& byly
jamky p¥edem potaZeny koncentraci 0,5 ug/ml ka¥dé mAbs. Ke kul-
turdm byl p¥idén *H-TdR, kultury byly isolovdny a p¥ijem thy-
midinu byl vyhodnocen tak, jak je popsdno u obrdzku 20A.

Obrdzek 21 ukazuje koncentraci CD 14 v mléku z prsu v dob&
po porodu. Toto mléko bylo ziskdno od dvou dédrcua (A.D. a S.B.)
po porodu v uvedenych dobdch. Byla p¥ipravena vyte¥end syrovat-
ka. MnoZstvi CD 14 bylo stanoveno pouZitim sestavy ELISA speci-
fické pro CD 14 (IBL, Hamburg) podle pokynu vyrobce.

Popis vyhodnych provedeni

Pokusy, které jsou popsdny niZe, ukazuiji &ist¥ni p¥irodni-
ho hové&ziho LAIT proteinu (nBo-LAIT), zde také oznadovaného ja-
ko hovééi CD 14, z mlezivové syrovédtky. Je uvedena analyza ami-
nokyselinové sekvence vy&ist&ného nBo-LAIT a je uevedena homo-
logie s lidskym CD 14. Je uveden zpusob ¥ist&ni od lidského CD
14. Je uveden zpusob &ist&ni mysfho CD 14 ze supernatantu hy-
bridomu.

Jsou popsdny testy in vitro stimulace B bun&k pro afinitn&
vy&isté&ny mlezivovy Bo-LAIT, lidsky mlezivovy CD 14, lidsky CD
14 pochdzejici z mo&e a mysSi CD 14 pochdzejici ze supernatantu
hybridomu. Jsou uvedeny klidové slezinné B builiky s vysokou hus-
totou pochdzejici z mysi p¥i vstupu a prichodu bun&&nym cyklem
v odpov&di na LAIT protein ze t¥i druhu a pro diferenciaci na
butiky sekretujici ve vysokém mnoZstvi imunoglobulin jako odpo-
v&d na vystaveni plsobeni LAIT-proteinu z hov&ziho dobytka. K
t&mto aktivacim dochdzi v definovaném mediu bez sera. Je také
uvedeno, ¥e p¥itomnost plodového teleciho sera v kultivadnim
mediu neovliviiuje LAIT proteinem zprost¥edkovanou aktivaci B
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bun&k. Jsou uvedeny pokusy ukazujici, ¥e nBo-LAIT specificky
aktivuje mys$i B buiiky a nikoliv myS$i T buiiky a ¥e LAIT protein
aktivuje populace B bun&k, v nich¥ je mRNA CD 14 nedetegova-
telnd. Jsou uvedeny také pokusy demostrujici, ¥Ze hov&zi CD 14
indukuje rust B bun&k, v nichZ neni exprimovédn CD 40.

Je popsédna isolace, klonovani a sekvenovdni jak genomové
DNA tak cDNA kodujici hov&zi CD 14. Srovndni sekvence s mysSim
a lidskym CD 14, zndmych z literatury, ukazuje vzdajemny vztah
mezi Bo-LAIT a t&mi CD 14, které jiZ byly d¥ive zndmy. Jsou
uevdney aktivity rustu a diferenciace B bun¥k souvesejici s

hov&zim CD 14.

Jsou popsédny zpusoby exprese rekombinantniho hov&ziho CD
14 jak v hmyzim tak v sav&im systému. Konkrétn& - baculovirus
expresni vektor byl pouZivdn jako pomoc p¥i exprimovéni rekom-
binantnich proteini ve hmyzich buiikdch. Srovndni rustovych a
diferencia®nich vlastnosti B bun&k p¥irodniho Bo-LAIT (nBo-
~LAIT) a rekombinantniho Bo-CD 14 (rBo-LAIT) odvozeného od
baculovirus expresniho systému odhalilo, Ze druhy z nich byl
funk&ni a ¥e m&l specifickou aktivitu zhruba 50 % aktivity
nBo-LAIT.

MySi bun&®nd linie prsniho karcinomu, C127, byla pouZita
jako p¥ijemce cDNA kodujici CD14 pochézejici z hov&ziho dobyt-
ka. cDNA byla klonovdna do hov&ziho expresniho vektoru papillo-
ma viru. Byly zjist&ny stabilni transfektanty C127. Rekombi-
nantni protein CD 14 byl isolovéan ze supernatantu konfluentnich
C127 kultur afinitni chromatografii. Westernova blotovéa analyza
hmyzich bun&k a od C127 odvozenych rekombinantnich LAIT protei-
nu odhalila, ¥e ve dvou expresnich systémech byly generovéany
co~- a/nebo po-transla®ni modifikace. Specifickd aktivita rekom-
binantniho hov&ziho CD 14 pochdzejiciho ze sav&ich bun&k byla
stejnd jako aktivita rekombinantniho materidlu pochdzejiciho
z hmyzich buné&k.

Je uvedeno srovnani aktivity podporujici rust B bun&k pod-
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porované p¥irodnim Bo-LAIT a rekombinantnim hov&zim CD 14 po-
chdzejicim z hmyzich bun&k a ze sav&ich bun&k. Ddle je uvedena
aktivita podporujici rust p¥irodniho Bo-LAIT na lidské B buiiky
isolované bud z tonzil nebo z krve chordy. Vysledky ukazuji,
¥Ye pokud jde o myS{ B buiiky, lidské B buiiky, isolované bud z
novorozencl nebo dosp&lych, jsou citlivé na rist zprost¥edko-
vany Bo-LAIT.

Je uvedeno, %e koncentrace CD 14 p¥itomného v lidském mle-
zivu a v mléku z prsu a% do 78 dnu po porodu je troj- aZ dvace-
ti~-ndsobn& vyssi ne¥ jakd byla pozorovdna v seru dosp&lych dér-

cu.
ZPUSOBY
¢isté&ni hov&ziho LAIT-proteinu

Z prvni sekrece mlé&né ¥14zy krav pravé po porodu bylo
ziskdno vice ne¥ p&t litru mleziva.

i) VySe¥end mlezivovd syrovdtka byla p¥ipravena odst¥edo-
vdnim mleziva nejd¥ive p¥i 4420xg po dobu 30 minut, aby se od-
stranily builiky a zbytky bun&k. Supernatant z tohoto odst¥edova-
ni byl pak odst¥edovan dv& hodiny p¥i 250 000xg. Plovouci tuky
a peletovany kasein byly odstran&ny. Vy&e¥end mlezivovd syro-
vdtka byla podrobena dalsi frakcionaci.

Ka¥dé frakce odvozend od ka?dé frakciona&ni techniky byla
vyhodnocovdna na aktivitu in vitro podporujici rdst B bun&k.
Ka¥dd frakce byla vyhodnocovdna v Sirokém rozmezi koncentraci
na svoji schopnost stimulovat rust odpo¥ivajicich B bun&k po-
chdzejicich z my$i sleziny o vysoké hustot&, jak bylo d¥ive po-
psdno (J. Immunol. 1983, 131, 581.). Pro tyto analyzy bylo pou-
?ito definované medium bez sera [IMDM (Gibco), které bylo dopl-
n&no 5.10°° 2B-merkaptoethanolem, 5 ug/ml Zelezem nasyceného
transferinu (Boehringer, Lewes, Anglie), 0,5 mg/ml odtu&ndného
BSA (Boehringer), 100 jednotkami/ml penicilinu (Gibco), 100 ug/
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/ml streptomycinu (Gibco) a esencidlnimi aminokyselinami].
Frakce, které jsou odvozeny z isoladniho schematu popsaného
ni%e, byly testovdny p¥imo stejn& jako v kombinaci s submito-
gennf koncentrac{ 1.PS (0,25 pg/ml). Jak bude popsédno, pokud jde
o dosaZenou d&istotu LAIT proteinu, byly odhaleny jeho p¥imé

mitogenni vlastnosti.

ii) Vysolovéni proteinu obsaZenych v prost¥edcich mlezivové
syrovatky bylo provad&no sekventnim srdZenim v siranu amonném.
Byla pouZivdna sekvence zvysujicich se koncentraci soli: 42 %,
50 %, 62 %, 65 % (obj./obj.) siranu amonného (AS). Koncentrace
AS v supernatantu materidlu vysrdZeného p¥i 42 % byla zvysSena
na 50 %, materidl vysrdZeny pri 50 % byl isolovan a koncentrace
AS ve zbyvajicim supernatantu byla zvysSena na 62 % atd. KaZda
peleta vysrd¥end AS byla solubilizovdna v 10mM Tris-HCl, pH
8,0, obsahujicim 0,15M NaCl a 1mM AEBSF (TNAEBSF). Tyto frakce
byly odsoleny a pufr byl zam&n&n za TNAEBSF pouZitim 10DG kolon
a testovdny na bioaktivitu. V&tsina aktivity podporujici rust
B bun&k byla isolovdna jako sra¥enina pusobenim 62 % AS podle

shora uvedeného schematu (neuvedeno).

iii) Aktivta byla pak obohacena a nakonec vy&ist&na pouZitim
t¥1 postupnych technik frakcionace proteini. Padesdt miligrami
62% AS obohacené frakce bylo aplikovédno na kolonu s anexem, ma-
teridl byl d&len pouZitim graidentem soli od 50mM do 400mM NaCl
v 10mM Bis-tris propanu se simultdénnim pH gradientem 7,5 a%
9,5. Obrazek 1A ukazuje elu®ni profil z této kolony. Tabulka
1A uvddi frakci obsahujici maximum aktivity, frakci &. 57. Dva-
cet miligrami frakce &. 57 bylo pak naneseno na kolonu s mole-
kulovym sitem ekvilibrovanou v 20mM Tris-HCl, pH 8,0, obsahu-
jicim 0,45M NaCl. Eludni profil této frakcionace je uveden na
obrdzku 1B a aktivita frakce maxima &. 38 je uvedena v tabulce
1B.
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cpm.1073

bez stimulace

LPS, 50 ug/ml

Lps, 0,25 ug/ml

frakce 57 + 0,25 pug/ml LPS

0,8
152,5
3,9
108,7

Tabulka 1B

cpm.1073

bez stimulace

LPS, 50 ug/ml

LPS, 0,25 ug/ml

frakce 36 + 0,25 ug/ml LPS

0,4
102,1
1,3
76,0

Tabulka 1C

cpm.107?

bez stimulace

LPS, 50 ug/ml

.LPS, 0,25 ug/ml

frakce 36 + 0,25 ug/ml LPS

0,7
135,2

3,5
112,0

Jeden miligram frakce &. 38 se pak nanese na hydroxyapati-

tovou kolonu v 1mM NaCl a eluuje se gradientem 1 aZ 500mM pufru

fosfore&nanu draselného, pH 6,8. Elu&ni profil je uveden na ob-

razku 1C s doprovdazejici aktivitou uvedenou v tabulce 1C.

Vlo¥ka na obrdzku 1C pF¥edstavuje SDS-PAGE analyzu frakce
s maximdlni aktivitou s ndsledujicim vybarvenim st¥ibrem a ilu-
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struje jediny hlavni pds s relativni molekulovou hmotnosti
46 000 aZ 50 000.

Sekvena¢éni analyza hovéziho LAIT-proteinu

Vydisté&ny nBo-LAIT byl podroben sekvena&ni analyze. Bylo
zjist&no, ¥e N-konec Jje blokovdn. Tento materidl byl podroben
hydrolyze bud bromkyanem nebo trypsinem. Bylo generovdno p&t
fragmentu a ty byly pi¥ed sekvenovdnim vy&ist&ny bud HPLC na
obrdcené fédzi nebo SDS-PAGE s ndsledujicim elektroblotovanim
na PVDF membrang&.

Jak je ilustrovdno na obrdzku 2, vSech p&t fragmentu bylo

sefazeno s vyznamnou homologii s lidskym CD 14.
Afinitni &isténi LAIT proteinu z hov&ziho a lidského mleziva

nBo-LAIT isolovany pouZitim technik klasické frakcionace
proteinu byl pouZit pro -p¥ipravu krdli&i (&. 842) polyklondlni
protildatky. IgG frakce tohoto antisera byla vy&ist&na na Sepha-
rose s proteinem A a ndsledn& navdzdna na Sepharosu 4B.

Sekvendni homologie nBo-LAIT a lidského CD 14 (HuCD 14)
ukazuje, ¥e Bo-LAIT mu¥e byt hov¥&zim homologem CD14. To bylo
ddle zkoumdno p¥ipravenim afinitni kolony s pouZitim dostupné
monoklondlni protildtky (mAb) specifické pro HuCD 14. Tato pro-
tildtka, 63D3 (PNAS 1980, 77, 6764.), byla vydist&na z odpovi-
dajiciho supernatantu hydridomu na afinitni kolon& obsahujici
mAb 187.1 [krysi protimys$i kappa (Hybridoma 1981, 1, 5.)] kon-
jugovanou na Sepharosu 4B, a vy&ist&nd mAb potom konjugovdna

na Sepharosu 4B.

Hov&zi vyte¥end mlezivova syrovdtka byla postupn® vysolena
siranem amonnym jak shora popsdno. Lidskd mlezivova syrovdatka
byla frakcionovdna na HR kolon& Sephacrylu S100. Frakce, které
obsahuji maximum aktivity podporujici rlGist B bun&k, byly pak
afinitn& vy&ist&ny pouZitim bud kolony s 842-Sepharosou pro ho-




24

v&zi materidl nebo kolony se 63D3-Sepharosou pro lidsky materi-
al.

_ SDS-PAGE analyza afinitn& vy&ist&ného mlezivového Bo-LAIT
a afinitn& vyfist&ného lidského mlezivového CD 14 je uvedena
na obrdzku 3 a souvisejici aktivita podporujici rust B bun&k
je uvedena v tabulce 2. Jak je uvedeno na obrazku, p¥evaZujici
pds byl isolovdn z obou mlezivovych p¥ipravku, p46-50 hov&ziho
materidlu (obrazek 3, pds 3) a p50-62 lidské molekuly (obrézek
3, pas 4).

Tabulka 2
hovézi &. 842, pH 2,5 hov&ézi 6303, pH 2,5
eluat eludt
100 ng/ml 20,00* 0,3
10 ng/ml 1,49 0,3
« + LPS! -16,5 21,1
« + b-7-6 5,17 8,5

* Cislo znamend poet cpm.10®> po 40 hodindch kultivace.

Bioaktivita uvedend v tabulce 2 ukazuje, ¥e afinitné& vy-
&ist&ny Bo-LAIT v koncentraci 100 ng/ml stimuluje rist odpodi-
vajicich my$ich B bun&k. JestliZe se p¥idd v mnoZstvi 10 ng/ml,
tento materidl ji% neni mitogenni, ale po p¥iddni bud submito-
genni koncentrace LPS nebo mAb specifické pro mys$i IgM, b-7-6
(Eur. J. Immunol. 1984, 14, 753.), bylo dosaZeno kostimulace.
Nebylo zjist&no, Ze by afinitn& vydistény lidsky materidl byl
p¥i testovanych koncentracich sdm mitogenni, ale p¥i 10 ng/ml
byl rist B bun&k stimulovén kostimulanty stejn& u&inn& jak ho-

vézim materidlem.

Bioaktivita nBo-LAIT je labilni vi¥i teplu. Jak bylo ilu-
strovdno na obrézku 4A, oset¥eni afinitné vy&ist&ného Bo-LAIT
10 minut p¥i 95 °C ni%i souvisejici aktivitu podporujici rist
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B bun&k. Podobné oset¥eni LPS nem&lo na jeho aktivitu Zadny
vliv (vloZka obrdzku 4A). Polyklondlni anti-Bo-LAIT, &. 842,
ddle G&inn& blokoval aktivitu nBo-LAIT podporuijici rust B bu-
n&k, zatimco neovliviijoval aktivitu LPS. Viz obrédzek 4B a vlo¥%-
ku.

Molekularni{ klonovidni genomového hov&ziho CD 14

Hovézi genomovd EMBL3 SP6/T7 lambda knihovna (Clontech)
byla analyzovédna fragmentem lidské CD 14 cDNA o 1400 nukleoti=-
dech (ziskdn od R. Ulevitche, Scripps Institute). Bylo ziskéno
patnict positivnich signdld a nejsiln®jsi signal, clon "B2",
byl vybrédn pro dalsi analyzu a klonovdni hov&ziho CD 14.

Isolovand a vy&ist&nd fadgovd DNA z klonu B2 m&la velikost
insertu zhruba 15 000 nukelotidl. Vy¥i&t¥nd DNA byla rozst&pena
a vysledny EcoRI-Xhol fragment o velikosti 7100 nukleotidu,
ktery obsahuje homologni sekvenci k lidskému CD 14, byl subklo-
novdn do pBluescriptSK' (Startagene). Restrik&ni{ mapovani s po-
u¥itim $irokého rozsahu enzymi ndsledované hybridizaci lidskou
CD 14 sondou umo¥nilo lokalizaci hov&ziho CD 14 genu v klonova-
ném fragmentu (obrdzek 5A). Dalsi restrik&ni mapovdni bylo pou-
Yito pro subklonovdni &ty¥ kratsich fragmentd (I a¥ IV) do
pBluescriptSK' a ndsledné sekvenovéani zhruba 5000 nukleotidl za-
hrnujicich dplny gen hov&ziho CD 14 (obrédzek 5C). Pro konstruk-
ci skupin p¥ekryvajicich se ne¥idicich deleci byl pouZit frag-
ment I (EcoRI-BamHI, 3200 nukleotida), II (PstI-PstI, 1350 nuk-
leotidi), III (PstI-PstI, 300 nukleotidid) a IV (PstI-XhoI, 950
nukleotidia). Tyto fragmenty poskytly p¥ilehlou sekvenci mista
hov&ziho CD 14. Obrdzek 5B zndzoriiuje organizaci genomového
fragmentu hov&ziho CD 14.

Molekuldrni klonovani cDNA hov&ziho CD 14
Poly(A*)RNA byla isolovédna z hov&zich perifernich krevnich

monocytl. Pro pakd¥ovdni rekombinantnich lambda fdgovych DNA
byl pouZit pakdZovaci extrakt Gigapack II Packaging Extract

.
[ ] esre oo
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(Stratagene). cDNA knihovna byla p¥ipravena pouZitim vektoru
Excell EcoRI/CIP se sestavou "Time Saver cDNA Synthesis Kit"

(Pharmacia).

Tato knihovna byla analyzovdna sondou odvozenou od kodu-
jici p¥eloZené oblasti hov&ziho genomového CD14 fragmentu PCR
(podrobnosti jsou uvedeny niZe v dasti popisujici p¥ipravu ba-
culovirus rekombinantniho expresniho vektoru s hové&zim CD 14
fragmentem). Sonda byla ozna&ena **P ndhodnou hexanukleotidem-
~-nao&kovanou syntézou druhého vldkna (Oligolabelling Kit, Phar-
macia Biotech.). Analyza byla provdd&na za podminek vysoké se-
lektivity (0,1xSSC, 1% SDS, 65 °C, 3 hodiny). Jeden ze ziska-
nych klonu (ExCell/BoCD 14-1) obsahoval insert o 1400 nukleo-
tidech, ktery byl subklonovdn do pBluescript SK' a sekvenovan
pouZitim subklonu pBS/BoCD 14 obsahujicich progresivni p¥e&ni-
vajici ne¥idici delece (Nested Deletion Kit, Phamarcia).

Tento hov&zi CD 14 cDNA klon sestdval z 1327 pdru nukleo-
tida (bp). Po ATG inicia®nim kodonu ndsleduje otev¥end &Ctect
faze o 1116 nukleotidech a TAA stop kodon na nukleotidu 1202.
Otev¥ena &teci féze je obklopena 82 pdry nukleotidud 5’ nep¥e-
loZené sekvence a 122 pary nukleotidu 3’ nep¥eloZené sekvence.
Polyadenyla®ni signdl 5/-ATTAAAA-3’ je umist&n 105 pdrd nukle-
otidi od 3’ koncového kodonu.

Setazeni hov&zi CD 14 genomové a cDNA sekvence odhalilo,
¥e jsou kolinedrni od podatku 5/ cDNA aZ% do prvniho a jediného
intronu (88 pard nukleotidu), ktery se naléza bezprost¥edn& za
ATG inica&nim kodonem. Zbytek kodujici sekvence je nep¥erusen.
Organizace intron-exon d¥ive popsand pro lidsky a mysi CD 14
je tedy v hov&zim CD 14 p¥esn& zachovana. Srovndni p¥eloZené
nukleotidové sekvence hov&zi CD 14 cDNA se sekvencemi lidské
a mys{ cDNA odhalilo 74,2 % a 62,6 % nukleotidi identickych v
kodujicich oblastech (obrdzek 6).

Primdrni struktura hové&ziho CD 14 proteinu byIa odvozena
z CDNA sekvence a sestdvd ze 374 aminokyselin. Po prvnim me-




27

thioninu ndsleduje prodlouZeni 15 hydrofobnich a/nebo neutrdl-
nich zbytka, typicky eukaryotickych signdlnich peptidi. Srovna-
ni aminokyselinovych sekvenci hov¥®ziho CD 14 s lidskym a mySim
CD 14 ukazuje na 73,1 % a 62,3 % identity (obrdzek 7). Existuji
t¥i potencidlni N-glykosyla¥ni mista (Asn-X-Thr/Ser), vsSechna
jsou v lidském a mySim CD 14 zachovdna. Navic hov&zi CD 14 ob-
sahuje opakujici se motify bohaté na 10 leucind (LXXLXL), ob-
vyklé jak pro lidsky tak mys$i CD 14 (J. Immunol. 1990, 145,
331.).

Exprese rekombinantniho hov&ziho CD 14 v hmyzich buiikdch

P¥i priprav& fragmentu DNA pro vyrobu rekombinantnich CD
14 proteini, byly PCR generovdny CD 14 p¥eklddané oblasti o pl-
nych délkéach fragmenti. Na zdklad& informace o sekvenci ziskané
z hovézi CD 14 cDNA byly navrZeny specifické ¥ady PCR primeru.
PCR primer pro 5’ konec obsahoval: dv& rozpozndvaci sekvence
pro NheI, Kozakovu sekvenci, ATG inicia¢ni kodon a prvnich 17
aZ? 21 nukleotidu p¥eklddané kodujici oblasti. PCR primer pro
3’ konec obsahoval: dv& rozpozndvaci sekvence pro Nhel a posled-
nich 21>a2 24 nukleotidu p¥ekladdané kodujici oblasti a¥%¥ k a vyj-
ma TAA stop kodonu (obrdzek 8A).

Hové&zi CD 14 p¥eklddand oblast byla amplifikovdna pouZitim
EcoRI~-XhoI genomového CD 14 fragemntu o 7100 nulelotidu (viz
shora) jako templdt. PCR byla provdd&na pouZitim Pwo DNA poly-
merasy (Boehringer). Amplifikace byla provdd&na p¥iddnim 5 ng
templdatu DNA, 10 mM Tris-HCl, pH 8,5, 25 mM KC1, 5 mM (NH,).SO,,
2 mM MgSO,, 250 mM kaZdého dNTP, 250 nM kaZdého primeru a 5 jed-
notek Pwo DNA polymerasy v kone&ném objemu 100 pl. Vzorky byly
amplifikovany 30 cyklu p¥i anelujici teplot& 70 °C pou¥itim za-
Fizeni DNA Thermal Cycler (Perkin Elmer).

Amplifikované fragmenty byly rozst&peny pusobenim NheI a
jednotlivé& subklonovény po sm&ru vldkna polyhedrinového polyme-
ru do baculovirus transferového vektoru pETL-HA (C. Richardson,
OCI/Amgen). Tento vektor je odvozen od pETL (Methods in Molecu-
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lar Biology 1995, 39, 161.) a obsahuje 3’ NheI-BamHI DNA frag-
ment o 30 pdrech nukleotidu kodujici nonapeptid odvozeny od
ch¥ipkového hemagglutininu (HA), ndsleduje stop kodon TAG (5'-
~TAC CAA TAC GAT GTT CCA GAT TAC GCT TAG-3’) (sekv. id. &. 13).
Rekombinantni transferové vektory byly jednotliv& kotransfekto-
vdny divokym baculovirem Autographa californica jadernym poly-
hedrosis virem (AcMNPV, Linear Transfection Module, Invitrogen)
do bun&k SF9 (Methods in Molecular Biology 1995, 39, 161.). By-
ly vybrédny rekombinantni baculovirus klony a tyto klony byly
vy&isdt&ny podle danych protokold (Methods in Molecular Biology
1995, 39, 161.). Buiiky SF9 byly infikovany rekombinantnim bacu-

lovirem s multiplicitou 5 a¥ 10:1.

Byla provdd&na analyza doby, aby se stanovil optimdlni &as
pot¥ebny pro to, aby infikované SF9 buiiky sekretovaly rekombi-
nantni CD 14 proteiny. Imunoblotovd analyza bun&fného media
provedend v ruznych &asech pouZitim anti-HA monoklondlni proti-
latky 12CA5 (Cell, 1984, 57, 787.) ukzdala, ¥e exprese rekombi-
nantnich CD 14 proteini dosdhla maximdlni drovn& za 96 hodin.
Tato doba byla zvolena v ndsledujicich pokusech pro produkci
rekombinantnich proteinu pro biotesty (viz ni%e). Westernova
blotovaci analyza rekombinantniho hov&ziho CD 14 odvozeného od
SF9 je ilustrovdna na obrézku 9.

Exprese rekombinantnfho hov&ziho CD 14 v sav&ich buiikdch

Pro stabilni expresi rekombinantniho hov&ziho CD 14 v sav~-
¢ich buiikdch jsme pouZivali modifikovanou versi pBPV episomdl-
niho prsniho expresniho vektoru (Pharmacia). Aby byla umoZn&na
p¥imd selekce transformovanych bun&k, pBPV byl modifikovén za-
vedenim genu resistence na neomycin, ktery byl vloZen 3400
nukleotidu proti proudu expresni kazety. Sm&rem k tomuto konci
byl do pCRII (Invitrogen) subklonovdn HindIII-Xbal fragment z
PBCMGSneo o velikosti 1950 nukleotidu (Eur. J. Immunol. 1988,
18, 98.). Rekombinantni konstrukce, pCRII-neo, byla vyZist&na
a klonovany fragment byl amplifikovdn PCR. PCR primery byly
navrZeny tak, aby rozpozndvaci sekvence pro Sall byla zahrnuta
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jak na 5/ tak na 3’ konci. Sekvence primeru byly dopliikové k
oblasti polylinkeru vektoru pCRII, obklopujicimu klonujicimu
mistu HindIII (primer A) a Xbal (primer B).

primer A: 5’-GCA GTC GAC ACT ATA GAA TAC TCA AGC-3’
(sekv. id. &. 14)

primer B: 5’/-TTC GTC GAC ATT GGG CCC TCT AGA-3’
(sekv. id. &. 15)

Kone®ny produkt byl rozstdpen pusobenim Sal I, vyZist&n
na gelu a subklonovdn do Sal I klonujiciho mista plasmidu pBPV
ve stejné orientaci transkripce jako je orientace obsa¥ené ex-
preSni kazety. Byly generovany plasmidové p¥ipravky modifiko-
vaného expresniho vektoru, pBPVneo-13 (Plasmid Maxi Kit, Qui-
agen).

DNA fragment kodujici p¥eloZenou oblast hov&ziho CD 14
byly p¥ipraveny PCR amplifikaci genu do vektoru pETL-HA. 5’
koncovy PCR primer pou¥ity pro amplifika®ni reakci zahrnoval:
Xho I rozpozndvaci sekvenci ndsledovanou sekvenci pro rozpoz-
néani NHE I (p¥itomnou ve vektoru pETL-HA), Kozakovu sekvenci,
ATG inicia&ni kodon a prvnich 11 a% 13 nukleotidu p¥ekladané
oblasti. Jaderny PCR primer pro 3’ konec obsahoval HA kodujici
sekvenci, kterd byla prodlouZena jako pro 5’ sekvence, se zahr-
nutim Xho I rozpozndvaci sekvence. Primery jsou uvedeny na ob-
razku 8B.

PCR byla provddé&na pouZitim Pwo DNA polymerasy (Boehringer
Mannheim). Amplifikace byly provad&ny p¥iddnim 5 ng DNA templd-
tu, 10 mM Tris-HCl, pH 8,85, 25 mM KCl, 5mM (NH,),SO,, 2 mM
MgsSoO,, 250 mM kaZdého ANTP, 250 nM kaZdého primeru a 5 jednotek
Pwo DNA polymerasy v kone&ném objemu 100 pl. Vzorky byly ampli-
fikovany 30 cykla p¥i aneladni teplot& 70 °C s pouZitim za¥ize-
ni DNA Thermal Cycler (Perkin Elmer).

Amplifikované primery byly rozit&peny pusobenim Xho I a
gel byl vy&ist&n. Tyto fragmenty pak byly subklonovdny do
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pBPVneo—-13 po sm&ru mySiho promotoru metallothioneinu I. P¥ed
subklonovdnim byl pBPVneo-13 piFedzpracovdn s p¥islusnym re-
strik&nim enzymem a defosforylovan teleci intestindlni fosfa-
tasou. Rekombinantni plasmidy byly p¥ipraveny pouZitim sestavy
Plasmid Maxi Kit (Quiagen).

Rekombinantni plasmid (pBPVneo-13-BoCD 14) byl transfek-
tovdn do mysi prsni ndrodové bun&&né linie C127 (PNAS 1981, 78,
2727.) pouZitim 20 ug DNA/10” bun&k. Transfer DNA byl proveden
elektroporaci p¥i 960 uF/280 V pouZitim za¥izeni Gene Pulser
(Bio-Rad Laboratories). Stabilni transformanty byly vybrany v
p¥itomnosti 1,5 mg/ml G418 (Life Technologies).

Transfektanty exprimujici vysokd mnoZstvi membranového CD
14 (netransfektovany C127 a negativni na CD 14) byly obohaceny
imunofluorescentnim obarvenim s ndsledujicim sortovdnim fluo-
rescen®nd aktivovanych bun&k pouZitim za¥izeni Becton Dickinson
FACStar Plus. Uroveli membrdnové exprese exogenniho proteinu do-
b¥e korelovala s mnoZstvim sekretovaného CD 14 ziskaného ve 48-
hodinovém supernatantu konfluentnich kultur transfektovanych
bun&k C127. Na rozdil od &ist&ni rekombinantniho materidlu ge-
nerovaného ve hmyzich buiikdch, nebylo zjisSté&no, Ze je moZné a-
finitn& vyd&istit materidl odvozeny od C127 pouZitim afinitnich
kolon s 12CA5-Sepharosou. Ma¥%e tomu tak byt kvuli ztriat& C-kon-
cové HA Cepilky na rekombinantnich proteinech odvozenych od
C127 bun&k. Dusledkem toho je, ¥e rekombinantni hov&zi CD 14
odvozeny od C127 byl afinitn& vyd&isté&n na 842-Sepharose. Imu-
noblotovd analyza rekombinantniho CD 14 odvozeného od C127
bun&k je ilustrovdna na obrdazku 9.

Srovndni aktivity nBo-LAIT a LPS podporujici{ rust a diferen-

cliaci

Vysledky uvedené na obrdzku 10 ilustruji to, Ze p¥irodni
nBo-LAIT podporuje rust odpo&ivajicich mysSich slezinnych B bu-
n&k s vysokou hustotou s ulinnostmi zhruba 200kréat Qyééimi ne%
u LPS. nBo-LAIT v mnoZstvi 50 ng/ml tedy vede k indukci DNA
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syntézy srovnatelné s tou, kterd byla pozorovdna v p¥itomnosti
10 ug/ml LPS.

Schopnost nBo-LAIT indukovat rust B bun&k se shoduje s je-
ho kapacitou indukovat diferenciaci odpo&ivajicich mySich sle-
zinnych B bun&k s vysokou hustotou, na sekreci imunoglobulinu.
Jak je ilustrovédno na obrdzku 11, mnoZstvi kumulativniho IgM
indukovaného 500 ng/ml nBo-LAIT je srovnatelné s mno¥stvim in-
dukovanym 10 upg/ml LPS. Bylo vyhodnoceno mnoZstvi sekrece IgM
24hodinové kultury. 500 ng nBo-LAIT indukovalo 956 * 10 ng/ml,
754 £ 8,7 ng/ml a 25 * 1,4 ng/ml IgM u 24hodinové kultury bZhem
48 a¥ 72 hodin, 72 a¥ 96 hodin a 96 a¥ 120 hodin. Odpovidajici
hodnoty odvozené od kultur stimulované 10 ug/ml LPS byly: 1442
+ 71 ng/ml, 874 * 32 ng/ml a 183 + 3 ng/ /ml. To tedy znamend,
Ze nBo~-LAIT m& schopnost indukovat u odpo&ivajicich mySich sle-
zinnych B bun&k s vysokou hustotou sekreci imunoglobulinu v
rychlostech srovnatelnych s t&mi, které byly pozorovany v tom
pripad&, jestliZe B builky jsou stimulovdnmy nejudinn&jsimi b&Z-
n& znamymi stimula®nimi &inidly. Ddle méd schopnost provadst

)

tuto indukci p¥i koncentracich 1 a¥ 10 % koncentrace LPS.

Vyhodnocovédna byla také schopnost nBo-LAIT indukovat zap-
nuti isotypu mysich odpo¢ivajicich B bun&k. Supernatanty pochéd-
zejici ze shora popsanych kultur byly vyhodnocovédny také na
pritomnost IgG isotypu. Bylo pozorovéno, #e 500 ng/ml nBo-LAIT
a 10 pug/ml LPS indukovalo kumulativni mnoZstvi (ng/ml paty den)
IgGl: 7,0 £+ 0,1 a 5,6 + 0,6, IgG2a: 358 + 3 a 406 * 8, IgG2b:
8 +1a111 + 2, IgG3: 75 + 5.a 75 * 0,5, a IgA: 6,5 + 1,5 a 5,0
+ 0,3. nBo-LAIT md tedy schopnost indukovat zapindni n&kterych

isotypu odpodivajicimi mySimi B buiikami v nep¥itomnosti T bu-
nék.

Srovndvani aktivit nBo- a rBo-LAIT proteinl podporujicich rust
Rekombinantni formy hov&ziho CD 14, jak ty, které jsou od-

vozeny 2z hmyzich bun&k tak ze sav&ich bun&k, maji scﬁopnost in-
dukovat rust odpo&ivajicich mySich B bun&k s vysokou hustotou.
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Jak je ilustrovéno na obrdzku 12, rBoCD 14 odvozeny od hmyzich
bun&k a afinitn& vyd&ist&ny na 12CA5-Sepharose indukuje silnou
DNA syntézu v koncentracich 0,2 a¥ 3 ug/ml. Srovnatelnd aktivi-
ta byla podpo¥ena rekombinantnim materidlem odvozenym od sav&i-
ho expresniho systému. Ob& rekombinantni formy podporuji rust
B bun&k v koncentracich ng/ml srovnateln& s aktivitou pozorova-
nou pro nBo-~LAIT odvozeny od mleziva.

Ujist&ni, Ze biologickéd aktivita, zprost¥edkovand nBo~LAIT
isolovanym z hov&ziho mleziva bud klasickymi zpisoby frakciona-
ce proteinl nebo afinitnim vy&istdnim, je zprost¥edkovdna pozo-
rovanym proteinem, pochdzi 2ze stanoveni biologické aktivity
zprost¥edkované rekombinantnim hové&zim CD 14. Jak je ilustrova-
no na obrdzku 9, zddnlivé molekulové hmotnosti ¥4dné z rekombi-
nantnich forem hov&ziho CD 14 nejsou identické s molekulovou
hmotnosti nBo-LAIT. Divod pozorovanych rozdili ve zddnlivé mo-
lekulové hmotnosti nenf jasny, ale mi¥%e existovat diky bud roz-
dilnym ko- a/nebo po-transladnim modifikacim, riznym velikostem
jadernych proteinu nebo obojimu. Byl dokumentovdn od monocyti
odvozeny rozpustny CD 14 a mu¥e byt generovan v jednom ze t¥i
b&¥n& uzndvanych mechanismi, z nich¥ ka%dy by vedl k proteintim
ruznych molekulovych hmotnosti. Mu%e byt sekretovdn jako mole-
knhda3pind3qélky; (Fur. J. Immunol. 1995, 25, 604.), membrdnou
exprimovand GPI navdzanad forma mu¥e byt rozst&pena fosfolipa-
sami (J. Immunol. 1988, 141, 547; EMBO J. 1994, 13, 1741.) a
membrdnou exprimovand GPI navdzand forma mu¥e byt St&pena se-
rin/threoninovymi proteasami, udajn& exprimovdna na vn&jsi
plasmové membradn& monocytu samotného’ a aktivovdna Jjes$téd ne-~
chardkterizovan?mi zpusoby (J. Immunol. 1991, 147, 1567.).
Zbyva stanovit, jestli rozdilné zddnlivé molekulové hmotnosti
rBo-LAIT a od mleziva odvozeného nBo-LAIT existuji diky roz-
dilnym ko- a/nebo po-transladnim modifikacim rekombinantnich
materidld podpo¥enych ijejich p¥isludnymi expresnimi systémy
nebo rozdilnym velikostem jaderného proteinu nebo obojimu.
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Aktivita nBo-LAIT podporujici rust je specifickd pro B buiiky

KdyZ byly pozorovdny biologické aktivity nBo-LAIT na my-
Sich B butikdch, byly zkoumdny G&inky na fysiologii my$ich T bu-
n&k. Skutednost, Ze isolované vy&isté&né B builky odpovidaji na
nBo~LAIT nep¥edvidd moZnost, %e Bo-LAIT mu¥e také aktivovat T
buniky.

T buiiky lymfatické Zl4zy byly isolovdny negativni selekci
na anti~Ig kolondch (Biotex Labora), jak bylo d¥ive popsédno
(Eur. J. Immunol. 1994, 24, 967.). Vyslednd eluovand populace
obsahovala vice neZ 95 % CD3" bun&k a vice neZ 0,5 % mIg® bungk,
jak bylo vyhodnoceno imunofluorescen&nim vybarvenim a FACS ana-
lyzou. Slezinné B bufiky s vysokou hustotou byly isolovdny ze
stejnych mysi a jak T buliky z lymfatickych Z¥14z tak slezinné
~ B buiiky byly vyhodnoceny na jejich odpové&di na nBo-LAIT. Cis-
tota t&chto populaci byla vyhodnocena funk&n& analyzovdnim je-
jich odpové&di na mitogen LPS specificky pro B buiiky a mitogen
specificky pro T buifiky, -konkanavalin A (ConA). Jak je ilustro-
vdno na pravém panelu obrdzku 13, B bufiky, ale nikoliv T buiiky,
odpové&d&ly silnou DNA syntézou na LPS, zatimco T buiiky, ale ni-
koliv B buiiky, odpov&d&ly na ConA. Jak je ilustrovdno na levém
panelu, T buiiky neodpov&d&ly na nBo-LAIT v rozmezi testovanych
davek, zatimco B buiiky odpov&d&ly na nBo-LAIT v koncentracich
10 ng/ml a vyssich.

LAIT-proteinem indukovany rust B bundk a plodové hov&zi serum

Neddvno bylo ukdzdno, Ze monocyty odpovidaji na rozpustny
CD 14 (sCD 14) isolovany z mo&i nefrotickych pacientd s produk-
ci pro-zén&tlivych cytokinu (Eur. J. Immunol. 1994, 24, 17790.)
v nep¥itomnosti proteinu vdzajiciho lipopolysacharid pochdzeji-
ciho ze sera (LBP). Naproti tomu schopnost nizkych koncentraci
LPSs stimulovat.produkci stejnych cytokind monocyty exprimujici-
mi CD 14 je zdvislé na seru (J. Exp. Med. 1992, 176, 719.). Ta-
to zdvislost na seru je pi*ekondna p¥i vysokych koncentracich
LPS. Produkce cytokinu monocyty indukovanymi 10 ng/ml LPS je
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tedy striktné& zdvisld na serum/LBP, ale ta, kterd je indukovéna
50 mg/ml LPS, neni.

Pro stanoveni toho, jestli p¥itomnost plodového hov&ziho
serového LPS by ovliviiovala schopnost nizkych koncentraci nBo-
~LAIT indukovat rust my$ich B bun¥k s vysokou hustotou, byla
v Sirokém rozmezi FBS koncentraci testovdna odpov&d vyvoland
500 ng/ml nBo-LAIT a srovndna s odpov&di indukovanou 50 ug/ml
LPS. Jak je ilustrovédno na obrdzku 14, odpov&di B bun¥k na ob¥
tyto stimulace nebyly ovlivn&ny p¥itomnosti aZ 9 % FBS p¥ito-
mného v kultivadnim mediu.

LAIT-proteinem indukovany rust B bundk a mCD 14

Ruznd citlivost B bun&k a monocytu na LPS zprost¥edkovanou
aktivaci by mohla souviset s expresi membrdnového CD 14 (mCD
14) druhymi z nich. Bylo p¥imo ukdzdno, ¥e citlivost LPS zpro-
st¥edkované aktivace miZe byt dramaticky zvySena p¥itomnosti
mCD 14 na odpovidajicich buitikdch. Konkrétn& bylo demostrovéno,
Ze citlivost mCD 14 negativni pre-B bun¥&né linie na LPS je
zvySena zhruba tisicindsobn& ndsilnou expresi exogenn& GPI na-
vdzaného mCD 14 ( J. Exp. Med. 1992, 175, 1697.). Sporné zusta-
vd to, jestli primdrni B buliky exprimuji mCD 14. Vysokd speci-
fickd aktivita Bo~LAIT p¥i srovnani s LPS p¥i aktivaci B bun&k
je v souladu s jejim zpusobem aktivace, ktery neni zdvisly na

expresi mCD 14.

Aby se vyhodnotilo zahrnuti exprese mCD 14 do aktivace B
buné&k zprostredkované Bo~LAIT, byla p¥itomnost CD 14 specifické
mRNA hodnocena v populacich mysich B bun&k s vysokou hustotou
pouZitych jako odpov&di. Celkovd RNA z 107 bun&k kaZdé ze t¥i
populaci odvozenych od sleziny: ultrafrakcionovanych splenocy-
tu; T-depletovanych, Percollem frakcionovanych bun&k s vysokou
hustotou, t&ch, které jsou rutinn& pouZivdny p¥i testech rustu
zprost¥edkovaného LAIT-proteinem; a membrédnovych Iglexprimuji-
cich bun&k, které byly isolovdny z T-depletované populace s
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vysokou hustotou imunofluorescen¥nim ozna&enim krysi mAb kon-
jugovanou s FITC specifickou pro mys{ Igk [187,1 (Hybridoma
1981, 1, 5.)] a nasledujicim vy&ist&nim sorterem bun&k Becton
Dickinson FACStar plus. Jak je ilustrovdno na obrdzku 15, tyto
t¥i populace obsahovaly 59,2 %, 83,5 % a 99,8 % mIg* bundk. I-
solovand RNA z té&chto populaci byla d&lena na 1,2% formaldehy-
dovém gelu a postupn& p¥esena na nylonovou membrénu (Gene-
Screen), zesitovéna, pfedhybridizovdna a hybridizovéna dv&ma

sondami.

Mysi CD 14 sonda byla odvozena PCT z genomové DNA. Kon-
krétné - émplifikace byla dé&ldna p¥iddnim Pwo DNA polymerasy
(Boehringer Mannheim) k 0,4 ug Balb/c genomové DNA s p¥imym
primerem: 5’/~-CTA GAA TTC TCT CCC GCC CCA CCA GAG CCC TGC G-3'
(sekv. id. &. 11) a reversnim primerem 5/-CTA GAA TTC TTA AAC
AAA GAG GCG ATC TCC TAG G-3’ (sekv. id. &. 12). Vzorek byl am-
plifikovdn 30 cyklu v za¥izeni DNA Thermal Cycler (Perkin El-
mer) pouZitim aneladni teploty 55 °C. Amplifikovany fragment
byl isolovén elektroforesou na agarosovém gelu, vyst&pen z gelu
a vy&isté&n. Pro normalizovédni RNA ndplné& byla pouZita L32 sonda
(Nucl. Acid Res. 1988, 16, 10751.). Ka¥d4& sonda (100 ng) byla
oznadena pouZitim oligoznadici sestavy (Pharamcia) na specific~
kou aktivitu 0,2 a% 1.10° cpm/ug DNA. Membrdny byly sondovany
a promyvany v 0,2xSSC, 1% SDS p¥i 65 °C dv& hodiny a exponova-
ny.

Jak je ilustrovdno na obrdzku 15, RNA odovozend jak od ne~-
frakcionovanych splenocytu tak T-depletovanych splenocytu s vy-
sokou hustotou obsahovala CD 14 specifickou mRNA, zatimco FACS
vy&isté&né B buiiky nikoliv. CD 14 signdl v T-depletovanych sple-
nocytech s vysokou hustotou, zde shora oznaZovanych jako odpo-
¢ivajici B bufiky, existuje pravd&podobn& diky zne&idtujicim mo-
nocytum, jeliko¥ tyto populace jsou 85 a¥ 90% mIg*, ale > 98%
MHC skupina II*, jak bylo vyhodnoceno imunofluorescen&nim obar-
venim a FACS analyzou. Je tedy moZ¥né, ¥e rust B bun&k v této
populaci zprost¥edkovany Bo-LAIT je nep¥imy a je zprdstfedkovén
aktivaci obsaZenych monocytu.
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Byla srovnavéna odpov&d T-depletovanych, Percollem frakcio-
novanych splenocyti a FACS vy&ist&nych mIg* bundk odvozenych z
této populace na nBo-LAIT s rustem indukovanym LPS. Jak je ilu-
strovdno na obrdzku 16, ob& populace intenzivn® odpovidaly na
ob& stimulace. Desetindsobnd vyssi stimulace u populace B bun&k
o Cistot& 99,8 % existovala diky sniZenému nestimulovanému po-
zadi pozorovanému u té&chto kultur (obrazek 16).

Rust B bun&k indukovany LAIT-proteinem a CD40

Jak bylo shora popsdno, bylo pozorovdno, ¥e mAbs specific-
ké pro CD40, ktery je exprimovédn na membrédn& B bun&k, indukuji
rust mySich B bun&k (Sem. in Immunol. 1994, 6, 267; PNAS 1986,
83, 4494; J. Immunol. 1988, 140, 1425.).

Pro zjist&ni toho, jestli existuje né&jaky vzdjemny vztah
mezi anti-CD40 a LAIT-proteinem indukovanou aktivaci B bunZk,
byla zkoumdna schopnost rBo-LAIT stimulovat rust slezinnych B
bun&k s vysokou hustotou isolovanych bud z konven®nich mysi
C57BL/6 nebo z my$i C57BL/6, kterym byla ocdejmuta exprese CD40
cilenym rozstdpenim genu (Immunity 1994, 1, 167.). Jak je ilu-
strovdno na obrdzku 17, nebyl pozorovdn %Zadny rozdil v odpové-
dich t&chto B bun&k v testovaném rozmezi koncentraci rBo-LAIT.

Tyto vysledky ukazuji, %e CD40 sam o sob& nemusi byt zahr-
nut v signalizaci LAIT-proteinu, ale nemi¥e byt vylou¥ena mo%-
nost, ¥e dochdzi ke sdileni systémli generu-jicich druhy messen-
ger vyuZitim CD40 a domn&lého membrédnového receptoru LAIT-pro-

teinu.
Srovnavaci analyza p¥irodniho lidského, hov&zi a mySiho CD 14

P¥i pozorovani aktivit nBo-~LAIT a rBoCD 14 na mySi B buiiky
byly sledovény aktivity mysiho CD 14 (Mo) a lidského CD 14 (Hu)
isolovanych z jinych kapalin neZ z mleziva. Bylo ukdzdno, Ze
Hu-CD 14 je p¥itomen v mo&i nefrotickych pacientu (Eur. J. Im-
munol. 1994, 24, 1779.). Hu-CD 14 byl isolovédn pouZitim modifi-
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kovaného protokolu. Mo& byla vysrd¥ena p¥iddnim nasyceného si-
ranu amonného na kone&nou kocentraci 45 % (obj./obj.). VysrdZe-
ny material byl vy&e¥en odst¥edovénim 30 minut p¥i 14 000xg.
Koncentrace siranu amonného v supernatantu tohoto odst¥edovani
byla pak zvysena na 75 % (obj./obj.). SraZenina byla 30 minut
peletovdna p¥i 14 000xg a solubilizovdna v TN pufru, pH 8,0,
obsahujicim 10mM Tris, 150 mM NaCl a "kompletni" kokteil inhi-
bitoru proteas (Boehringer Mannheim). Nerozpustny materidl byl
vyefen odst¥edovdnim 15 minut p¥i 13 000xg. Supernatant tohoto
odst¥edovdni byl odsolen na kolondch G-10 (Bio Rad) ekvilibro-
vanych v TN pufru, pH 8,0. Tento materidl byl pak nechdn projit
pfes Sepharosu 4B, na které byla konjugovdna lidskd CD 14 spe-
cifickd mAb, 3C10 (J. Exp. Med. 1983, 15, 126.). Navdzany ma-
teridl byl eluovdn ve 100mM acetdtu, 150mM NaCl, pH 2,8, a bez-
prost¥edn& zneutralizovdn p¥iddnim desetiny objemu 1M Tris, pH
8,0. Eluat byl zahusté&n ve vakuu (speed-vac) a koncentrace pro-

teinu byla stanovena kolorimetricky.

MysSi CD 14 byl isolovdn ze supernatantu mysiho hybridomu
OKT3 (PNAS USA 1980, 77, 4914.). B&hem vyhleddvaci analyzy bu-
n&&nych populaci na expresi CD 14 specifické mRNA bylo pozoro-
védno, Ze kaZdy testovany hybridom obsahoval message. Z toho vy-
plyvd, Ze jestliZe donor a napojovaci partner byly oba mysiho
puvodu, produkovany CD 14 by také m&l byt mySiho ptvodu. Hybri-
dom OKT3 vyhovuje té&mto kriteriim. Pro vyhodnoceni toho, jestli
CD 14 protein je produkovdn OKT3 a v dostate®nych mnoZstvich,
aby byla umoZn&na isolace, materidl obsaZeny v 1 litru superna-
tantu kultury OKT3 byl afinitn& vy&ist&n na 3Cl10-Sepharose, jak
shora popsdno u CD 14 odvozeného z lidské mole. Specifilnost
3C10 byla zmapovdna nha zbytcich 7 a% 10 lidského CD 14 (J.
Biol. Chem. 1995, 270, 361.). Tyto zbytky jsou ve vysokém stup-
ni zachovdny v hov&zim a my$im CD 14.

Levy panel obrdzku 18 ilustruje srovndvaci st¥ibrem vybar-
venou analyzu 1 ug kaZdého z afinitn& vydist&nych lidského mo-
Cového CD 14 (nHu), mlezivového hov&ziho CD 14 (nBoj a od OKT3
odvozeného mysiho CD 14 (nMo). Pravy panel obrdzku 18 ilustruje
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sronavaci imunoblotovou analyzu 250 ng kaXdého ze stejnych t¥i
druhl CD 14, sondovanych mAb 3C10. Jak je ilustrovdno, &istota
vSech t&chto t¥i prost¥edkl byla srovnatelnd, stejn& jako je-
jich reaktivita s mAb 3C10.

Zddnlivé nesrovnalosti v molekulovych hnotnostech CD 14
t&chto t¥{ vzorkl s rozdily v po&tu aminokyselin kodovanych je-
jich p¥islusnymi cDNA by mohly existovat diky ko- a/nebo po-
-transla®ni modifikaci. V této souvislosti je z¥eijmé, ¥e mysSi,
lidsky a hové&zi CD 14 obsahuji p&t, &ty¥i a t¥i mista potenci-
dlni N-glykosylace.

Byla vyhodnocovdna schopnost t&chto t¥{ CD 14 p¥ipravku
stimulovat rust my&ich B bundk. Jak je ilustrovdno na obréazku
19, CD 14 isolovany z t&chto t¥{ druhi m&l srovnatelnou speci-
fickou aktivitu a byl aktivni v koncentra&nim rozmezi ng/ml.
Tyto vysledky také ukazuiji, Ze isogenni materidal je funk&ni,
konkrétn&, Ze mysi CD 14 mu¥e stimulovat mysi B budky. Tyto
vysledky také ukazuji, Ze mlezivovy CD 14 neni 2zv1astni svoji
schopnosti stimulovat B buiiky a je tedy nepravd&podobnd speci-
fickd forma této molekuly, kterd je generovdna za specifickych

podminek laktace.

Aktivita nBo-LAIT podporujici rust na lidské B buliky 2z krve
chordy

- Rdy%¥ byly pozorovédny rozmanitosti biologickych aktivit
nBo~LAIT na mys{ B buiiky, byly sledovdny u&inky na fysiologii
lidskych B bun&k. Byly pouZity dva zdroje B bun&k. Jeliko¥ jed-
nou moZnou roli LAIT-proteinu je zahrnuti v potenciaci vyvoje
neonatdlniho imunitniho systému, byla vyhodnocovédna jeho schop-
nost stimulovat rist B bun&k odvozenych od novorozenci, speci-
ficky t&ch, které byly isolovdny z krve chordy.

Krev chordy byla z¥ed&na 1:1 fosfore&nanovym pufrovanym
solnym roztokem (PBS) a p¥evrstvena na Percoll (Phafmacia), p=
1,077. Gradient byl odst¥edovdn tak, jak je popséno u obrazku
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1A. Mezifédz{ p= 1,077/1,000 bylo isolovdno a promyto dvakrit
v PBS doplnéném 5 % plodového hov&ziho sera (FBS). Vysledny
leukocytovy p¥ipravek byl pak obarven fluoresceinem konjugova-
nou mAb specifickou na marker CD72 B bun&¥né membrdny. CD72
positivni leukocyty chordy byly pak positivn& vybrédny FACS, co¥
vedlo k &istotdm v&tsim ne 98 %. Tyto positivn& vybrané B bufi-
ky pak byly kultivovdny v definovaném mediu bez sera, jako pro
mys{i B butiky. Jedinym rozdilem p¥i testech rdstu u mysich a
lidskych B bun&k bylo to, Ze u druhych z nich byl p¥idén thy-
midin v dob& 60 hodin a analyzovany po 12 hodindch spise neZ
po dob& 40 hodin a po 6 hodinédch.

Jak je ilustrovédno na obrézku 20A, nBo-LAIT pusobi s mAbs
specifickymi na Igk A 1gA svoji schopnosti indukovat rust ne-
onatdlnich B bun&k. I kdyZ jak immobilizované (na desku navdza-
né) mAbs s anti-lehkym ¥et&zcem tak 2 ug/ml nBo-LAIT jednotlivé
indukuji zvyseni p¥{jmu thymidinu proti pozadi, kombinace t&ch-
to dvou podporuje dalsi p&tindsobné zvyseni.

Tyto vysledky ukazuji, %e mi%e byt moZ%né, %e LAIT protein
spot¥ebovavany novorozencem krmenym z prsu funguje jako ndhrada
T bun&k p¥i napomdhdni stimulace B bun&k, které jsou obklopeny
antigenem, takZe rostou a diferenculji se na Ig sekretujici bufi-
ky v nep¥itomnosti pln& vyvinutych T bun&¥nych celku (J. Exp.
Med. 1989, 169, 2149; Science 1989, 249, 749; Intl. Immunol.
1990, 2, 859; Intl. Immunol. 1990, 2, 869.).

CD 14 v lidském mlezivu a v normdlnim seru

Pro stanoveni koncentrace CD 14 v lidském mlezivu a v nor-
mdlnim seru byly hodnoceny mlezivové vzorky od dvou ddrcu a
vzorky sera od p&ti zdravych ddrci na p¥itomnost CD 14 pouZitim
specifické ELISA (IBL-Hamburg). Jak je uvedeno v tabulce 3, se-
rum z tohoto vzorku zdravych jedincu obsahovalo CD 14 v rozmezi
koncnetraci od 1,7 do 3,2 ug/ml a nebylo zdvislé na pohlavi.
Tyto hodnoty dobie odpovidaji hodnotdm, které popisuﬁi Grunwald
a spol. (J. Immunol. Method 1992, 155, 255.).
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Tabulka 3

dérce rod ¢“g/ml*

A.M.
N.Jd.
M.J.
E.K.
A.D.

g2 5 5 N X

3,2

* 2,6 aZ 3,4 ug/ml podle ELISA sestavy
(vyrobce IBL, Hamburg)

Jak je ilustrovdno na obrédzku 21, obsah CD 14 v mlezivu
odebraném 22 hodin po porodu (A.D.) a v asném mléku 2z prsu o-
debraném &ty¥i dny po porodu (S.B.) byl zhruba dvacetkrat vys-
§1i, pokud jde koncentraci CD 14, ne¥ v normdlnim seru. Vice
vzorkd a¥ do 78 dnu po porodu bylo ziskdno od jednoho dérce
(S.B.) a zatimco koncentrace CD 14 zna¥n& poklesly p¥i srovnani
s koncentracemi pozorovanymi 4. den, zustaly zhruba 3 a% 5krat
vys$s$i neZ hodnoty pozorované v normdlnim seru po dobu testovéni
(obrazek 21).

Dosud neni dostupna 24dnd informace tykajici se koncentra-
ce serového CD 14 v mléku kojicich Zen. Zbyvd tedy ur&it, jest-
1li vysoké koncentrace CD 14 pozorované v mlezivu a v prsnim
mléku jsou omezeny na tyto kapaliny nebo zda odréd¥eji obecné
zvySeni Koncentrace CD 14 ve vSech té&lesnych tekutindch Zen,
které koiji.

MGZ%e byt, ¥e p¥echodné vystaveni novorozeneckého imunit-
niho systému aktivit& tropického rustu B bun&k a diferencia&ni
aktivit® mlezivového CD 14 hraje svoji &ast ve vyvoji systému
novorozeneckych imunitnich odpov&di. Psychologickd dule¥itost
pritomnosti této aktivity v mlezivu je v souladu s pozorovdnim,
Ze, jak shora uvedeno, funkce T bun&k u novorozence‘je kompro-
misem, moZnd diky p¥itomnosti vysokych koncentraci TGFB1 a
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TGFA2 v mlezivu a v &asném prsnim mléku (J. Cell. Biol. 1987,
105, 1039; Cell 1987, 49, 437; EMBO J. 1987, 6, 1633.). Jak je
uvedeno v tabulce 2, submitogenni koncentrace CD 14 v kombinaci
se submitogennimi koncentracemi mAb specifické pro membrénovy
imunoglobulin, podporuje aktivaci B bun&k. CD 14 mu¥e fungovat
jako ndhrada T bun&k ve vyvijecim se novorozeneckém imunitnim
systému. Jako takovy mu¥%¥e mit novorozenec prosp&ch z pou¥iti
CD 14 jako p¥isady d&ckého p¥ipravku vystavenim pusobeni na je-
ho imunitu stimulujici G&inky, které nejsou p¥itomny v synte-

tickém p¥ipravku.
Aktivita nBo-LAIT podporujici rust u B bun&k lidské tonzily

Byla vyhodnocovédna biologickd aktivita nBo~LAIT u B bun&k
isolovanych z dosp&lych 1idi, a to samostatn& nebo v kombinaci
s imobilizovanymi (védzanymi na desku) mAbs s anti-lehkym ¥et&z-
cem, na stimulaci B bun&k isolovanych z lidskych tonzil.

B buiiky z tonzil byly p¥ipraveny negativni selekci. Leuko-
cyty tonzil byly p¥ipraveny jako leukocyty z krvé chordy. Vy-
slednd populace byla oznatena biotinylovanou mAb specifickou
na CD3e (Becton Dickenson), ndsleduje oznaeni "mikroperlicka-
mi" obsahujicimi Zelezo (Becton Dickenson). Po jednom promyti
byla oznafend populace nechdna projit MACC (Becton Dickenson)
a eluent byl isolovan. Tato populace obsahovala mén& ne%Z 1 %
T bun&k a vice neZ 97 % B bun&k podle vyhodnoceni imunofluores-
cendnim obarvenim s vazbou specifickych mAbs. Tyto B buiiky pak
byly podrobeny dal$i frakcionaci na Percollov& gradientech s
diskontinudlni hustotou, identickych s t&mi, které byly pouZity
pro isolaci mysich B bun&k s vysokou hustotou. Popsané testy
pou?ivaly ty bun¥®né pdsy, které m&ly p mezifdzi = 1,085/1,079.
Tyto negativn& vybrané, odpolivajici B buiiky s vysokou hustotou
byly kultivovdny jak shora popsdno, byl k nim p¥iddn threonin
a byly isolovdny jako B bufiky z krve chordy.

Jak je ilustrovdno na obrdzku 20B a na rozdil od vysledku
ziskanych s B buiikami isolovanymi z novorozenci, nBo-LAIT, p¥i
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isolovédni p¥itomny v tak nizkych koncentracich jako je 300 ng/
/ml, stimuluje intenzivni rust t&chto odpo¥ivajicich B bun&k
tonzily. Ddle byla podstatn& zvysena odpov&d na ndkteré koncen-
trace nBo-LAIT, jestli¥e byl hodnocen v kombinaci s imobilizo-
vanymi mAbs s anti-lehkym ¥et&zcem (obrdzek 20B).

Maturované lidské B buiiky Jjsou citlivé na aktivity nBo-
-LAIT podporujici rist, které jsou amplifikovdny v kombinaci
se simultdnnim navdzdnim receptoru antigenu B buiiky. Tyto vy-
sledky charakterizuji potencidlni pouZiti LAIT-proteinu v ¥e-
didlech vakciny, p¥i napomdhdni zvyseni jejich adjuventicity
nebo mo¥ném sni¥eni pot¥eby adjuvans.

Omezenim technologie vakcinace je imunogenicita p¥islusné-
ho antigenového p¥ipravku. O n&kterych adjuvans se uvaZuje, Ze
funguji obnovenim a aktivaci antigenov& specifickych T buné&k.
CD 14 stejn& jako T builky nahrazuji antigenové& specifické odpo-
v&di B bun&k, mohou poskytovat zlepsené prost¥edky pro aktivaci
antigenov& specifickych- B bun&k tak, Ze nebudou jenom expando-
vat a diferencovat na buiiky sekretujici protildtky, ale mé&ly
by, jakmile jsou jednou aktivovdny, fungovat jako u&inné APC
pro dopln&ni T bun¥k. To by m&lo zvysit jak propagaci speci-
fické imunitni odpov&di tak zapnuti isotypu zprost¥edkovaného
T buiikami.

Jsou zndmy imunitn{ deficity T bun&k. Stavy nedostate&né
imunity souvisejici s disfunkci T bun&k diky nedostatku exprese
gp39 (CD40L) (ktery mapuje na X chromoson) jsou charakterizovd-
ny: i) X-navdzanym hyper IgM syndromem (HIM), ii) obvyklou pro-
m&nlivou nedostatednosti imunity (CVI) a iii) X-navdzanou gamo-
globulinemii (XLA). V n&kterych z t&chto chorobnych stava (HIM)
bylo ukazdno, ¥e T buiiky, isolované z pacientl, jsou neschopny
aktivovat B buiiky (Science 1993, 259, 990.). Tento typ koreluje
s nep¥itomnosti funk&niho gp39 (CD40L). Za té&chto okolnosti by
CDh 14, at cileny pro indukci specifickych humordlnich odpové&di
nebo poddvany jako polyklondlni aktivédtor B buné&k, mohl fungo-~
vat p¥i indukovéni/udrZovédni hladin isogenniho Ig konsistentni-
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ho s ochranou proti denni p¥ehrad® potencidlnich pathogna z

prost¥edi.

P¥itomnost CD 14 v mlezivu je konsistentni s jeho roli p¥i
stimulaci B bun&k u kojiciho novorozen&te. U&innost CD 14 p¥i
napomdhdni vyvoji novorozeneckych imunitnich systémi mu¥e byt
vyhodnocena na zvi¥ecim modelu.

SamiZky deficitni na CD 14, vytvo¥ené cilenym prasknutim
mista CD 14, budou spd¥eny s bud heterozygotnimi nebo s CD 14
deficitnimi same¥ky. To umo¥ni vyhodnotit U&inky nep¥itomnosti
mlezivového CD 14 na vyvoj B bun&k u mladat, kterd exprimuiji
nebo neexprimuji CD 14. Konkrétn& budou srovndvany B bun&lny
ontogen a akumulovany vyvoj hladin serového IgM a IgG stejn&
jako schopnost t&chto mladat vykazovat specifické imunitni od-

pové&di.

Ddle pak lze vyhodnotit roli, kterou hraje serovy CD 14
(sCD 14) p¥i zachovavani cirkulujicich hladin "p¥irodniho" IgM.
Hladiny cirkulujicich IgG a IgM jsou pod rozdilnou kontrolou.
Serovy IgG je virtudln& nep¥itomen u mysSi chovanych v prost¥edi
bez antigenu, zatimco IgM hladiny nejsou zm&n&ny. Pokud jde o
potencidlni dlohu sCD 14 p¥i regulaci hladin serového IgM, mysi
s dostatkem CD 14 a mysi deficitni na CD 124 pochdzejicici ze
shora uvedeného spa¥eni, budou chovdny gnotobioticky.

Deregulovana exprese sCD 14 souvisi s pathologii specific-
kych stavlii onemocn&ni. Hladina sCD 14 v seru pacientd s revma-
tickou artritidou (RA) je zvysSena (Clin. Exp. Immunol. 1993,
91(2), 207.). Bylo také popsédno, ¥e v synoviu RA pacientld do-
chdzi ke zvySeni pod&tu aktivovanych CD 14* monocytu (Br. J.
Rheumatol. 1990, 29(2), 84; J. Rheumatol. 1995, 22(4), 600.).
I kdyZ zbyva stanovit, jestli hladina sCD 14 v synovidlni ka-
palin& RA pacientu je zvySena, CD 14 monocyty po aktivaci
exprimuji protedsu souvisejici s membrdnou, kterd miZe 3t&pit
membranovy CD 14, coZ vede k produkci sCD 14 (Eur. J. Immunol.
1995, 25, 604.). Se zde popsanou schopnosti sCD 14 aktivovat
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lidské B buiiky je konsistentni to, Ze synovidlni kapalina RA
pacientll obsahuje vysoké podily aktivovanych B bun&k, 2z nichZ
alespoii n&které mohou produkovat revmaticky faktor (Clin. Im-
muno. Immunopathol. 1984, 31(2), 272; Clin. Exp. Immunol. 1984,
55(1), 91.). Dochazi tak ke zvySeni produkce sCD 14 u RA paci-
entl a jeho mo¥nému zahrnuti do aktivace B bun&k vedoucimu k
produkci revmatického faktoru. Protildtkou vyvolané vymizeni
sCD 14 mi¥e tedy vést ke zlepSeni p¥iznakl vyvolanych deregu-
laci aktivace B bun&k a k produkci revmatického faktoru u RA
pacientli. Protildtkou vyvolané vymizeni sCD 14 by ddle mohlo
zlep&it zandt podporvany sCD 14 indukci protizén&tlivych cy-
tokinl monocyty (Eur. J. Immunol. 1994, 24, 1779.).

Rutinni produkce lidskych monoklondlnich protildtek (mAbs)
je z &etnych diivodi obti¥nd, nikoliv nejmen$i 2z nich je ne-
schopnost obohatit aktivované lidské B buiiky %4danou antigenou
specifi&nosti. Schopnost sCD 14 indukovat lidské B buliky Zadané
antigenové specifi®nosti. Schopnost sCD 14 indukovat rust a di-
ferenciaci lidskych B bun&k in vitro poskytuje mo¥né vyuZiti
p¥i produkci antigenovE& specifickych maAbs. Ukdzali Jjsme zde,
%e sCD 14 pri vysokych koncentracich (0,5 a% 1 ug/ml) aktivuje
1idské B buiiky polyklondlnim zpusobem. Je vSak ukdzdno, %e sub-
~optimdlni koncentrace sCD 14 plisobi synergicky s mAb specific-
kou pro receptor B buiiky na antigen (BcR). Suboptimdlni koncen-
trace sCD 14 tedy preferentn& aktivuji ty B buliky, které dosta-
vaii doplﬁkovy signdl prost¥ednictvim BcR. V t&chto p¥ipadech
funguje BcR specickd mAb jako ndhrada antigenu. JestliZe je do-
davdani BcR signdlu specifické, nédsledujici odpov&d B bun&k by
také byla specificka. JestliZe se tedy anti-BcR nahradi speci-
fickym antigenem, synergicky stimul poskytnuty souasnou p¥ito-
mnost{i sCD 14 by se vylu®n& soust¥edil na antigenov& specifické
B butiky. Nasledujici produkce protilatky by tedy byla antigeno-
v& specifickd. Populace B bun&k aktivovanych timto zpusobem by
byla vysoce obohace aktivovanymi, antigenov& speifickymi B bufi-
kami a m&la by tedy usnadiiovat produkci lidskych hybridomid se-
kretujicich mAb ¥&dané specifidnosti. ‘
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U%innost CD 14 jako adjuvans v technologii vakcinace miZe
byt vyhodnocovéna pouZitim zvi¥eciho modelu. Bo- a Hu-CD 14 bu-
dou modifikovdny haptenem TNP. Haptenovy materidl bude vyhodno-
cen, pokud jde o jeho schopnost indukovat polyklondlni aktivaci
B bun&k in vitro, aby se zajistilo, %e haptenace nem&ni biolo-
gickou aktivitu CD 14. Konjugdty budou podédny injek&né& subku-
t4nn& nebo intramuskuldrn& a po &ase se vyhodnotf serum na ob-
sah specifické protildtky. Pou¥itim jiné serie my$i budou iso-
lovdny odvodné lymfatické Zldzy a spo&teny bufiky sekretujici
protildtku. Ddle budou n&kte¥i p¥ijemci imunizovdny sm&smi raz-
nych mnoZstvi CD 14 a bud proteinu nebo bun&&ného antigenu. Bu-
dou spotteny titry serové protildtky a rovn&Z antigenov& speci-
fické buiiky sekretujici celkovy Ig.

Toxicita CD 14 se muZe vyhodnocovat akutnimi intravenoz-
nimi studiemi u my31, krys a opic. Lze provad&t studie akutniho
subkutdnniho podra¥d&ni u krys a také v dlouhém obdobi studie
zahrnujici ndsobné subkutdnni a intravenozni injekce u té&chto
t#¥i druhi. Provede se pathologické a histopatologické vyhodno-
ceni stejnd jako chemie sera a hematologicka analyza. Genoto-
xicky potencidl lze vyhodnotit v sav&ich buitkdach in vitro a v
my$im mikrojaderném testu. Teratogenni potencidl lze vyhodnotit
u oplodn&nych mys$i, krys a opic.

PF¥i poddvani CD 14 lidskému subjektu lze pouZit konven&ni
farmaceutickou praxi. Jako p¥isada k p¥ipravku pro d&ti se muZe
p¥idat bshem jeho vyroby. Ma%e se vyrab&t jako tableta nebo
tobolka nebo prasek pro michdni préav& pred poddnim. V p¥ipadé
o¥kovaciho p¥ipravku muZe byt zahrnut jako &édst vakciny p¥i-
pravené podle Jjinak standardnich postupu. Podavdni se maZe
provad&t jakymikoliv konven&nimi prost¥edky, nap¥iklad intra-
venosnim, subkutdnnim, intramuskuldrnim, intraventikuldrnim,
intrakranidlnim, intrakapsuldrnim, intraspindlnim, intracis-

terndlnim, intraperitonedlnim nebo ordlnim poddvanim.

Parenterdlni poddvédni muZe byt ve forme& kapalnych roztoku
nebo suspenzi. _
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zZpusoby zndmé v oblasti techniky vyroby prost¥edku lze
nalézt nap¥iklad v "Remington’s Pharmaceutical Sciences". Pro-
st¥edky pro parenterdlni poddvéni mohou nap¥iklad obsahovat ja-
ko excipiens sterilni vodu nebo solny roztok, polyalkylenglyko-
ly, jako je polyethylenglykol, rostlinné oleje, hydrogenované
naftaleny atd.

Koncentrace CD 14 pro poddvdni se bude m&nit podle nap¥i-
klad davky, kterd ma byt poddvédna, a podle zpisobu poddvani.

Pokud jde o variace od p¥irodni aminokyselinové sekvence
CD 14, lze provaddt alespoii konzervativni substituce. Konzerva-
tivni substituce jsou popsdny v patentové literatufe, jako na-
p¥iklad v USA patentu &. 5 2264 558. Je tedy o&ekavdno, Ze by
byla mo¥nd nap¥iklad vymZna mezi nepoldrnimi alifatickymi neu-
tridlnimi aminokyselinami, glycinem, alaninemn, prolinem, valinem
a isoleucinem. Podobn¥ by bylo mo%né provést substituce mezi
poldrnimi alifatickymi neutrdlnimi aminokyselinami, serinem,
threoninem, methioninem; asparaginem a glutaminem. Mohly by byt
mo¥né substituce mezi nabitymi kyselymi aminokyselinami, kyse-
linou asparagovou a kyselinou glutamovou stejn& jako substituce
mezi nabitymi bazickymi aminokyselinami, lysinem a argininem.
Pravd&podobn& by byly mo¥né substituce mezi aromatickymi ami-
nokyselinami, mezi n&Z pat¥i fenylalanin, histidin, tryptofan
a tyrosin. Tyto druhy substituci a vzdjemnych zdm&n jsou dobfe
znamy odbornikum z oblasti techniky. Dob¥e mo¥né jsou i dalsi
substituce. Lze ovSem odekdvat, ¥e &im existuje v&ts3i procento
homologie mezi variantou proteinu a p¥irozen& se vyskytujicim’
proteinem, tim v&t$i bude zachovani metabolické aktivity.
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Rekombinantni polypeptid schopny aktivovat sav&i B buliky,

‘ktery ma aminokyselinovou sekvenci identifikovanou jako

sekv. id. &. 4, konzervativn& substituované varianty uve-
deného polypeptidu, které aktivuji B buliky, polypeptidové
fragmenty uvedeného polypeptidu, které aktivuji sav&i B
butiky, a konzervativn& substituované varianty uvedenych

polypeptidovych fragmentu.

Polypeptid podle néroku 1, ktery md aminokyselinovou sek-

venci identifikovanou jako sek. id. &. 4, a fragmenty uve-
deného polypeptidu, ktery aktivuje sav&i B builky, s vyho-
dou s aminokyselinovou sekvenci identifikovanou jako sekv.
id. &. 4.

Molekula nukleové kyseliny, kterd obsahuje nukleotidovou
sekvenci kodujici polypeptid podle ndroku 1 nebo 2, p¥i
%em? molekula nukleové kyseliny muZe znamenat sekvenci
cDNA nebo genomové DNA, p¥i CemZ jestliZe molekula znamena
molekulu cDNA, tato molekula miZ¥e obsahovat nukleotidovou
sekvenci identifikovanou jako sekv. id. &. 1, a sekvence,
které se od ni odliguji diky degeneraci genetického kodu.

Zpusob vyroby hov&ziho CD 14 z hov&zi mlezivové syrovatky,
vyznaduijici s e t im, e zahrnuje isolaci
polypeptidu ze syrovdtky, p¥i &emZ tento zpusob pop¥ipadd
zahrnuje isolovédni polypeptidu, ktery md aminokyselinovou
skevenci identifikovanou jako sekv. id. &. 4, nebo ko- a/
/nebo po-transla&n& modifikovanou formu uvedeného protei-
nu, a isolace polypeptidu pop¥ipad& zahrnuje vysoleni pro-
teinu z vyde¥ené hovézi mlezivové syrovdtky, pop¥ipad& za-
hrnuje chromatografii na anexu, pop¥ipad¥& chromatografii
na kolon& molekulového sita a pop¥ipad& chromatografii na
koloné& hydrokyapatitu.

Zpuisob p¥imého aktivovéni B bun&, vy zna&u jici
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s e t i m, ¥e se pou¥ivéd rozpustny polypeptid, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci identifikovanou jako sekv. id.
&. 4, sekv. id. &. 5 nebo sekv. id. &. 6, polypeptidovy
fragment polypeptidu, ktery aktivuje B buiiky, polypeptido-
va varianta polypeptidu, kterd aktivuje B buiiky, nebo po-
lypeptidovy fragment, ktery aktivuje B buiiky, konzervativ-
n& substituovand varianta polypeptidu, kterd aktivuje B
buiiky, nebo polypeptidovy fragment, ktery aktivuje B buii-
Ky, nebo konjugédt obsahujici polypeptid nebo jeho fragment
nebo varianta, p¥i em¥ konjugat aktivuje B buliky.

Zpusob podle ndroku 5, vyznadc¢uijici s e
t i m, Ze pou¥iva analog polypeptidu sekv. id. &. 4, sekv.
id. &. 5 nebo sekv. id. &. 6, ktery aktivuje B buiiky, od-
vozeny substituci (substitucemi), deleci (delecemi) nebo
adici (adicemi) aminokyselin uvedenych polypeptida za
predpokladu, Z¥e je zachovéna trojrozm&rna konformace uve-
deného polypeptidu,

p¥i ZemZ tento polypeptid s vyhodou obsahuje sekv. id.
&. 4, sekv. id. &. 5 nebo sekv. id. &. 6, fragment sekv.
id. &. 4, sekv. id. &. 5 nebo sekv. id. &. 6, ktery akti-
vuje B buiiky, nebo konzervativné& substituovanou variantu
uvedeného polypeptidu nebo fragmentu, ktery aktivuje B
buiiky,

p¥i &em# polypeptid nebo jeho fragment je ko- a/nebo
po-transla®n& modifikovan.

zpusob podle ndroku 5, vyznadujici 'se
t £ m, ¥e polypeptid nebo jeho fragment je alespoil z 62

procent homologni se sekv. id. &. 5.

zZpusob aktivovani B bun&k savce, ktery takovou aktivaci
pot¥ebuje, vyznadujici se t i m, Ze se po-
d4ava polypeptid podle ndroku 5, 6 nebo 7, p¥i Cem¥ savcem
je poptipad¥ lidsky subjekt a &lov&kem je pop¥ipad& dité&.

Zpusob podle néroku 8, vyznadt¢uijici s e




10.

11.

12.

13.

49 nové ndroky

t 1 m, %e savec, ktery takovou aktivaci pot¥ebuje, ma CD40
negativni nebo CD40 deficitni B buliky, p¥i &emZ savcem je
pop¥ipad®& lidsky subjekt a &lov&kem je pop¥ipad& dits&.

Zpusob podle ndroku 5, 6, 7 nebo 8, vy znad¢uiji-
c 1 s e t 1 m, Ze savec trpi imunodeficitem T buné&k

nebo alergii.

Zpusob podle ndaroku 9, vyzna¢uijici s e
t { m, ZYe savec md CD40L negativni nebo CD40L deficitni
T buiky.

Zpusob p¥imého indukovéni rustu a diferenciace B bun&k na
buiiky sekretujici vysoké mnoZstvi imunoglobulinu, v y -
znatujici se t im, Ye se pou?ivd polypeptid,
ktery m& aminokyselinovou sekvenci identifikovanou jako
sekv. id. &. 4, sekv. id. &. 5 nebo sekv. id. &. 6, nebo
jeho polypeptidovy fragment, ktery indukuje rust a dife-
renciaci B bun&k, polypeptidovd varianta polypeptidu, kte-
rda indukuje rust a diferenciaci B bun&k, nebo polypeptido-
vj fragment, ktery indukuje rust a diferenciaci B bundk,
konzervativn& substituovand varianta polypeptidu, kterd
indukuje rust a diferenciaci B bun&k, polypeptidovy frag-
ment, ktery indukuje rust a diferenciaci B bun&k, nebo
konjugdt polypeptidu nebo jeho polypeptidového fragmentu
nebo varianty, p¥i %em¥ tento konjugdt indukuje rust a

diferenciaci B buné&k.

Zpusob podle naroku 12, vyznad¢uijici s e
t £ m, ¥e pouZivd analogy polypeptidu sekv. id. &. 4,
sekv. id. &. 5 nebo sekv. id. &. 6, které indukuji rust
a diferenciaci B bun&k na buiiky sekretujici ve vysokém
mno¥stvi imunoglobulin, odvozené substituci (substituce-
mi), deleci (delecemi) nebo adici (adicemi) aminokyselin
uvedenych polypeptidu za p¥edpokladu,

Ze je zachovédna trojrozm&rna konformace uvéden?ch po-
lypeptida, p¥i Cem¥ polypeptid s vvhodou obsahuje sekv.
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id. &. 4, sekv. id. &. 5 nebo sekv. id. &. 6, fragment
sekv. id. &. 4, sekv. id. &. 5 nebo sekv. id. &. 6, ktery
indukuije rust a diferenciaci B bun&k, nebo konzervativné
substituovanou variantu uvedeného polypeptidu nebo frag-
mentu, kterd indukuje rust a diferenciaci B bun&k a v ni#
je polypeptid pop¥ipadé kd— a/nebo po-transla&n& modifi-

kovan.

Zpusob p¥imého indukovani ristu a diferenciace B bun&k u
savce, ktery takovou aktivaci potf¥ebuje, vyzna -
¢uijici s e t i m, ¥e se poddva polypeptid podle
ndroku 12 nebo 13, p¥i fem¥ savcem je pop¥ipad& lidsky
subjekt a &lov&kem je pop¥ipad& dité&.

Zpusob p¥ipravy vy&ist&ného rekombinantniho proteinu nebo
ko- a/nebo po-transladn& modifikované formy tohoto pro-
teinu, ktery ma aminokyselinovou sekvenci definovanou po-
dle naroku 1, 2 nebo 3, vyznaduijici s e
t 1 m, Ye sestdva ze stupii:
i) kultivovani prokaryotického nebo eukaryotického
hostitele obsahujiciho molekulu heterologni
nukleové kyseliny kodujici uvedeny protein a
schopného exprimovat uvedeny protein nebo ko-
a/nebo po-transla®n® modifikovanou formu u-
vedeného proteinu za kultiva&nich podminek,
ii) exprimovdni uvedeného proteinu nebo ko- a/nebo
po-transla®n& modifikované formy uvedeného
proteinu a
iii) isolovdni uvedeného proteinu z kultury.

Pou?iti polypeptidu podle ndroku 1, 2, 5, 6 nebo 7 pro vy-
robu 1é&iva pro aktivovdni B bun&k u savce, ktery takovou

aktivaci pot¥ebuije.

zpusob vyroby p¥ipravku pro d&ti, vy z n a Eujici
s e t £ m, ¥e obsahuje zahrnuti polypeptidu‘podle kte-
réhokoliv z naroka 1, 2, 5, 6 nebo 7 do p¥ipravku.
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P¥ipravek pro d&ti, vy zna d¢u jici s e t 1im,
Ye je vyroben podle ndroku 17.

Zpusob vyroby vakciny obsahujici jiny antigen neZ CD 14,
vyznadc¢ujici s e t im, e obsahuje zahrnuti
polypeptidu podle ndroku 1, 2, 5, 6 nebo 7 do p¥ipravku
vakciny.

Zpusob vyroby podle ndroku 19, vy zna&uijici
s e t i m, ¥e obsahuje stupei konjugovani uvedeného
antigenu a uvedeného polypeptidu do p¥ipravku vakciny.

Zpusob vyroby podle ndroku 19, vy znad¢uijicit
S e t 1 m, ¥e ddle obsahuje stupeii vmichdni antigenu a

polypeptidu do p¥ipravku vakciny.

Zpusob otkovéni pacienta, vy zna®uijici s e
t 1 m, ¥e se tomuto pacientovi poddva jiny antigen neZ CD
14 a polypeptid podle naroku 1, 2, 5, 6 nebo 7.

Zpusob podle ndroku 22, vy znad¢uijici s e
t 1 m, ¥e antigen a polypeptid se poddvaji v Jjediném

stupni.

Zpusob podle ndroku 23, vyznad¢uijici s e
t 1 m, ¥e antigen a polypeptid se poddvaji v odd&lenych
stupnich.

Sestava pro p¥ipravu ofkovdni, vy znaduijici

s e t 1 m, ¥e obsahuje p¥edem stanovené mnoZstvi anti-
genu jiného ne¥ CD 14 a p¥edem stanovené mnoZstvi poly-
peptidu podle ndroku 1, 2, 5, 6 nebo 7.

Zpusob poddvani savci protildtky proti polypeptidu, ktery
mid aminokyselinovou sekvenci sekv. id. &. 5, vy z n a -
uijici se timnm, Ze se tim sniZuje nebo inhibuje
aktivita lidskych B bun&k, které jsou jinak hyperaktivova-
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ny jako vysledek vysokych hladin CD 14 v seru, pri ZemZ
savcem je pop¥ipad& &lovék.

Zpusob pou¥iti protildtky podle ndroku 26 pro vyrobu 1é&i-
va, vyznadujici se t im Ze se tim sni’i
nebo inhibuije aktivita lidsky B bun&k.

Zpusob obohaceni sav&ich B bun&k sekretujicich monoklo-
ndlni protildtku %&dané antigenové specifiZnosti, vy -
znaduijici s e t £ m, ¥e se aktivuji uvedené
B buiiky podle ndroku 1, 2, 5, 6 nebo 7 na suboptimdlni
hladiny ve shod& s uvedenym antigenem, na ktery byly pro-
tilatky pripraveny, p¥i ¥em? sav&i B buiiky jsou pop¥ipadé
lidského puvodu nebo jsou sav&i B buiiky pop¥ipad& mysiho

puvodu.

Zastupuije:
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A

Baculovirus expresni systém

p¥imd 5'- GCT AGC GCT AGC CAC CAT GGT GTG CGT GCC CTA CCT GCT - 3'

obrédcend 5' - GCT AGC GCT AGC CGC GAA GCC TCG GGC TCC TTG AAG - 3'

B

Sav®i expresni systém

p¥ima 5' - CTC GAG CTC GAG GCT AGC CAC CAT GGT GTG CGT GCC - 3

obrdcend 5' - CTC GAGCTGAG GGA TCC CTA AGC GTA ATC TGG AAC - 3'

A3

Obr. 8
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POPULACE 1 2 3

%migt 592 835 99,8

MoCD14 “ — 1,5 kbp
L32 lm — 0,53 kbp

-

Populace: 1 - nefrakcionované splenocyty
2 - T-ochuzené, ¢ =1,085/1,079 splenocytl
3~ FACS vy&isté&né mlg' B buiiky z populace 2
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