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(57)Anotace:

Reteni poskytuje izolovanou a purifikovanou DNA kédujici
koti¢i CD80 (B7-1) ligand, koci¢i CD86 (B7-2) ligand, ko¢i¢i
CD28 receptor nebo kociéi CTLA-4 (CD152) receptor a stejné
tak vektory obsahujici nukleovou kyselinu kodujici ko€i€i
CD80 (B7-1) ligand, koéi¢i CD86 (B7-2) ligand, koci¢i CD28
receptor nebo kodi¢i CTLA-4 (CD152) receptor. Dale
poskytuje hostitelské buriky transformované CD80-kodujicimi
vektory, CD86-kodujicimi vektory, CD28-kodujicimi vektory,
CTLA-4-kddujicimi vektory. Reeni poskytuje polypeptidy
kédované nukleovou kyselinou kodi¢i CD80, kocici CD86,
koti¢i CD28, ko¢i¢i CTLA-4. Dale poskytuje vakcinu
obsahujici (¢inné mnoZstvi polypeptidi kodovanych
nukleovou kyselinou kogi¢i CD80, kocici CD86, kociéi
CD28,kocici CTLA-4 a vakciny, ktera dale obsahuje
imunogeny odvozené z patogenl a vakciny, které jsou
schopny posilovat imunitni odezvu a vakciny, které jsou
schopné potlaovat imunitni odezvu.
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Ko&ic¢i CD80, kocici CD86, koc¢ic¢i CD28 a koc¢ic&i CTLA-4
nukleové kyseliny a polypeptidy

Oblast techniky

Vyndlez se tykd koc¢ic¢ich CD80, kocici CD86, koc&ici

CD28 a koc&i&i CTLA-4 nukleovych kyselin a polypeptidua.

Dosavadni stav techniky

V soulasné dobé& neexistuji Z&dné uspé&sné vakciny pro
prevenci proti ko¢i&i imunodeficienci a kocCic¢i infekéni
peritonitidé u koCek. Vakciny proti viru kocCi¢i leukémie
jsou sice dostupné, ale mira jejich G¢innosti neni
presvédcivd a je pravda, Ze v nékterych pripadech mohou
vyvolat onemocnéni. Existuje tedy potfreba nalézt cinidla a
kompozice, které by poskytovaly ochranu pfred témito a
dalsimi chorobami v pripadech, kde vakcina neexistuje, nebo
které by zlepSovaly uCinnost 3jiZ existujicich a bézZné
pouzivanych vakcin. RovnéZ Jje tfeba zminit obtiZnost
vakcinace kotat v disledku jejich neschopnosti p¥ekonat
mate¥ské protilatky. Bezpecnd a u¢inna <cinidla, kterd by

pomohla tyto bariéry prekonat, jsou tedy velmi potfebni.

Predpokladad se, Ze stimulace T-buné&né aktivace a
proliferace v odezvé na chorobu hostitele zavisi na dvou
interakcich: rozpoznani T-bunéé&ného receptoru (TCR)
imunogennimi peptidy v asociaci s molekulami MHC I. tf. a
sekundarni interakci ptridatnych ligandd, napfiklad CD80 a
CD86, s jejich koreceptory CD28 a/nebo CTLA-4 na T-bufice.

Usp&3né interakce té&chto dvou drah vede k aktivaci a

—
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proliferaci jak CD4*, tak CD8" T-bun&k a ke zvy3ené
produkci cytokind regulujicich imunitu typu Thl a Th2. Za
absence odpovidajici kostimulace T-bunék se miZe vyvinout
anergicky stav, pri kterém nedochazi k proliferaci T-bunék
a sekreci cytokind. V pri@béhu 1let byly Jjako klicové
reguldtory T-bun&inych odezev CD28 a Jjeho 1liganday,
identifikovédny dvé molekuly, tj. CD80 a CD86. CD28 je
primarni T-bunédény kostimuladni receptor, ktery po
interakci s CD80 a CD86 =zvySuje T-buné&lnou proliferaci a
syntézu cytokint, <&imZz zabranuje T-buné&lné smrti. CTLA-4
(rovné&z oznacovany jako CD152), tj. homolog CD28, hraje
rovnéZ dileZitou roli p#¥i kostimulaci. PfestoZe jeho uUloha
neni zcela prostudovéna, zda se, Ze inhibuje T-bunécné
kostimula&ni odezvy. Interakce a souhra mezi CD28, CTLA-4 a
jejich ligandy CD80 a CD86 pfi kostimulaénich procesech
pfedstavuji kli¢ k celkové indukci a supresi imunitnich
odezev na choroby hostitele. To umoZnuje manipulaci exprese
téchto 4 kostimulac¢nich molekul regulovat T-bunécné odezvy
pfes zesileni, potlaceni nebo pfesmérovani, a vytvorit tak
poZadovanou imunitni odezvu sméfujici k urcitému kocicimu
patogenu nebo koc¢i¢imu chorobnému stavu. Tyto kostimulaéni
molekuly Jsou pouzitelné =zejména p¥i vakcinaci proti
infek&nim chorobédm, 1lécCeni infekénich chorob a 1éceni
novotvaru, degenerativnich, autoimunitnich a imuno-

deficitnich stavu.

T-lymfocyty  imunitniho systému savca maji jak
regulaéni funkci, tak funkci efektort. T-bunécné
progenitory vznikaji v kostni dfeni =z kmenové bunky a
migruji do thymusu. V thymusu probiha =zrdni a selekce a
tvori se panenské populace imunitnich bunék, které Jjsou
schopny rozpoznat antigen v asociaci s prezentaci hlavniho

histokompatibilniho komplexu (MHC), ale nejsou autoreaklni.
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Po dozréni v thymusu Jje kazdad T-bunka opatfena klonalné
distribuovanym T-buné&énym receptorem (TCR), ktery urcuje
jeji antigenni specifi&nost. CD4' a CD8" T-buiky (tj. dva
hlavni podsocubory, které se nachazeji v téle vétSiny
dospé&lych savcua), maji TCR tvoreny o a B podjednotkou

(Allison a Lanier, 1987).

Proteinovd a genovd organizace TCR proteinu je podobna
jako organizace pozorovand u molekul imunoglobulinu (Ig) a
sdili mnoho podobnych vlastnosti s Ig navazanym membranou
na B-bunfky (Allison a Lanier, 1987). Podobné jako Ig musi
molekula TCR potencidlné rozpoznavat ohromny  pocet
potencidlnich antigenovych sekvenci. Z tohoto divodu jsou
organizace a preusporadani TCR genu podobné svou
komplexnosti organizace a preusporddanim v B-bunké&ch (Davis
a Bjorkman, 1988). Stejné jako je tomu u molekul protilatek
produkovanych B-bufikami, =zahrnuje generovani idiotipické
diverzity v T-buiikdch mnoZinu kopii proménnych (V) genl v
zarodedné primce, nahodild preusporédani o a B podjednotek
a proménlivost generovanou spoji & inzerty (Davis a
Bjorkman, 1988). Nicméné na rozdil od B-bunek se nezda, Ze
by T-bufiky generovaly diverzitu somatickou mutaci, ale
pravdépodobnéijsi je, Ze stejné jako v pripadé Ig molekuly

vyuzZzivaji potencidlni repertodr TCR (Lechler a kol., 1990).

TCR, pfesto, Ze Jje zodpovédny za rozpozndni antigenu,
neni schopen dopravovat signdl (Allison a Lanier, 1987).
Konformacéni zmény v TCR, které nédsledujl po navadzani na
antigen presentovany ve spojeni s MHC na antigen
pfedklé&dajici bunce (APC), vedou k tomu, Ze nekovalentné
svazany komplex povrchovych molekul, zahrnujicich CD3 a
(-TYetézce, dopravi signal. (Clevers a kol., 1988) Nasledkem

navazani TCR dochédzi k fosforylaci CD3 komplexu, které
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nepfimo vede k Ca’ vtoku do bufiky a iniciaci produkce IL-2
a IL2R (Weiss a Littman, 1994). Tato kaskada je povaZovéana

za iniciac¢ni uddlost pri aktivaci T bunky.

TCR rozpoznad antigen pouze, pokud je prezentovén v
asociaci s MHC. S antigenovou prezentaci v T-bunice jsou
spojovany dva podsoubory MHC protein. MHC I. ¢t¥. se
nachdzi na téméf vSech bunkdch téla majicich jadro a
funguji tak, Ze na svém povrchu exponuji endogenné
vyprodukované peptidy (Matasumura a kol., 1992). Peptidy
exponované ve spojeni s MHC I. t¥. Jjsou rozpoznany
T-bunkami exprimujicimi CD8 v asociaci s TCR (Littman,
1987). Ukolem CD8" T-bun&k v systému regulujicim imunitu je
odstranovat virem infikované Dbunky a zhoubnd mista.
Rozpoznani molekul v asociaci s MHC CD8" T-bufikou (peptidl
nebo pozménénych samotnych peptida, které by mohly
indikovat zhoubné bujeni), vyusti v destrukci bunky, které

je mediovéna cytotoxickym T-lymfocytem (CTL) (Berke, 1994).

Molekuly MHC II. tf¥., tj. druhy hystokompatibilni
komplex, se zpravidla nachdzeji pouze na profesiondlnich
bunkach prezentujicich antigen, které zahrnuji nap¥iklad
B-bunky, makrofagy/monocyty a dendritické bunky, nicméné&
indukce na nékterych dalsich bunéénych populacich vyvolana
specifickymi stimuly je mozZnd (Germain, 1993). MHC II. t?F.
molekula je =zodpovédnd za prezentaci exogenniho antigenu
CD4" T-bufice. Antigen, ktery je fagocytovan, endocytovan
nebo se navdZe na povrch Ig a absorbovidn bunikami
prezentujicimi antigen je endogenné zpracovan a navazan na
MHC II. tf. (Unanue, 1987). Tato molekula se potom exponuje
na povrchu a Jje okamZité& nabidnuta pro rozpozndni oaB T-
bunikdm exprimujicim CD4 (Littman, 1987). Rozpoznani

antigenu CD4" T-buifikami vyvold produkci cytokint a
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ristovych faktortd nezbytnych pro iniciaci a vyhlaseni mnoha

aspekt G&inné imunitni odezvy (Mosmann a Coffman, 1987).

CD4 a CD8 odliZuji ab T-bun&Zné podsoubory a definuji
funk&ni vlastnosti kaZdé skupiny. Prezentace CD4 nebo CD8
na T-bufice je vzadjemné& se vyluCujici (Littman, 1987). Po
selekci a zréni v thymusu je tedy v aB T-bufikdch pritomna
pouze molekula CD4 nebo CD8. Tyto molekuly stabilizuji
interakci mezi TCR a antigenem navazanym na MHC a urcuji
zdali T-buiika rozpoznad antigen prezentovany ve spojeni s
MHC I. t¥. nebo II. t¥. (Littman, 1987). Vazebnad doména
molekuly CD4 nebo CD8 rozpoznava prisludné nepolymorfni
oblasti molekuly I.t¥. nebo II. tX. (Clayberger a kol.,
1994) . Navazani CD4 nebo CD8 na tyto specifické oblasti
stabilizuje interakci mezi TCR a antigenem navazanym na MHC
pfi iniciaci T-buné&&né aktivace (Littman, 1987). Funkci
cD4* T-bun&k je pouze vzajemné reagovat s ATC exprimuijici
antigen ve spojeni s II. tf. a iniciujici odezvu pomocné T-
butiky, zatimco cD8* T-bunky pouze rozpoznavaji antigen
prezentovany ve spojeni s I. tf. a po navazani iniciuji
cytotoxickou odezvu (Germain, 1993). Tyto dva odlisné
fenotypy pomocnych T-bun€k a CTL lze diferencovat

povrchovou expresi CD4 nebo CD8.

Adkoliv v&tdina T-lymfocytd nesoucich CD4 je zpravidla
povaZovana za pomocné buiky, byl navrZen podsoubor CD4*CTL
(Yasukawa a kol., 1989). CD4" pomocné T-bufiky jsou hlavnimi
regulatory imunitni odezvy v tom smyslu, Ze produkuji
bakterii stimuladnich a supresorovych cytokint
(Mosmann a Coffman, 1987). Faktory produkované témito
butikami jsou dtlezitymi medidtory pfi iniciaci humordlni
neboli protilatkou zprostfedkované odezvy a bunééné nebo-11i

hypersenzitivni odezvy zpozZzdéného typu (sekundarni)
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(Mosmann a Coffman, 1987). K tomu, aby se cCD4* T-bunky
aktivovaly a produkovaly rozpustné ruastové faktory, je
zapotfrebi, aby probé&hla komplexni kaskdda déjud. Antigen je
detekovan a endocytovan profesionalni APC, kterou ije
zpravidla makrofag (Unanue, 1984). ATC denaturuje protein a
lame ho na mensSi fragmenty, tj. peptidové fragmenty 15 aZ
18 aminokyselinovych zbytkd, které se nasledné navadZou na
MHC v endoplazmickém retikulu a nésledné se prfepravi na
povrch (Rotzschke a kol., 1994). Antigen exponovany na
povrchu je tedy viditelny pro T-lymfocyty a miZe byt
rozpoznan T-bun&lnymi podsoubory se spravnym TCR idiotypem,
které exprimuji CD4 (Germain, 1993). Jakmile T-buiika
rozpozna spravny antigen a spravné akcesovanad signaly jsou
odeslany dojde k diferenciaci panenského lymfocytu a mize
probéhnout klonalni expanze. Do soucasné doby nebyly zatim
stanoveny stimuly vyvolavajici preferenéni vyvoj odezvy
typu 1 (bunécné) vs. odezvy typu 2 (humordlni) (Mosmann a

Coffman, 1989).

Pomoc  T-bunék vyZaduje celd fada aktivit jak
humoralni, tak bunécné odezvy. T-bunécné dependentni
bunécna odezva, kterd je nutnd pro produkci protilatky
proti vét8iné antigenli, vyZaduje pro sprdvné zrani B-buiky
pomoc T-bunky (Chesnut a kol., 1986). Potom, co Ig
exponovany na povrchu B-bunky navdZe antigen a potom, co
probéhne internalizace, dojde k zpracovani téchto antigeni
a expresy na povrchu MHC II. t¥. (Germain, 1993). PFfimy
kontakt bufika-bufika mezi CD4" T-buiikou se spravnym TCR
idiotypem a B-buifikou podpo#i aktivaci a proliferaci T-bunky
(Chesnut a kol., 1986). Aktivovand pomocnad T-buifika miZe byt
schopna podporovat odezvu typu 2 v tom smyslu, Ze vylucuje
faktory nezbyté pro rlst a diferenciaci B-bunky (Mosmann a

Coffman, 1989). Tyto faktory zahrnuji faktory IL-4, IL-5 a
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IL-13, které mohou indukovat aktivaci a proliferaci B-buiiky
a které jsou dulezité pri isotopickém spoudténi Ig
molekuly, zatimco IL-10 brani iniciaci odezvy typu 1, které
by naopak potlac¢ovala humoralni aktivitu (Mosmann a
Coffman, 1989). Bunécné odezvy (typ 1) neuzrédvaji stejnym
zpusobem Jjako humordlni odezvy (typu 2) (Sher a kol.,
1992). Po aktivaci a zrani T-buiky pro odezvu typu 1
produkuje T-bunka faktory, které upfednostiiuji bun&&nou
imunitu. IL-2 je T-bunéény rustovy faktor, ktery rovnéz
podporuje CTL odezvy, zatimco IFNy aktivuje makrofagy, CTL
a neutrofily (Wang a kol., 1993).

Pomocné T-bunky jsou tedy schopny prenaset dvé velkou
mérou se vzadjemné vyluCujici odezvy. Cytokinovy sekred&ni
vzor, ktery vede k iniciaci humoralni odezvy obsahuje
faktory, které jsou supresivni pro bunéénou odezvu a naopak
(Mosmann a Coffman, 1989). Neni zfejmé, co urluje, zda bude
T-bunika produkovat vzor typu 1 (IL-2, IFNy a lymfotoxin]
nebo vzor typu 2 (IL-4, 5 , 6, 10 a 13) acCkoliv se
pfedpoklada, zZe typ cytokinového vzoru, ktery se vyvine,
miZe byt ovlivnén typem APC, kterd prezentuje antigen nebo
rozpustnymi faktory produkovanymi APC (Mosmann a Coffman,
1989) . Kromé& pomocnych bunék typu 1 a 2 existuje podsoubor
T-pomocnych bunék typu 0, jehoz sekreéni vzory jsou mezi
typem lezicim mezi typem 1 a 2 (Gajewski a kol., 1989).
Pomocné T-podsoubory byly demonstrovany zejména p¥i in
vitro experimentdlnich pracech a mohou byt produktem
kultury. Kromé toho Jjsou tyto T-pomocné podsoubory
dileZitymi modely pro uréovani udlohy pomocné T-buiky p#i

modulaci vyvoje specifické odezvy v in vivo prosttedi.

Druha oB T-bunélnd populace je krom& podsouboru

pomocnych CD4" T-lymfocyt tvofena cytotoxickymi lymfocyty
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nesoucimi CD8. Zda se, Ze CD8' CTL dje hlavni slozkou
systému regulujiciho imunitu, JjejiZ primarni funkci IJe
ni¢it virové a intraceluldrné bakteridlné infikované bunky
a zhoubné bujeni (Berke, 1994). Tyto bunky jsou rovnéz
schopné produkovat cytokiny, ale =zpravidla pouze ¢ty
cytokiny, které souvisi s indukci bunééné odezvy (IL-2,
IFNy a TNF) (Fong a Mosmann, 1990). TCR téchto bunék, ve
spojeni s CD8, rozpoznavaji antigen prezentovany ve spojeni
s MHC I. t¥. (Littman, 1987). Obecné plati, Ze vSechny
bunky opatfené jadrem maji na svém povrchu exponované
endogenné syntetizované peptidy prezentujici I. tr.
(Matasumara, 1992). Konkrétné potom plati, Ze imunitné
upfednostnénd mista vcetné mozku vykazuji nizkou hladinu
exprese proteinli, jehoZ exprese mlZe byt v té&chto mistech
vyvolana pusobenim interferonu (Moffet a Paden, 1994).
Proteiny produkované v endoplazmickém retikulu normalnim
metabolismem bunftky se denaturuji, <&astecné degraduji a
navazi na MHC I. t¥., na jejimZ povrchu se exponuji
(Engelhard, 1994). Polypeptidy se proteolyticky linearizuji
a navazi v 9 az 12 kyselinovych epitopech na I. t¥., na
jejichZz povrchu se néasledné exponuji (Engelhard, 1994).
V8echny endogeny produkované peptidy se na povrchu
teoreticky exprimuji timto zpusobem, pricemZ selekce v
thymusu m&d v idedlnim prfipadé& za nésledek eliminaci v3ech
autoreakénich T-bunék a systém regulujici imunitu maZe
detekovat pfitomnost virové infikovanych nebo
transformovanych bunék (Berke, 1993). Rozpoznéni «cizich
peptidd exponovanych I. t¥. 1, wusnadiiuji pro antigen
specifické T-bun&éné receptory na CD8" CTL (Lechler a kol.,
1990) . Kontakt mezi efektorovou buiikou a cilovou bunkou je
pro aktivaci nezbytny (Berke, 1994). Pokud TCR detekuje
antigen jako cizi, potom stabilizuje navazani CD8 na I. t¥.

na infikované  Dbunice interakci mezi obé&ma molekulami
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(Littman, 1987). Po rozpoznani antigenu a aktivaci T-bufky
se mezi cilovou bunkou a efektorovou T-buikou vytvori
konjugdt a efektorovd bunka se odesle (Taylor a Cohen,
1992). Pokud se tedy samotné proteiny zméni nebo pokud
bunécnou funkci prevezme patogen, potom se peptidy stanou
dostupnymi pro rozpozndni systémem regulujicim imunitu a
tento ndstroj imunitniho systému miZe eliminovat chorobné

bunky (Berke, 1994).

Zda se, Ze bunéc¢nou cytotoxicitu zpusobuje jedna ze
dvou hlavnich drah. Buiika je bud indukovéna k tomu, aby
podstoupila apoptickou smrt, nebo je lizovadna uvolnénim
cytotoxickych granuli z CTL (Berke, 1993). Apoptoza je v
cilovych bunkdch vyvoldna faktory uvolnénymi CTL, které
indikuji genovou expresi, jeZz md& za nasledek bunélnou smrt
(Russel, 1983). Vyhodou tohoto mechanismu je, Ze nedojde k
bunéc¢né 1lyzy, a mozZnost uvolnéni potenciondlné infek&niho
obsahu buntky se timto redukuje (Nagata a Golstein, 1995).
Nicméné lyza miZe byt bé&Znéjsim mechanismem, pomoci kterého
dochadzi k cilové eliminaci. Perforin, ktery proniké
membranami cilové bunky je hlavni sloZkou cytotoxickych
granuli (Liu a kol., 1995). Presto, Ze soucédsti této formy
imunitni regulace jsou i dalsi typy bunék zda se, Ze CTL,
ktery je povazovan za hlavni sloZku antivirové a
protinddorové imunity a hlavni sloZku plsobici proti
specifickym patogentm, Jje ©pro ochranu nevylerpatelny

(Kupfer a Singer, 1989).

Z pocCatku se bunécné povrchové proteiny pouZivaly k
rozliSeni specifickych bunéénych populaci. V neddvné dobé&
byly odvozeny funkéni aspekty celé tady téchto molekul a
pfestoze stédle =zistavaji dilezitymi prvky pro rozliZeni
bunécnych populaci, je stdle =zFretelnéjsi jejich dilezita

Uloha ve funkci mnoha bunék.
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Rizné akcesorni a adhezivni molekuly, které hraji
uréitou roli pt#i vyvoji produktivni imunitni odezvy, Jjsou
exponovany na T-bunkdch a bunkach prezentujicich antigen
(van Seventer a kol., 1991). Adhezivni molekuly jsou
uréitou mérou exponovany na vétsiné Dbunék imunitniho
systému. Jsou dileZité pro zachyceni bunék v urcité oblasti
a pro iniciaci a udrZeni kontaktu bunka-bunka (Mescher,

1992).

CD-2/LFA 3 (CD58) a LFA-1/ICAM-1 jsou dvéma
adhezivnimi molekulovymi komplexy, které se podileji na
stabilizaci interakci T-bunka/APC a na posileni aktivity
(Springer a kol., 1987). CD2 je jednim z prvnich markert
exponovanych na prekurzorech T-bunék a prezivajicich po
celou dobu Zivota bunky, zatimco LFA-1 se exprimuji na T-
bufikdch pozdéji a mnoZi se v pamétovych bunkdch nebo

indukci (Springer a kol., 1987).

Akcesorni molekulové komplexy vykazuiji rovnéz
adhezivni  vlastnosti, ale jejich hlavni funkci je
pravdépodobné doprava intraceluldrniho signdlu po navazani
ligandu (Anderson a kol., 1988). Po vytvoreni interakce
mezi receptorem a jeho ligandem dojde ke konfirmacni zméné
ve struktufe molekul, kterd zplsobi odesladni signalu do
cytoplazmy Jjedné nebo obou bunék (Hutchcroft a Bierer,
1994). Signdly odeslané témito molekulami hraji rtzné role
pfi podpote vyvoje T-bunék, ale v pripadé absence signalua
zprostf¥edkovanych témito molekulami se T-bunky mohou stéat

anergickymi (Leung a Linsley, 1994).

CD28/CD80 interakce je hlavni sloZkou produktivni
imunitni odezvy zprostifedkované T-bunkami (Linsley a kol.,
1993a). Interakce CD28 akcesorni molekuly s jejim ligandem

CD80 Jje pottebnd pro uGplnou aktivaci a proliferaci
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panenskych T-bun&k (Linsley a kol., 199la). Rovnéz se
ukdzalo, Ze tato interakce hraje daleZitou roly pii
proliferaci aktivovanych a pamé&tovych CD4" T-buné&k a p¥i
prevenci pfred apoptickou buné&fnou smrti (Linsley a kol.,
1991a). Objeveni interakce a objasnéni jejich mechanisml
poskytlo duleZity spojovaci ¢lének pro pochopeni imunity

zprosttfedkované T-bunkami.

Podstata vynalezu

Vynalez poskytuje izolovanou a purifikovanou DNA
koédujici ko&i&i CD80 (B7-1) 1ligand, kocici CD86 (B7-2)
ligand, ko&i&i CD28 receptor nebo koli&i CTLA-4 (CD152)
receptor a stejné& tak vektory obsahujici nukleovou kyselinu
kédujici ko&i&i CD80, ko¢i&i CD86, kocici CD28 nebo kolici
CTLA-4. Vynélez rovnéz poskytuje hostitelské bunky
transformované vektory kédujicimi CD80, vektory kédujicimi
CD86, vektory kédujicimi CD28 nebo vektory kédujicimi CTLA-
4. Vynalez dale poskytuje polypeptidy kdédované nukleovou
kyselinou ko¢i¢iho CD80, kocic¢iho CD86, kociciho CD28 nebo
koCi¢iho CTLA-4.

Vynalez poskytuje vakcinu, kterd obsahuje u&inné
mnozstvi polypeptidl kébdovanych nukleovou kyselinou
ko&i&iho CD80, ko&i&iho CD86, ko¢i¢iho CD28 nebo kociciho
CTLA-4. Vyndlez rovn&Z poskytuje vakciny, které dale
obsahuji imunogeny odvozené z patogent. Vyndlez poskytuje
vakciny, které jsou schopné zesilovat imunitni odezvu a
rovné&? vakciny, které jsou schopny potlaCovat imunitni

odezvu.
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Struény popis obrdzki

Obr. 1A: DNA a aminokyselinovéd sekvence koc¢ic¢iho CD80

(B7-1) (TAMU) . (SEQ ID NO. 1 a 2);

obr. 1B: graf hydrofobicity aminokyselinové sekvence

ko¢i¢iho CD80 (B7-1) (TAMU);

obr. 2A: DNA a aminokyselinovd& sekvence kocic¢iho CD8O

(B7-1) (SYNTRO) . (SEQ ID NO. 3 a 4);

obr. 2B: graf hydrofobicity aminokyselinové sekvence

ko¢i¢iho CD80 (B7-1) (SYNTRO) ;

obr. 3A: DNA a aminokyselinovad sekvence kocic¢iho CD86

(B7-2) (SEQ ID NO. 5 a 6);

obr. 3B: graf hydrofobicity aminokyselinové sekvence

ko¢i¢iho CD86 (B7-2);

obr. 4A: DNA a aminokyselinovad sekvence kocic¢iho CD28

(SEQ ID NO. 7 a 8);

obr. 4B: graf hydrofobicity aminokyselinové sekvence

ko¢i¢iho CD28;

obr. 5A: DNA a aminokyselinova sekvence kociciho

CTLA-4 (CD152) (SEQ ID NO. 9 a 10);

obr. 5B: graf hydrofobicity aminokyselinové sekvence

ko¢ic¢iho CTLA-4 (CD152).

Vynalez zahrnuje izolovanou nukleovou kyselinu
kédujici ko&i&i CD80 ligand nebo koCi¢l rozpustny CD80
ligand. Vyndlez rovnéZ zahrnuje izolovanou nukleovou

kyselinu kédujici ko¢i¢i CD86 ligand nebo koCi¢i rozpustny
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CD86 ligand. Vynalez zahrnuje izolovanou nukleovou kyselinu
kédujici ko&i&i CD28 receptor nebo ko€i&i rozpustny CD28
receptor. Vynadlez zahrnuje izolovanou nukleovou kyselinu
kédujici ko&i&i CTLA-4 receptor nebo kocCici rozpustny CTLA-

4 receptor.

U jednoho provedeni vyndlez poskytuje nukleovou
kyselinu kédujici koc¢i¢i CD80 ligand, jehoZ sekvence
szndzorndna na obr. 1A za&inad methioninem a kon&i threonine
(SEQ ID NO: 1). U dal3iho provedeni vyndlez poskytuje
nukleovou kyselinu kédujici ko&i€i CD86 ligand, ktery ma
sekvenci znazornénou na obr. 3A zac¢inajici methioninem a
kon&ici glutaminem (SEQ ID NO: 5). U dalsiho provedeni
vynalez poskytuje nukleovou kyselinu kédujici kocCici CD28
receptor, ktery m& sekvenci znadzornénou na obr. 4A
zadinajici methioninem a konéici serinem (SEQ ID NO: 7). U
dalsiho provedeni vynalez poskytuje nukleovou kyselinu
kédujici  ko¢i¢i  CTLA-4  receptor, ktery m& sekvenci
zndzornénou na obr. 5A =za&inajici methioninem a koncici

asparaginem (SEQ ID NO: 9).

U vySe uvedenych provedeni vynalezu Je nukleovou
kyselinou DNA nebo RNA. U dal3iho provedeni je DNA kyselina

cDNA nebo genomova DNA kyselina.

Vynalez poskytuje oligonukleotid tvofeny alespon 12
nukleotidy, jehoZ sekvence je dopliikem sekvence ptitomné ve
vy3e popsané nukleové kyseliné& kédujici CD28, CD80, CD86
nebo CTLA-4. Dalsi provedeni vynalezu poskytuje
oligonukleotid, jehoZz délka je tvofena alespon 15 nebo 16
nukleotidy a jehoZ sekvence je dopliikem sekvence piitomné
ve vyde popsané nukleové kyseliné kédujici CD28, CD80, CD86
nebo CTLA-4.
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Daldi provedeni vy3e popsaného vynalezu poskytuje
detekovateln& znaleny oligonukleotid. U jednoho provedeni
detekovatelné oznadeni obsahuje radioisotop, fluorofor nebo
biotin. U jiného provedeni vynalezu Jje oligonukleotid

selektivné methylovan.

Vynalez poskytuje vektor obsahujici nukleovou kyselinu
kédujici ko&i&i CD80 1ligand nebo koCi&i rozpustny CD8O
ligand. Dal3i provedeni vynalezu poskytuje plasmidovy
vektor oznaceny jako PSI-B7-1/871-35 (ATCC pfistupové cislo
209817). Tento plasmid byl uloZen 29.4. 1998 American Tipe
Culture Collection (ATCC), 10801 University Boulevard,
Manassas, Va, 20108-0971, USA podle Budapestské smlouvy o
mezinarodnim uznavani uloZeni mikroorganismd pro Gcely

patentového rizeni.

Vynalez poskytuje vektor obsahujici nukleovou kyselinu
kédujici ko&i&i CD86 1ligand nebo koCi¢i rozpustny CD86
ligand. Dal3i provedeni vyndlezu poskytuje plasmidovy
vektor oznadeny jako B7-2#19-2/011298 (ATCC pi¥istupove
&islo 209821). Tento plasmid byl uloZen 29.4. 1998 American
Tipe Culture Collection (ATCC), 10801 University Boulevard,
Manassas, Va, 20108-0971, USA podle Budapestské smlouvy o
mezinarodnim uznavani uloZeni mikroorganismd pro ucely

patentového fizeni.

Vynalez poskytuje vektor obsahujici nukleovou kyselinu
kédujici ko&idi CD28 receptor nebo koCic¢i rozpustny CD28
receptor. Daldi provedeni vyndlezu poskytuje plasmidovy
vektor oznaleny jako PSI-CD28 #7/100296 (ATCC piistupove
&islo 209819). Tento plasmid byl uloZen 29.4. 1998 American
Tipe Culture Collection (ATCC), 10801 University Boulevard,
Manassas, Va, 20108-0971, USA podle Budape3tské smlouvy o
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mezinarodnim uznavéani uloZeni mikroorganismd pro ucely

patentového rizeni.

Vynélez poskytuje vektor obsahujici nukleovou kyselinu
kédujici ko&i&i CTLA-4 receptor nebo ko¢i¢i rozpustny CTLA-
4 receptor. Dal3i provedeni vynalezu poskytuje plasmidovy
vektor oznadeny Jjako CTLA-4% 1/091997 (ATCC pristupové
&islo 209820). Tento plasmid byl uloZen 29.4. 1998 American
Tipe Culture Collection (ATCC), 10801 University Boulevard,
Manassas, Va, 20108-0971, USA podle Budapes$tské smlouvy o
mezindrodnim uznavani uloZeni mikroorganismd pro Gcely

patentového Fizeni.

Vyndlez poskytuje vySe popsany vektor, ktery dale
obsahuje promotor operaé¢né& navéazany na nukleovou kyselinu.
U dal3iho provedeni vynadlez poskytuje hostitelskou bunku,
kterd obsahuje néktery z vySe popsanych vektorti. U jednoho
provedeni je hostitelskou bunkou obsahujici jeden z vySe
popsanych vektoru eukaryoticka nebo prokaryotické bunka. U
dalsiho provedeni je hostitelskou burikou bakterie E.coli,

kvasnice, COS bufika, PC12 butika, CHO bufika nebo GH4CI.

Vynalez poskytuje polypeptid kédovany nukleovou
kyselinou kédujici ko&i¢i CD80 ligand nebo ko&i¢i rozpustny
CD80 ligand. Daldi provedeni vyndlezu poskytuje polypeptid
kédovany nukleovou kyselinou kédujici ko¢iéi CD86 ligand
nebo ko&i&i rozpustny CD86 ligand. Dal$i provedeni vynalezu
poskytuje polypeptid kédovany nukleovou kyselinou kédujici
ko&i&i CD28 receptor nebo ko¢ié¢i rozpustny CD28 receptor.
Daldi provedeni vyndlezu poskytuje polypeptid kdédovany
nukleovou kyselinou kédujici ko&iéi CTLA-4 receptor nebo

ko&i&i rozpustny CTLA-4 receptor.
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Daldi provedeni vynadlezu poskytuje zpUusob vyroby vyse
popsanych polypeptidl kultivaci hostitelské bunky, ktera
exprimuje polypeptidy a izolaci takto piipravenych

polypeptidl.

Vynadlez poskytuje vakcinu obsahujici uc¢inné mnoZstvi
vyse popsanych polypeptidd a vhodny nosi¢. U dalsiho
provedeni vyndlez poskytuje vakcinu, ve které je ucinnym
mno¥stvim vyde popsaného polypeptidu mnoZstvi, které se
pohybuje p¥iblizn& od 0,01 do pfiblizZné 100,0 mg na davku.
U dalsiho provedeni vynadlez poskytuje vakcinu, ve které je
uéinnym mnoZstvim vySe popsaného polypeptidu mnoZstvi,
které se pohybuje pribliZné pfibliZné& od 0,25 mg/kg télesné
hmotnosti koCky/den do 25 mg/kg té&lesné hmotnosti
koCky/den.

Vynalez dale poskytuje vy3e popsanou vakcinu, kterad
rovné&? obsahuje imunogen odvozeny z patogenu. U dalsiho
provedeni se tento imunogen odvodi z ko¢ic¢iho patogenu,
viru vztekliny, patogenu Chlamydia, patogenu Toxoplasmosis
gondii, patogenu Dirofilaria immitis, blesiho patogenu nebo
bakteridlniho patogenu. U dal3iho provedeni vynalez
poskytuje vakcinu, ve které je kocicim patogenem virus
kodidi imunodeficience (FIV), virus koc¢ic¢i leukémie (FelLV),
virus ko&i&i infek&ni peritonitidy (FIP), virus kocCici
panleukopenie, ko&i&i kalikivirus, ko¢i¢i reovirus typu 3,
ko&i&i rotavirus, ko&i¢i koronavirus, koCi¢i syncytialni
virus, ko&i&i sarkomavirus, ko€i&i herpesvirus, kocici

virus Bornovy choroby nebo koCici parazit.

Vynalez poskytuje zplsob vyvolani imunitni odezvy u
kotky, ktery zahrnuje podani vakciny obsahujici libovolny

zvy3e popsanych imunogen kocCce. Vynalez rovnéz poskytuje z
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pisob zesileni imunitni odezvy u kocky, ktery =zahrnuje

G&inné davky polypeptidu, imunogenu a vhodného nosice.

Vyndlez poskytuje zpusob podani vySe popsané vakciny
subkutéannég, intramuskuldrnég, systemicky, topicky nebo

oralné.

Vynadlez poskytuje zpusob potlaceni imunitni odezvy u
koZky podanim u&inného potlacujiciho mnoZstvi koCili CTLA-4
nukleové kyseliny koédujici polypeptid. Vynalez poskytuje
zptsob potla&eni imunitni odezvy u kocky podanim uc¢inného
potladujiciho mnoZstvi rozpustného koc¢iciho CD80, kociciho

CD86 nebo ko&idiho CD28 kdédujiciho polypeptid.

U daldiho provedeni vynadlez poskytuje zplisob potlaleni
imunitni odezvy u kolky podanim p¥ibliZné& 0,25 mg/kg
télesné hmotnosti/den az 25 mg/kg télesné hmotnosti/den
ko&i&i CTLA-4 nukleové kyseliny kédujici polypeptid. U
daldiho provedeni vynadlez poskytuje zplsob potlaCeni
imunitni odezvy u ko&ky pribliZiné 0,25 mg/kg télesné
hmotnosti/den aZ 25 mg/kg té&lesné hmotnosti/den kolici
mnozstvi rozpustného ko&i¢iho CD80, kocifiho CD86 nebo

ko&ic¢iho CD28 kdédujiciho polypeptid.

Vynalez rovné&% poskytuje zplsob potlaceni imunitni
odezvy u ko&ky trpici autoimunitni chorobou nebo u kocky,
kterd je prijemcem tkanového nebo orgdnového transplantatu
podédnim w&inného imunitni odezvu potlacujiciho mnozZstvi

ko&i&i CTLA-4 nukleové kyseliny kdédujici polypeptid.

Vynalez rovn&Z poskytuje zphsob potlaceni imunitni
odezvy u ko&ky trpici autoimunitni chorobou nebo u kocky,
kterd je prijemcem tkanového nebo orgénového transplantatu,

podanim @&inného imunitni odezvu potladujiciho mnoZstvi
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rozpustného ko&ic¢iho CD80, koCi¢iho CD86 nebo ko&i&iho CD28

kédujiciho polypeptidu.

Vyndlez poskytuje izolovanou a purifikovanou ko&i&i
CD80 (B7-1) <cDNA obsahujici p¥ibliZné& 941 nukleotida.
Vynélez rovnéZ poskytuje izolovany a purifikovany ko&i&i
CD80 polypeptid, ktery obsahuje pfibliZné 292 aminokyselin,
jejichZz nativni membrdnou vazand nebo zrald forma ma
molekulovou hmotnost pribliZné& 33 485 kDa, isoelektricky
bod pfibliZneé 9,1 a celkovy ndboj p¥i pH 7,0 10. Koexprese
CD80 s kostimulac¢ni molekulou CD28 a nadorovym antigenem
nebo antigenem z patogenniho organismu m& schopnost
aktivovat nebo zesilovat aktivaci T-lymfocyt® indukuijici
produkci cytokinu stimulujiciho imunitu a rovné&Z ma
schopnost regulovat rust dalSich buné&énych typl. Koexprese
CD80 s kostimulacni molekulou CTLA-4 m& schopnost regulovat

aktivaci T-lymfocytda.

Vynalez poskytuje izolovanou a purifikovanou kodidi
CD86 (B7-2) cDNA obsahujici p¥ibliZné& 1176 nukleotidn.
Vynélez rovnéZ poskytuje izolovany a purifikovany kod&ic&i
CD86 polypeptid, ktery obsahuje pfibliZné& 320 aminokyselin,
jejichZ nativni membrdnou vé&zand nebo zrald forma ma
molekulovou hmotnost p¥ibliZn& 36 394 kDa, isoelektricky
bod p#ibliZné& 9,19 a celkovy ndboj pfi pH 7,0 11,27.
Koexprese CD86 s kostimula¢ni molekulou CD28 a nadorovym
antigenem nebo antigenem z patogenniho organismu méa
schopnost aktivovat nebo zesilovat aktivaci T-lymfocytt,
indukujici produkci cytokind stimulujicich imunitu a rovnész
ma schopnost regulovat rtst daldich bunéénych typa.
Koexprese CD86 s kostimula¢ni molekulou CTLA-4 m& schopnost

regulovat aktivaci T-lymfocyta.
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Ko¢i¢i CD80 nebo CD86 podle vyndlezu se ziskaji =z
pfirodnich nebo rekombinantnich zdroju. Ko&ic&i CD80 nebo
CD86 podle vynélezu‘obsahuje nativni a membrdnou véazanou
formu nebo sekretovanou formu postrddajici transmembranovou

doménu.

Vynadlez poskytuje izolovanou a purifikovanou ko&id&i
CD28 cDNA, kterd obsahuje pfibliZné& 689 nukleotidi. Vyndlez
rovnéZ poskytuje izolovany a purifikovany ko&i&i CD28
polypeptid, ktery obsahuje pfibliZné 221 aminokyselin,
pfiCemZ jejich nativni membrdnou vazand nebo zrald forma ma
molekulovou hmotnost priblizné& 25 319 kDa, isoelektricky

bod p¥ibliZn& 9,17 a celkovy naboj p¥i pH 7,0 9,58.

Vynalez poskytuje izolovanou a purifikovanou kodidi
CTLA-4 <cDNA, kterd obsahuje pfibliZzné& 749 nukleotida.
Vynalez rovnéZ poskytuje izolovany a purifikovany ko&i&i
CTLA-4 polypeptid, ktery obsahuje pfibliZné& 223 amino-
kyselin, pricemZz jejich nativni membrénou vazand nebo zraléa
forma ma molekulovou hmotnost p¥ibliZzné& 24 381 kDa,
isoelektricky bod pfiblizné& 6,34 a celkovy naboj p¥i pH 7,0
-0,99.

Podle dalSiho aspektu poskytuje vynélez zplsob
zesileni imunitni odezvy kolek na imunogeny, pfi&emZ tohoto
zesileni se dosdhne poddnim imunogenu p¥ed, po nebo v
podstaté souCasné s podanim ko¢i¢iho CD80 nebo kodidiho
CD86, pripadné spolec¢né s kocic¢im CD28 nebo ko&i&im CTLA-4,

v mnozstvi U¢inném pro zesileni imunitni odezvy.

Podle dalSiho aspektu poskytuje vyndlez zpfisob
potlaceni imunitni odezvy koc¢ek na imunogen, pfidemZ tohoto
potlaCeni se dosadhne podénim imunogenu pfed, po nebo v

podstaté soucasné s podanim koci¢iho CD80 nebo ko&i&iho
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CD86, pripadné spole¢né& s ko&i&im CD28 nebo ko&i&im CTLA-4
nebo spole¢né s protismyslnou RNA nebo DNA (celou nebo
pouze jejl Casti) kdéddujici ko&iéi CD80 nebo ko&idi CD86
nebo kocici CD28 nebo ko&i¢i CTLA-4, v mnoZstvi G&inném pro

potlaceni imunitni odezvy.

Podle dalsiho aspektu poskytuje vyndlez vakcinu pro
vyvolani imunitni odezvy na imunogen u ko&ek, pfi&em? tato
vakcina zahrnuje imunogen a uU&inné mnoZstvi ko&idiho CDS8O
pro zesileni imunitni odezvy. Imunogen se napfiklad odvodi
z koCiCich patogenli, jakymi jsou napfiklad virus kod&i&i
imunodeficience, virus ko&i&i leukémie, ko&id&i parvovirus,

koCi¢i koronavirus, koCic¢i leptovirus a dalsi.

Podle dalSiho aspektu poskytuje vynadlez vakcinu pro
vyvolani imunitni odezvy na imunogen u ko&ek, p#idemZ tato
vakcina zahrnuje podani DNA nebo RNA imunogenu a DNA nebo
RNA kocCic¢ich CD80, <CD86, CD28 akcesornich molekul v
libovolné kombinaci, které kéduji proteiny nebo fragmenty

proteinld v mnoZstvi G&inném pro modulaci imunitni odezvy.

Koci¢i CD80 protein m& aminokyselinovou sekvenci,
kterd je z 59 % a ze 46 % identickd s lidskymi, resp.
mySimi proteiny. Ko&i&i CD86 protein ma aminokyselinovou
sekvenci, kterd je ze 68 % a ze 64 $ identickd s lidskymi,
resp. kralicimi proteiny. Kocici CD28 protein ma
aminokyselinovou sekvenci, kterd je z 82 % a ze 74 %
identickd s lidskymi, resp. my3imi proteiny. Ko&i&i CTLA-4
protein md aminokyselinovou sekvenci, kterd je z 88 % a ze
78 % identickd s lidskymi, resp. my3imi proteiny. Lidsky
nebo my3i CD80 nebo CD86 protein nem@Ze funk&né& nahradit
koCi¢i CD80, resp. CD86 protein. Ko&i&i CD80, kod&idi CD86,
koCi¢i CD28 a koc¢i¢i CTLA-4 jsou tedy novad reaké&ni ¢inidla,

ktera jsou potfebnd pro regulaci imunity u kocek.
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Do rozsahu vynalezu spadaji T-bunky regulujici
piidatné molekuly CD80 (B7-1) nebo CD86 (B7-2) nebo CD28
nebo CTLA-4 (CD152) odvozené z koc¢i¢ich druhl. Vynélez
poskytuje izolované a purifikované nukleové kyseliny
kédujici, a to Castecné nebo zcela, ko¢ici CD80 nebo ko&ié&i
CD86 nebo kocici CD28 nebo koc¢i&i CTLA-4 a stejné& tak CD8O,
CD86, CD28 nebo CTLA-4 polypeptidy purifikované bud =z
nativnich nebo rekombinantnich zdroji. Ko&i&i CD80, CD86,
CD28 nebo CTLA-4, pripravené zplsobem podle vyndlezu, se
pouziji pro zvy3eni G&innosti koc¢icich vakcin proti néadorim
a patogennimu organismu a jako lé¢ivo pro léceni virovych a
bakterialnich onemocnéni u kocek. Koci&i CD80, CD86, CD28
nebo CTLA-4, pfipravené zpusobem podle vyndlezu, se rovné&z
pouziji ke zmirnéni onemocnéni prostfednictvim hyperaktivni

nebo presmérované imunitni odezvy.

Nukleové kyseliny, vektory, transformanty

Sekvence c¢DNA kédujici koc¢ic¢i CD80 (SEQ ID NO: 1,),
koCi¢i CD86 (SEQ ID NO: 5), koCi&i CD28 (SEQ ID NO: 7) nebo
ko€i¢i CTLA-4 (SEQ ID NO: 9) jsou zndzorné&ny na obrazcich 1
aZz 5 a predpokladané aminokyselinové sekvence ko&i&iho CD80
(SEQ ID NO: 2,), koCic¢iho <CD86 (SEQ ID NO: 6), ko&iciho
CD28 (SEQ ID NO: 8) nebo koc¢i¢iho CTLA-4 (SEQ ID NO: 10)
jsou rovnéZ zndzornény na obrdzcich 1 aZ 5. Oznaldeni té&chto
ko¢iCich polypeptidd Jjako CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4
vychazi =z Ccastecné homologie aminokyselinové sekvence s
lidskym nebo my3im nebo krali¢im homologem té&chto
polypeptidd a ze schopnosti polypeptidd CD80 nebo CD86
vazat se na kolici CD28 receptor (viz niZe) nebo na CTLA-4
a ze schopnosti aktivovat nebo stimulovat, nebo Jjinym

zpisobem regulovat, aktivaci T-lymfocytt. Dale, aniZ bychom
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se chtéli vazat na nékterou konkrétni teorii, se da
pfedpokladat, Ze koCic¢i CD80 nebo koc&i¢i CD86 polypeptidy
rovnéZ vykazuji alespoil jednu z nésledujicich biologickych
aktivit: aktivaci NK (p¥irozeny killer) buné&k, stimulaci
zrani  B-bunék, aktivaci MHC omezenych cytotoxickych
T-lymfocytli, bujeni Zirnych bunék, interakci s receptory

cytokini a indukci cytokin® regulujicich imunitu.

Vzhledem k degeneraci genetického kédu (tj. vice
kodonu kéduje uréité aminokyseliny) mohou aminokyselinové
sekvence koc¢i¢iho CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 zndzornéné
na obrazcich 1 az 5 kédovat i jiné DNA sekvence, neZ které
jsou zndzornény na obrédzcich 1 aZz 5. Tyto dalsi DNA
sekvence zahrnuji sekvence obsahujici ,sekven&né-konzerva-
tivni® varianty, u kterych zmé&na Jjednoho nebo vice
nukleotidd v daném kodonu nemd za néasledek zmé&nu
aminokyseliny kédované v této pozici. Krom& toho lze dany
aminokyselinovy zbytek v polypeptidu &asto nahradit bez
toho, Ze by doSlo ke zméné celkové konformace a funkce
pfirozeného polypeptidu. Takové ,funk&né&-konzervativni®
varianty zahrnuiji neomezujicim zplsobem nahrazeni

aminokyseliny aminokyselinou, kterd ma& podobné fyzikalné

chemické vlastnosti, jakymi jsou napfiklad kyselost,
zasaditost, hydrofobicita, hydrofilicita, aromatické
struktura apod. (napfiklad nahrazeni 1lysinu argininem,
aspartatu glutamdtem nebo glycinu alaninem). Déale 1lze

pfidat nebo vynechat aminokyselinové sekvence bez toho, zZe
by do3lo ke znehodnoceni biologické aktivity molekuly. Na
amino- nebo karboxy-konec lze napfiklad p¥ridat dalsi
aminokyselinové sekvence, které slouZi Jjako purifikaéni
tag, napfiklad histidinovy tag (tj. umoZni jednostupfiovou
purifikaci proteinu, po které se chemicky nebo enzymaticky

odstrani). Alternativné pridané sekvence poskytuji pomocné



01-3116-00-Ce Rk .

ese
XXXl
cees
XXX
.
ceesse

23

misto pro navazani na buné&&ny povrch nebo jinym zplsobem
méni cilovou bunéénou specifikaci ko&i&iho CD80, CD86, CD28
nebo CTLA-4, a rovnéZ mohou poskytovat misto pro navazani

protilatek.

Do rozsahu vynédlezu spadaji kocCic¢i CD80 nebo ko&idi
CD86 nebo kolic¢i CD28 nebo ko&i¢i CTLA-4 cDNA sekvence,
které Jsou znadzornény na obrazcich 1 aZz 5, sekvenénéd
konzervativni varianty DNA, DNA sekvence kédujici funk&né-
-konzervativni varianty polypeptidd a jejich kombinace. Do
rozsahu vynalezu spadaji fragmenty ko¢i&iho CD80, CD86,
CD28 nebo CTLA-4, které vykazuji pouZitelny stupen
biologické aktivity bud samostatn& nebo v kombinaci s
dalsimi sekvencemi nebo sloZkami. Jak bude vysvé&tleno nize,
metody manipulace se sekvenci CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4
a urceni toho, zda-l1li dan& koCic¢i CD80, CD86, CD28 nebo
CTLA-4 varianta vykazuje pfisluSnou stabilitu a biologickou
aktivitu pro dané aplikace, nebo zda varianty, které
ovliviuji vazebnou aktivitu té&chto molekul, vedou ke
zvySeni G¢innosti, jsou v daném oboru znadmy. Jak ko&ici
CD80, tak kocCici CD86 se budou vazat na koreceptor CD28
nebo na koreceptor CTLA-4. Toho lze dosdhnout exprimaci a
purifikaci varianty  CD8O, CD86, CD28 nebo  CTLA-4
polypeptidu v rekombinantnim systému a provedenim testi,
které maji stanovit 3jeho aktivitu ve smyslu stimulace
T-bunék a/nebo maji stanovit aktivitu podporujici rust v
bunéfné kultufe a ve zviratech po provedeni zku$ebnich
aplikaci. U varianty CD80 se biologickd aktivita testuje
funkénim navazdnim na receptory CD28 nebo CTLA-4. U
varianty CD86 se biologickd aktivita testuje funk&nim
navazanim na receptory CD28 nebo CTLA-4. Podobnym zplsobem
se biologickd aktivita testuje u varianty CD28 nebo

varianty CTLA-4.
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Do rozsahu vynalezu rovné&Z spadaji ko¢i&i CD80, CD86,
CD28 nebo CTLA-4 DNA (a polypeptidy) odvozené 2z daldich
koCicich druht, které zahrnuji napfiklad domaci ko&ky, lvy,
tygry, gepardy, rysy apod. Sekvence ko¢i¢iho CD80, CD86,
CD28 nebo CTLA-4 homologu, které jsou zndzorné&né na obr. 1
az 5, jsou snadno identifikovatelné screenovénim cDNA nebo
genomovych knihoven pro identifikaci klont, které se
hybridizuji na sondy obsahujici celou sekvenci znazorné&nou
na obrazku 1 aZ 5 nebo jeji C&&st. Alternativné& se expresni
knihovny screenuji za pouZiti protildtek, které rozpoznaji
koZi&i CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4. Ani# bychom se cht&li
vadzat na né&kterou konkrétni teorii, di se predpokladat, ze
geny CD80 nebo CD86 z dalSich koc¢i&ich druh®t budou sdilet
pEibliZné alesponn 70 % homologie s ko&i&imi CD80, CDS86,
CD28 nebo CTLA-4 geny. Do rozsahu vyndlezu rovné&Z spadaji
DNA, které kéduji homolog CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 a
které jsou definovany jako DNA kédujici polypeptidy, které
sdileji pribliZné alespoi 25% aminokyselinovou identitu s

koc¢i¢im CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4.

Pfi manipulaci s nukleovymi kyselinami podle vynédlezu
se zpravidla pouZivaji metody, které jsou v daném oboru

znamé a které jsou napfiklad popsény v Molecular Cloning,

A Laboratory Manual (2. vydani, Sambrook, Fritsch and

Maniatis, Cold Spring Harbor) nebo v Current Protocols in

Molecular Biology (Eds. Aufubel, Brent, Kingston, More,

Feidman, Smith and Stuhl, Greene Publ. Assoc., Wiley-
-Interscience, NY, NY, 1992).

Vynalez rovnéZ zahrnuje cDNA a RNA sekvence, a to jak
smyslné, tak protismyslné. Vyndlez dale zahrnuje genomové
ko¢i¢i CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 DNA sekvence a lemujici
sekvence zahrnujici neomezujicim zplisobem regulaéni

sekvence. Sekvence nukleové kyseliny koédujici ko&i&i CDS8O,
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CD86, CD28 nebo CTLA-4 polypeptid(y) jsou rovné&z spojovany
S heterologickymi sekvencemi zahrnujicimi  promotory,
zesilovacCe, odezvové prvky, signadlni sekvence, polyade-
nylac¢ni sekvence, introny, 5'- a 3‘- nekdédujici oblasti
apod. Transkrip&ni regulaéni prvky, které jsou operativné
pfipojeny ke koc¢i¢i CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 cDNA
sekvenci (sekvencim), zahrnuji neomezujicim zptsobem ty
prvky, které maji schopnost fidit expresi gend odvozenych z
prokaryotickych bunék, eukaryotickych bunék, vira
prokaryotickych bunék, vird eukaryotickych bunék a jejich
libovolné kombinace. Dalsi pouZzitelné heterologické

requlacni sekvence jsou odbornikim v daném oboru znémy.

Nukleové kyseliny podle vyndlezu jsou modifikované
obornikim v daném oboru znadmymi metodami s cilem
modifikovat jejich stabilitu, rozpustnost, vazebnou afinitu
a specifiénost. Sekvence jsou napfriklad selektivné
methylovany. Nukleokyselinové sekvence podle vynalezu jsou
rovnéZ modifikovdny pomoci =znaleni, které Je schopno
poskytnout bud pfimo nebo nepfimo detekovatelny signéal.
Priklady znaCeni zahrnuji radioisotopy, fluorescenéni

molekuly, biotin apod.

Vyndlez rovnéZ poskytuje vektory, které =zahrnuji
nukleové kyseliny kédujici CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4
polypeptid(y), a to <Caste&né nebo =zcela. Tyto vektory
naptiklad zahrnuji plasmidové vektory pro expresi v celé
fadé eukaryotickych a prokaryotickych hostiteld. Vektory
rovnéZ vyhodné& =zahrnuji promotor operativné navazany na
c¢ast kédujici  koci&i CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4
polypeptid. Kédovany ko&¢i&i CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4
polypeptid(y) se exprimuje za pouZiti libovolného vhodného
vektoru a hostitelské bufiky zde popsanym zplsobem nebo

jakymkoliv jinym, v daném oboru znamym, zptsobem.
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Vhodnymi vektory pro pouziti v praxi jsou napt¥iklad
YEp352, PcDNATI (Invitrogen, Carlsbad, Cca), pRc/CMV
(Invitrogen) a pSFVl1 (GIBCO/BRL, Gaithersburg, MD) .
Vyhodnym vektorem pro pouzZiti v ramci vyndlezu je pSFV1.
Mezi vhodné hostitelské Dbufiky 1lze napfiklad =zaradit
E. coli, kvasinky, COS bunky, PCl2 buiiky, CHO buiiky,
GH4C1 bunky, BHK-21 bunky a melanofory obojZivelnik®. Pro
realizaci vyndlezu Jjsou vyhodnou hostitelskou bun&&nou
linii BHK-21 bufiky. Vhodné vektory pro konstrukci holé DNA
nebo genetickych vakcinaci zahrnuji neomezujicim zplsobem
pTarget (Promega, Madison, WI), pSI (Promega, Madison, WI)
a pcDNA (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Nukleové kyseliny kdédujici ko¢i&i CD80, CD86, CD28
nebo CTLA-4 polypeptid(y) se rovné&Z zavaddi do bunék
rekombinantnim zplisobem. Tato sekvence se nap#iklad
mikroskopicky injektuje do bunky, pficemz zplsobi
homologickou rekombinaci v misté endogenniho genu
kédujiciho polypeptid, jeho analogu nebo jeho pseudogenu,
nebo sekvence, kterd je v podstaté identickid se sekvenci
genu kédujiciho koc&i&i CD80, <CD86, CD28 nebo CTLA-4
polypeptid. Rovné&Z 1lze pouzit dals3i metody na bazi
rekombinace, napfiklad nehomologické rekombinace, a delece
endogenniho genu provadéné homologickou rekombinaci,

zejména v pluripotentnich butikéach.

Vynalez poskytuje zpisob zesileni imunitni odezvy u
koCek na imunogen, kterého se dosdhne podanim imunogenu
pfed, po nebo v podstaté soucasn® s kodi&im CD80 nebo
koC¢ic¢im CD86, ptfipadné& s kodidim CD28 nebo s kodi&im CTLA-4

v mnozstvi ulinném pro zesileni imunitni odezvy.

Vynalez poskytuje zplsob zesileni imunitni odezvy u

koCek na imunogen, kterého se dosdhne podanim expresniho
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vektoru, ktery obsahuje imunogen odvozeny 2z ko&i&iho
patogenu a koCic¢i CD80 nebo kocic¢i CD86 akcesorni molekuly,
pfipadné s ko&i¢im CD28 nebo kolic¢im CTLA-4 v mnoZstvi

uc¢inném pro zesileni imunitni odezvy.

Vynalez poskytuje zptsob pfesmérovani imunitni odezvy
u kocek na imunogen, kterého se dosdhne podanim expresniho
vektoru, Kktery obsahuje imunogen odvozeny =z ko&i&iho
patogenu a koCic¢i CD80 nebo kocici CD86 akcesorni molekuly,
pfipadné s ko&i¢im CD28 nebo ko&i¢im CTLA-4 v mnoZstvi

uc¢inném pro presmérovani imunitni odezvy.

Vynalez poskytuje zplsob potlac¢eni imunitni odezvy u
koCek na imunogen, kterého se dosadhne podénim imunogenu
pfed, po nebo v podstaté souCasné s kodidim CD80 nebo
koCic¢im CD86, pfipadné s koCi&im CD28 nebo kod&idim CTLA-4
nebo pripadné s protismyslnou RNA nebo DNA kédujici ko&i&i
CD80 nebo ko¢ici CD86 nebo koli¢i CD28 nebo ko&i&i CTLA-4 v

mnozstvi U¢inném pro potlaceni imunitni odezvy.

Vynalez poskytuje vakcinu pro vyvolani imunitni odezvy
u kocky na imunogen(y), kterd obsahuje imunogen a u&inné
mnozstvi kocCi¢iho CD80 nebo koc¢i¢iho CD86, piripadné& s
koCic¢im CD28 nebo kocdid¢im CTLA-4, pro =zesileni imunitni
odezvy, nebo uc¢inné mnoZstvi ko&i¢iho CD80 nebo ko&i&iho
CD86 s kocCi¢im CTLA-4 pro potlac¢eni imunitni odezvy. U
dalsiho provedeni poskytuje vyndlez vakcinu, kterd obsahuje
expresni vektor obsahujici geny pro imunogen(y) proti
koCi¢im patogenim a geny pro CD80, CD86, pripadné s ko&i&im
CD28 nebo koci¢im CTLA-4, pro zesileni nebo potladeni

imunitni odezvy.

KoCi¢i CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 polypeptidy
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KoCi¢i CD80 gen (jehoZ DNA a aminokyselinova sekvence
jsou znadzornény na obrdzku 1 a 2) kéduje polypeptid, ktery
je tvofen pribliZné& 292 aminokyselinami. Koc¢i¢i CD86 gen
(jehoz DNA a aminokyselinova sekvence jsou zndzorn&ny na
obrazku 3) kéduje polypeptid, ktery je tvofen priblizZné 320
aminokyselinami. Koc¢i¢i CD28 gen (jehoz DNA a amino-
kyselinova sekvence jsou zndzornény na obrazku 4) kéduje
polypeptid, ktery je tvofen pfribliZné 221 aminokyselinou.
Kocic¢i CTLA-4 gen (jehoZ DNA a aminokyselinovd sekvence
jsou znazornény na obrazku 5) kéduje polypeptid, ktery je

tvoren p¥ibliZné 223 aminokyselinami.

Purifikace ko¢i¢iho CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 z
prirozeného nebo rekombinantniho zdroje se provadi v daném
oboru znamymi metodami, které zahrnuji neomezujicim
zpisobem iontomé&nicovou chromatografii, chromatografii s
reverzni fazi na c4 kolonéch, gelovou filtraci,
isocelektrickou fokulaci, afinitni chromatografii apod. U
vyhodného provedeni se biologicky u&inné ko&i&i CD80, CDS86,
CD28 nebo CTLA-4 ziskaji ve vét3ich mnoZstvich konstrukci
rekombinantni DNA sekvence obsahujici kédujici oblast pro
ko¢i¢i CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 navazanou na sekvenci
kébdujici 6 C-koncovych histidinovych zbytkd v pSFV1
replikonu (GIBCO/BRL). Timto plasmidem kédovand mRNA se
syntetizuje pomoci technik, které jsou odbornikim v daném
oboru znamy, a elektroporaci zavede do BHK-21 buné&k. Tyto
buriky syntetizuji a wvyluduji zralé glykosylované kodi&i
CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 polypeptidy obsahujici 6
C-koncovych histidin@. Modifikované ko&i&i CD80, CD86, CD28
nebo CTLA-4 polypeptidy se purifikuji z buné&d&ného
supernatantu pomoci afinitni chromatografie =za pouzZiti
pryskyftice, ktera vazZe  histidin (His-bind, Novagen,

Madison, WI).
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Ko¢i¢i CD80 nebo ko&ici CD86 polypeptidy izolované z
libovolného zdroje se modifikuji v daném oboru znamymi
metodami. KoCici CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 se napfiklad
fosforyluje nebo defosforyluje, glykosyluje nebo
deglykosyluje apod. Zvlasté vhodné jsou modifikace, které
méni rozpustnost, stabilitu, vazebnou specifikaci a afinitu

koZ¢i¢iho CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4.

Chimerické molekuly koc¢ic¢iho CD80, CD86, CD28, CTLA-4

Vynalez se rovnéZz tyk& vyroby chimerickych molekul
vyrobenych z fragmentl ko¢i&iho CD80, CD86, CD28 a CTLA-4 v
libovolné kombinaci. Zavedeni vazebného mista CTLA-4
namisto vazebného mista CD28 napfiklad zvy3i vazebnou

afinitu CD28 a soucasné zachova zesileni imunitni odezvy.

U jednoho provedeni se vazebnd mista pro CD80 nebo
CD86 na CTLA-4 a CD28 zaméni tak, Ze se vazebna oblast na
CD28 nahradi vazebnou oblasti CTLA-4. Vyslednym U&inkem
chimerické CD28 molekuly s CTLA-4 vazebnou oblasti je
zvySeni afinity CD28 pro CD80 nebo CD86 a zvy3eni hodnoty
zesileni imunitni odezvy. U alternativniho provedeni jsou
chimerické molekuly CD80 a CD28 nebo CD86 a CD28 nebo
jejich fragmenty véazdny membrdnou a zesiluji schopnost
téchto molekul posilit imunitni odezvu. U alternativniho
provedeni jsou chimerické molekuly CD80 a CTLA-4 nebo CD86
a CTLA-4 nebo jejich fragmenty vazény membrdnou a zesiluji
schopnost téchto molekul potladit imunitni odezvu. U
alternativniho provedeni jsou chimerické molekuly CD80 a
CTLA-4 nebo CD86 a CTLA-4 nebo jejich fragmenty vazany
membrdnou a pfesmérovadvaji imunitni odezvu za G&elem

dosaZeni pozZadovaného u&inku.
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Ko¢i¢i CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 protilatky

Do rozsahu vyndlezu rovnéZ spadaji protildtky, které
jsou specifické pro vySe popsané ko&i&i CD80, CD86, CD28
nebo CTLA-4 polypeptidy. Tyto protildtky jsou polyklon&lni
nebo monoklondlni a diskriminuji koc¢i¢i CD80, CD86, CD28
nebo CTLA-4 na ukor jinych druht, identifikuji funké&ni
domény apod. Tyto protildtky jsou bé&Zné& vyrabény za pouZiti

zpusobt a kompozic popsanych v Harlow a Lane, Antibodies, A

Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988, a

stejné tak za pouziti imunologickych a hybridiza&nich
technologii, které jsou odbornikim v daném oboru znamy.
Pokud se pro vyvoladni imunitni odezvy, specifické pro
ko¢i¢i CD80, <CD86, CD28 nebo CTLA-4, pouziji peptidy
odvozené z prirodnich nebo syntetickych ko&i&ich CD8O,
CD86, CD28 nebo CTLA-4, potom se tyto peptidy zpravidla
vazi na vhodny nosi&, jakym je napfiklad KLH, a podavaji ve
vhodném adjuvansu, napfiklad Freundové adjuvansu. Vyhodné&
se zvolené peptidy navaZi na nosi¢ s lysinovym jadrem, a to
v podstaté zpusobem, ktery popsal Tan (1988) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 85: 5409-5413. Za pouziti znamych metod se
pfipravi i vysledné protildtky, zejména vnit¥ni zobrazovaci

anti-idiotypické protiléatky.

U jednoho provedeni se purifikovany ko&i&i CD80, CDS86,
CD28 nebo CTLA-4 pouZil pro imunizaci my3i, po které byla
my3im odebrdna slezina a splenocyty byly pouzity pro
standardni pripravu buné&Znych hybridli spole&né& s buikami
myelomu a k ziskani klond bunék vyludujicich protilatky. U
vyslednych monoklondlnich protildtek vylu&ovanych takto
pfipravenymi bufikami se pomoci in vitro testt sledovaly

nasledujici aktivity: navazani na ko&i&i CDS8O, CD86, CD28
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nebo CTLA-4, inhibice schopnosti CD80, <CD86, CD28 nebo
CTLA-4 vazat se na receptor a inhibice schopnosti CDS8O0,

CD86, CD28 nebo CTLA-4 stimulovat T-bufiky.

Ko¢i¢i CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 protilatky se
pouzivaji k identifikaci a kvantitativnimu stanoveni
ko¢i¢iho CDS8O, CD8o, CD28 nebo CTLA-4 za pouziti
imunologickych testli, jakymi jsou ELISA, RIA apod. Kod&i&i
CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 protilatky se rovné&Z pouzivaji
pro imunodepleci extraktd kod&idiho CD80, CD86, CD28 nebo
CTLA-4. Krom& toho 1lze tyto ©protildtky pouZit pro
identifikaci, izolaci a purifikaci ko¢i&iho CD80, (D86,
CD28 nebo CTLA-4 =z rlGznych zdroji a pro provadéni

subcelularnich a histochemickych lokalizadnich studii.

Pouziti

Ko¢i¢i CD80 (B7-1) ligand, ko&i&i CD86 (B7-2) ligand,
koci¢i CD28 receptor nebo ko¢ic¢i CTLA-4 (CD152) receptor
pfipravené zpusobem podle vyndlezu lze Usp&3né& pouzit jako
vakciny pro zabrénéni infekéni chorob& nebo pro podporu
ristu v homologickych nebo heterologickych ko&i&ich
druzich, naptiklad koexprese CD80 nebo CD86 S
kostimulacénimi molekulami CD28 nebo CTLA-4 v 1libovolné
kombinaci a s nadorovym antigenem nebo antigeny =z
patogenniho organismu. Koexprese ko&ic¢iho CD80 nebo CD86
spoleéné s koCic¢im CTLA-4 receptorem m& schopnost inhibovat
aktivaci T-lymfocytl a schopnost potladit imunitni odezvu.
Specifickym pfikladem miZe byt koexprese CD80 nebo CD86
spolu s FIV, FelLV nebo FIP odvozenymi imunogeny ve
virusovém vektoru nebo v DNA expresnim vektoru, ktera pokud

se podéd formou vakciny, bude aktivovat, posilovat nebo
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regulovat bujeni CD4+ a CD8+ T-lymfocytd a indukovat
cytokiny regulujici imunitu, jakymi jsou nap¥iklad IL-2,
IFN-vy, IL-12, TNFao, IL-6 apod. Dalsim  specifickym
prikladem by mohla byt exprese CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4
ve virusovém vektoru nebo DNA expresnim vektoru, kter4,
pokud se podéa jako 1éc&ivo, bude regulovat nebo

presmérovavat imunitni odezvu.

Zesileni imunity pfes interakci ko&i&iho CD80, CD86,
CD28 nebo CTLA-4, nebo inhibice imunitni odezvy ptes
interakci ko&¢i¢iho CD80 nebo CD86 s CTLA-4 je pfirozeny
zpusob regulace, ktery je vyhodn&j3i neZ pridadni cizich
latek, které by mohly mit vice 4&inkd, v nékterych
pripadech i  Skodlivych, na celkovy nebo dlouhodoby
zdravotni stav. Molekuly CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 se
podavaji spolecné s dal3imi rekombinantnimi molekulami,
napfiklad s molekulami, které kéduji antigeny Zadouci pro
vyvolani imunity. Ko¢i¢i CD80, CD86, CD28 a/nebo CTLA-4 gen
se zavede do expresniho vektoru a infikuje nebo
transfektuje do cilové bunky, kde dochdzi k expresi
genového produktu, ktery se bud zachyti v plasmové membrané
cilové buniky, nebo v buiice prezentujici antigen, nebo se
vyluéuje ven z cilové bufiky nebo =z bufky prezentujici
antigen. Expresni vektor, jakym je nap¥iklad plasmid, virus
Semliki Forest, poxvirus nebo herpesvirus, pfepravuje gen
do bunky prezentujici antigen. Kodic¢i CD80, CD86, CD28
a/nebo CTLA-4 gen nebo fragmenty gend v libovolné kombinaci
se zavadi do DNA nebo RNA expresniho vektoru a injektuji do
téla koCky a exprimujil genovy produkt v té&le koc¢ky jako
~holou" DNA/RNA  nebo genetickou vakcinu. Koexprese
imunogenu a CD80, CD86, CD28 a/nebo CTLA-4 v cilové bufice
nebo v téle koCky pfispivd k aktivaci, zesilené aktivaci

nebo regulaci T-lymfocytl, B-lymfocytll a ostatnich bunék.
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Alternativné by bylo moZné exprimovany protein podat po
expresi v prokaryotickém nebo eukaryotickém systému, jakym
je naptfiklad plasmid, virus Semliki Forest, poxvirus nebo
herpesvirus, nebo dal3i virusovy nebo bakterialni vektor.
Ko¢ic¢i CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 proteiny zpravidla
funguji zakotvené v bunécné membrané Jjako akcesorni
molekuly plasmové membrany, ale mohou existovat i v dal3ich

formach, napfiklad bez membranového ukotveni.

U jednoho provedeni 3jsou koli&i CD80 a kodidi CD86
rozpustné, postradaji transmembranovou doménu nebo
hydrofobni oblast a vzdjemné reaguji s kostimula&nimi
molekulami CD28 nebo CTLA-4 bud v membrdnou vazané, nebo v
rozpustné formé&€. U alternativniho provedeni jsou kod&ié&i
CD80 nebo CD86 membrénou vazané a kostimuladni molekuly
CD28 nebo CTLA-4 se nachézeji v rozpustné formé
postradajici  transmembranovou doménu nebo  hydrofobni
oblast. Rozpustny CD28 nebo CTLA-4, vvhodné& v dimerni
formé, se vyuziva pfi 1léc¢eni choroby ko&ek souvisejici s
imunosupresi mediovanou T-bufikami. Rozpustny CD28 nebo
CTLA-4 brani odhojeni transplantované tkané& a 1lze jej
pouzit pfi léceni chorob autoimunitniho systému. Rozpustny
CD28 nebo CTLA-4 lze konkrétné& pouZit jako prevenci proti
odhojeni transplantatu p#i transplantaci kostni dfen&.
Rozpustny CD28 nebo CTLA-4 brani navazani bunky obsahujici

membranou vazany koc¢i¢i CD80 nebo CD86.

Sekvencéné konzervativni a funkcné konzervativni
varianty ko¢ic¢i CD80, <CD86, CD28 nebo CTLA-4 DNA a
polypeptidd nebo biologicky aktivni ko&i&i CD80, CD86, CD28
nebo CTLA-4 fragment nebo subfragment se vaZi na dalsi
sekvenci, jakou je napfiklad cytokin, interleukin,
interferon, faktor stimulujici kolonii, antigen z

patogenniho mikroorganismu, protildtka nebo purifikaéni
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sekvence, napfiklad his-tag nebo reporterovy gen, naptiklad
E. coli 1lacZ, E. coli iudA nebo zelen& fluoreskujici

protein.

Vakciny

Vynalez se tyka zplsobl a kompozic pro =zesileni
u¢innosti imunitni odezvy u ko&i&ich druhd. U tohoto
provedeni se koli¢i CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 pouZiji ve
spojeni s imunogenem, pro ktery Jje poZadovadno vyvolat
imunitni odezvu. Pro ko&i¢i vakciny, které nap¥iklad
obsahuji imunogeny z patogent, jakymi jsou nap¥iklad virus
koCi¢il imunodeficience a virus koCi&i leukémie, a z dalsich
patogenli, jakymi jsou napfiklad ko&i&i parvovirus, ko&id&i
leptovirus a ko¢i¢i koronavirus, je Zadouci, aby rovné&s
obsahovaly koc¢i&i CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 a aby
regulovaly hodnotu a kvalitu imunitni odezvy. 2 té&chto
davodl je ve vakcinach obsaZen ko&i&i CD80, CD86, CD28 nebo
CTLA-4 purifikovany z pfirodniho nebo rekombinantniho
zdroje, které jiZ byly popsény vy3e, a to v mnoZstvi, které

se pohybuje pribliZné& od 0,01 do 100,0 mg/vakcina/kod&ka.

Komer&ni zdroje kocic¢ich wvakcin jsou odbornikam v
daném oboru znamy (Compendium of Veterinary
Pharmaceuticals, 1997) a v kombinaci s vyndlezem se

pouZivaji pro pfipravu 4&inné&jsi vakciny.

Vakcina pro vyvolédni a regulaci imunitni odezvy na
imunogen u koCek je tvofena imunogenem a mnoZstvim ko&i&iho
CD80 nebo kocic¢iho CD86, ptipadné s kod&i&im CD28 nebo
koCi¢im CTLA-4, které je U&inné pro zesileni imunitni

odezvy nebo s mnozstvim ko¢i&iho CD80 nebo ko&id¢iho CD86 s
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koCi¢im CTLA-4, které je uclinné pro potladeni imunitni

odezvy.

Imunogen se zvoli ze skupiny obsahujici neomezujicim

zplsobem kocic¢i patogeny, napriklad virus koZici
imunodeficience, virus kocici leukémie, virus ko¢ici
infekéni peritonitidy, virus kocici panleukopenie

(parvovirus), koCic¢i kalikivirus, ko&idi reovirus typu 3,
kocici rotavirus, koCici koronavirus (Infectious
peritonitis virus), virus vztekliny, ko&i&i syncytidlni
virus, kocici sarkomavirus, kocici herpesvirus
(rhinotracheitis wvirus), ko&ic¢i wvirus Bornovy choroby,
Chlamydia, ToXoplasmosis gondii, kocici parazity,

Dirofilaria immitis, blechy, bakteridlni patogeny apod.

Regulace rlistu nebo regulace aktivace buné&&ného typu,
napfiklad T-lymfocytu, naznaluje, Ze regulovanad odezva bud
stimuluje nebo potlacuje buné&lny rUst. Regulace imunitni
odezvy u kocky naznacuje, Ze pfi 1é&eni chorob nebo
infekenich Cinidel u koCek se imunitni odezva bud stimuluje

nebo potlacuje.

Caste&nd nebo celkova exprese kocCic¢iho CD80, CD86,
CD28 nebo CTLA-4, samotného nebo v libovolné kombinaci, v
expresnim vektoru obsahujicim gen(y) pro ko&id&i imunogeny,
ktera je urcena pro podéni ve formé& genetické vakciny nebo
holé DNA vakciny. Vektory zahrnuji neomezujicim zplisobem
pTarget (Promega, Madison, WI) a pcDNA (Invitrogen,
Carlsbad, CA). (Donnelly J.J. a kol., 1997; Hassett a
Whitton, 1996).

Celé geny nebo fragmenty gent pro CD80, CD86, CD28 a
CTLA-4, samotné nebo v libovolné kombinaci, mohou byt

zavedeny nebo transfektovdny do chromozému ko&ky nebo
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jiného savce. Takové integrace téchto gend nebo fragmentu
téchto gend lze dosdhnout pomoci retrovirového vektoru a
tuto integraci lze pouzZit jako wur&itou formu genové

terapie.

Vyndlez poskytuje zplsoby a kompozice pro lékarské
a/nebo  komer¢ni Gcely, které =zvy3uji odolnost proti
chorobdm koc¢icich druhti. U tohoto provedeni se vhodnym
zplisobem koclkém podava cely koci&i CD80, CD86, CD28 nebo
CTLA-4 exprimovany, samotny nebo v libovolné kombinaci,
nebo jeho C&st, a to pripadné v kombinaci s geny kédujicimi
ko€i¢i imunogeny. Pro podporu rlstu nebo navozeni odolnosti
proti chorobé se koc¢i¢i CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4
exprimovany, samotny nebo v libovolné kombinaci, podava ve
formulaci v koncentraci priblizné 0,01 az
100,0 mg/vakcina/ko¢ka a vyhodné& v koncentraci priblizné& od
0,25 do 25 mg/kg/den. Je =z¥ejmé, Ze pozZadované mnoZstvi
ko¢i¢iho CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 lze urdit v daném
oboru znamymi a bé&Zné pouzZivanymi experimenty, naptiklad
stanovenim matrice davek a frekvenci a porovndnim skupiny
experimentédlnich jednotek nebo subjektl s kaZdym bodem v

matrici.

Pfirozeny nebo rekombinantni ko&i&i CD80, CD86, CD28
nebo CTLA-4 se podle vyndlezu formuluje s fyziologicky
pfijatelnym nosicem, jakym je napfiklad fosfatem pufrovany
solny roztok nebo deionizovand voda. Formulace miZe rovné&z
obsahovat excipienty =zahrnujici lubrikant(y), zmékco-
vadlo(a), =zesilovac(e) absorpce, Dbakteriocid(y) apod.,
které jsou v daném oboru zndmy. Ko&i&i CD80, CD86, CD28
nebo CTLA-4 polypeptid podle vyndlezu se podavad libovolnym
uCinnym zpuUsobem, ktery pfestavuje naptriklad intravendzni,
subkuténni, intramuskuldrni, transmuskuldrni, topicky nebo

oralni zplsob podani. P¥i subkuténnim podéni je naptiklad
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davka tvofena kocCi&im CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4 ve
sterilnim fyziologickém solném roztoku. PF¥i ordlnim nebo
respirac¢nim podani je koc¢i¢i CD80, CD86, CD28 nebo CTLA-4,
pfipadné spole¢né s excipienty, mikro- nebo makro-
zapouzdren, napriklad v liposomech a mikrosférdch. Rovné&z
lze pouZit dermdlni néplasti (nebo dal3i pozvolna se

uvolnujici davkové formy).

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1A

Klonovéni koc¢i¢i CD80 (B7-1)-TAMU, C86 (B7-2), CD28 a
CTLA-4 cDNA:

Ko¢i¢i CD80 (B7-1), C86 (B7-2), CD28 a CTLA-4 cDNA se
klonovaly nejprve RT-PCR (reverzni transkriptasovou/polyme-
rasovou retézovou reakci) amplifikaci oblasti mezi dvéma
sekvencemi, které se konzervuji tak, Ze vytvofi degeneradni
primery, které vzadjemné plsobi na ko¢i¢i mRNA. Zdrojem mRNA
byly jednojaderné bunky periferni krve (PBMC) stimulované
alesponn 16 hodin Con A. Tento PCR produkt se sekvencoval.
Sekvence se pouzila pro pfipravu primerl pro RACE (rychlou
amplifikaci cDNA konca)PCR. 5°Konec se amplifikoval tak, Ze
se nejprve pfipravila cDNA s downstream primerem
komplimentarnim k nové sekvencované konzervované oblasti.
Oligonukleotid se 1ligoval na 3 konec cDNA (doplné&k k
5°konci mRNA). Tato sekvence slouZila jako vazebné misto
pro upstream primer, ktery byl PCR kompatibilni s
downstream PCR primerem, ktery odpovidal dalSi oblasti v
nové sekvencované oblasti. Degeneraéni primery se pouzZily v
mnoziné& béhd ,nested" reakci vedouci k ziskani 3’konce.

Tento upstream primer pro PCR byl navrZen tak, aby reagoval
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se sekvenci v nové& sekvencované oblasti. Produkty se
sekvencovaly bud pfimo nebo se klonovaly do TA klonovaciho
vektoru a sekvencovaly z plasmidu. Cely otevfeny d&teci
ramec se klonoval PCR amplifikaci jako celek s primery
konstruovanymi ze znamych sekvenci. ORF se klonovaly a
sekvencovaly 3x. B7-1 ORF se subklonoval do pSI plasmidu s
SV40 promotorem a do SFV plasmidu. pSI se pouZil k

zajisténi funkéni interakce mezi B7-1 a ko&id&im CD28.

DNA primery pouZitymi pro RT/PCR ko&i&i CD80 (B7-1) cDNA
byly:

5' Primer: 5‘-CGCGGATCCGCACCATGGGTCACGCAGCAAAGTGGAAAAC-3";
(SEQ ID NO. 11)

3 Primer: 5‘-CCTAGTAGAGAAGAGCTAAAGAGGC-3‘; (SEQ ID NO. 12)

(Viz vySe kompletni seznam primeri pro ko&i&i CD80 cDNA.)

DNA primery pouZitymi pro RT/PCR ko&i&i CD28 cDNA byly:

51 Primer: 5 '-CGCGGATCCACCGGTAGCACAATGATCCTCAGG-3";
(SEQ ID NO. 13)

3¢ Primer: 5 '-CGCGGATCCTCTGGATAGGGGTCCATGTCAG-3";
(SEQ ID NO: 14)

(Viz vySe kompletni seznam primerd pro ko&i&i CD28 cDNA.)

DNA primery pouZitymi pro RT/PCR ko&i&i CTLA-4 cDNA byly:

1. DegeneracCni primery pro prvni PCR produkt (672 bp):

Deg 5' P: 5'-ATGGCTT (C) GCCTTGGATTT (C) CAGC (A)GG-3";
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; (SEQ ID NO. 15)
Deg 3' P: 5‘-TCAATTG (A)ATG (A) GGAATAAAATAAGGCTG-3";
(SEQ ID NO. 16)

2. 5' a z CTLA-4 (455 bp): Degeneracni, gen-specifické
(GSP) a ,nested" gen-specifické (NGSP) primery:

Prvni kolo PCR:

Deg 5' P: 5'-TGTTGGGTTTC(T)G(A)CTCTG(A)CTT(C)CCTG-3";
(SEQ ID NO. 17)

3' GSP: 5‘-GCATAGTAGGGTGGTGGGTACATG-3'‘; (SEQ ID NO. 18)
~Nested" PCR s PCR produktem z prvniho kola:

Deg 5' P: 5‘-TGTTGGGTTTC(T)G(A)CTCTG(A)CTT (C)CCTG-3";
(SEQ ID NO. 19)

3' NGSP: 5'-ACATGAGCTCCACCTTGCAG-3'; (SEQ ID NO. 20)

2. 3" konec CTLA-4: Adaptor primer 1 (APl, Clontech Lab,
Inc., Palo Alto, CA); ,Nested“ adaptor primer (AP2,
Clontech Lab), genové-specificky primer (GSP) a ,nested"

genové specificky primer (NGSP):

3' RACE PCR:

APl: 5‘'-CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC-3'; (SEQ ID NO. 21)
5" GSP: 5'-GTGAATATGGGTCTTCAGGCAATG-3'; (SEQ ID NO. 22)
3' “"Nested“ RACE PCR s produktem 3' RACE PCR:

AP2: 5'-ACTCACTATAGGGCTCGAGCGGC-3'; (SEQ ID NO. 23)

S5' NGSP: 5‘-GAAATCCGAGTGACTGTGCTGAG-3‘; (SEQ ID NO. 24)
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3. Primer pro cely CTLA-4 gen

Ko¢ic¢i CTLA-4 5" Primer: 5'-AACCTGAACACTGCTCCCATARAAG-3";
(SEQ ID NO. 25)

Ko¢i¢i CTLA-4 3" Primer: 5‘-GCCTCAGCTCTTAGAAATTGGACAG-
3'; (SEQ ID NO. 26)

DNA primery pouZitymi pro RT/PCR ko&i&i CD86 (B7-2) cDNA
byly:

1. Degeneraéni primery pro prvni PCR produkt (423 bp):
Deg 5' P: 5'-TAGTATTTTGGCAGGACCAGG-3'; (SEQ ID NO. 27)
Deg 3' P: 5'-CTGTGACATTATCTTGAGATTTC-3'; (SEQ ID NO. 28)
2. Degeneralni primery pro druhy PCR produkt (574 bp)

Deg 50 P: S5'-GA(G)CA(T)GCACT (A) ATGGGACTGAG-3';
(SEQ ID NO. 29)

Deg 3" P: 5'-CTGTGACATTATCTTGAGATTTC-3'; (SEQ ID NO. 30)

3. 5" konec CD86: APl, AP2 (Clontech Lab); Degeneradni 3‘-

genové specificky (GSP) a 3'- ,nested“ genové specificky

(NGSP) primer:
5' RACE PCR:
APl: 5'-CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC-3'; (SEQ ID NO. 31)

3' GSP: 5'-TGGGTAACCTTGTATAGATGAGCAGGTC-3%;
(SEQ ID NO: 32)

~Nested® 5' RACE PCR s PCR produktem 5' RACE:

AP2: 5'-ACTCACTATAGGGCTCGAGCGGC-3'; (SEQ ID NO. 33)
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3' NGSP: 5'-CAGGTTGACTGAAGTTAGCAAGCAC-3‘;
(SEQ ID NO. 34)

4. 3' konec B7-2: APl, AP2, 5" GSP a 5' NGSP:
3' RACE PCR:
APl: 5‘'-CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC-3'; (SEQ ID NO. 35)
S GSP: 5'-GGACAAGGGCACATATCACTGTTTC-3'; (SEQ ID NO. 36)
~Nested“ 3' RACE PCR s PCR produktem 3' RACE:
AP2: 5'-ACTCACTATAGGGCTCGAGCGGC-3'; (SEQ ID NO. 37)

5' NGSP: 5‘-CAGTGCTTGCTAACTTCAGTCAACC-3';
(SEQ ID NO. 38)

Cely CD86 gen:

Ko¢i¢i B72 (1) 5' Primer: 5‘-CGGGAATGTCACTGAGCTTATAG-3‘;
(SEQ ID NO. 39)

Kocic&i B72 (1176) 3' Primer: 5‘-GATCTTTTTCAGGTTAGCAGGGG-
3'; (SEQ ID NO. 40)

P¥iklad 1B
Klonovéani CD80 (B7-1)-Syntro/SPAH, Plasmid 917-19-8/16

Bunky koCi&i slinivky se extrahovaly =z ko&ek a
kultivovaly 5 hodin s Concanavalinen A. Potom se buiiky
peletovaly, proplachly PBS a pouZily k izolaci celé RNA.
(Qiagen Rneasy Total RNA System). Na celou RNA se ptsobilo
DNAse I (Boehringer Mannheim) ve snaze odstranit DNA
kontaminaci z RNA pfipravk. Z téchto ptipravkd se nasledné

extrahovala mRNA =za pouziti Qiagen’s Oligotex perlicdek
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(Santa Clara, CA) a rychlych kolon. cDNA se generovala z
mRNA v pfitomnosti nahodilych hexamerd, dMTPs, RNAsin,
reverzni transkriptasy (Promega) a reverzniho
transkriptasového pufru (Promega) a 30 minut inkubovala p#i
42 °C. PCR se néasledné pouZila pro generovani dvojité
Sroubovice <c¢DNA klonu ko¢i¢iho B7-1 otevFeného ¢&teciho
ramce v celé Jjeho délce za pouZiti smyslového primeru
5/97.50 (5‘~ATGGGTCACGCAGCAAAGTG-3"'); (SEQ ID NO. 41) a
protismyslového primeru 5/97.51 (5‘-CTATGTAGACAGGTGAGATC-
3'); (SEQ ID NO. 42), dNTPs, B7-1 cDNA (1. feté&zec) MgSO4
~vent® polymerasy (BRL) a ,vent“ polymerasového pufru
(BRL) . PCR podminky byly nédsledujici: 1 cyklus 94 °C, 15 s;
35 cyklad 94 °C 30 s, 48 °C 2 min, 72 °C 2 min; 1 cyklus
72 °C 10 min. PCR reakce probihaly na 1% nizkotavném
agarosovém gelu a DNA fragmenty odpovidajici o&ekavané
velikosti B7-1 ORF se izolovaly, gelové purifikovaly
(Qiagen’s Gel Purification Kit, Santa Clara, CA) a
klonovaly do pCR-BLUNT plasmidového vektoru za pouZiti kitu
reagencii z Invitrogen’s Zero Blunt PCR Cloning Kit (San

Diego, CA).

DNA extrahovana z kanamycinové resistentnich
bakterialnich kolonii se ,prescreenovaly® na p¥itomnost
unikatniho Nhel mista (obsazZeného v ko&i&i CD80 (B7-1)-
TAMU) . Inzerty, které se nachazely v rozmezi velikosti 800
az 900 bp a obsahovaly Nhel misto, se sekvencovaly za
pouziti ABI fluorescenénich automatizovanych sekven&nich
protokolu a zarizeni (Perkin-Emler-Cetus; Applied

Biosystems, Inc.).

Plasmidovy vektor a B7-1 genové specifické primery,
které se odvodily z jiZ klonovaného B7-1 genu, se pouZily

pro generovani DNA sekvence pCR-Blunt primert 1/97.36 (5'-
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CAGGAAACAGCTATGAC-3"V) ; (SEQ ID NO. 43) a 1/97.37 (5'-
AATACGACTCACTATAGG-3'); (SEQ ID NO. 44).

B7-1 genové specifickymi primery jsou: 12/96.22
(5'-AACACCATTTCATCATCCTTT-3'); (SEQ ID NO. 45), 1/97.33
(5Y-ATACAAGTGTATTTGCCATTGTC-3"); (SEQ ID NO. 46), 12/96.20
(5 Y-AGCTCTGACCAATAACATCA-3"); (SEQ ID NO. 47), 12/96.21
(5'-ATTAGAAATCCAGTTCACTGCT-3"); (SEQ ID NO. 48), 1/97.32
(5'-TCATGTCTGGCAAAGTACAAG-3'); (SEQ ID NO. 49), 11/96.32
(5'-ATTCACTGACGTCACCGA-3"); (SEQ ID NO. 50), 11/96.31
(5'-AAGGCTGTGGCTCTGA-3'); (SEQ ID NO. 51). Urc¢ily se dva
klony, které obsahovaly celou délku CD80 sekvence
odpovidajici plavodni CD80 sekvenci s vyjimkou dvou DNA
bodovych mutaci. Jedna z té&chto bodovych mutaci neovlivnila
aminokyselinovou sekvenci. Druh& mutace zplGsobila zm&nu
aminokyselin z leucinu na isoleucin. Byl navrZen vysledny

koci¢i CD80 klon 917-19.8/16. (CD80-Syntro/SPAH).

Aby se usnadnilo klonovéani ko¢i¢iho CD80 (B7-1) genu z
libovolnym neStovicovym promotorem obsahujicim EcoRI a
BamHI klonovaci mista, byly navrZeny dva nové primery pro
zavedenli EcoRI a BamHI restrik&ni enzym klonujicich mist
na 5’'resp. 3° konec CD-80 ORF. Témito dvéma primery jsou:
smyslny primer 1/97.43 (5‘-TCGAGAATTCGGGTCACGCAGCAAAGTGG-
3'); (SEQ ID NO. 52) a protismyslny primer 1/97.6 (5‘-
GCTAGGATCCAATCTATGTAGACAGGTGAGAT-3") ; (SEQ ID NO. 53).
Vysledny PCR fragment se digeroval EcoRI a BamHI a klonoval
do OlL SPV homologniho vektoru (AccI inzertni misto v
HimdIII M genomovém fragmentu viru neStovic prasat) s cilem
generovat rekombinantni SPV virus. Vysledkem byla kazeta
930-23.A1 SPV OlL homologniho vektoru obsahujiciho ko&i&i
CD80 ORF za pozdnim/&asnym syntetickym nestovicovym
promotorem LP2EP2 a sousedicim s E. coli lacZ markerovou

genovou kazetou podporovanou syntetickym pozdnim
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nedtovicovym promotorem LP2. Plasmidovy vektor 930-23.Al1 se
kotransfektoval SPV 001 ve snaze generovat rekombinantni
SPV virus exprimujici ko&i¢i B7-1 a E.coli B-galakto-

sidasovy protein.

P¥iklad 1C

Subklonovani CD-28 do neStovicového virového homologniho

vektoru

Kédovaci oblast koc¢iciho CD28 se PCR
amplifikovala se syntetickymi primery obsahujicimi bé&zna
klonovaci mista ve snaze usnadnit klonovani CD28 za
libovolnym neStovicovym promotorem pri konstrukci
nesStovicového specifického homologniho vektoru. Ve snaze
zavést EcoRI a BglII klonovaci mista na 5°resp.3’ konec PCR
fragmentu se pripravily dva syntetické primery. Témito
dvéma primery jsou: smyslny primer, 7/97.1 (5‘-GATGAATTC-
CATGATCCTCAGGCTGGGCTTCT-3'); (SEQ ID NO. 54) a protismyslny
primer 7/97.2 (5'-GATCAGATCTCAGGAACGGTATGCCGCAA-3") ;
(SEQ ID NO. 55). Vysledny PCR fragment se digeroval EcoRI a
BglII a klonoval do OlL SPV homologniho vektoru s cilem
generovat rekombinantni SPV virus. Vysledkem byla kazeta
930-26.A1 SPV OlL homologniho vektoru obsahujiciho ko&i&i
CD80 ORF za pozdnim/Casnym syntetickym ne3tovicovym
promotorem LP2EP2 a sousedicim s E. coli lacZ markerovou
genovou kazetou podporovanou syntetickym pozdnim
nesStovicovym promotorem LP2. Homologni plasmidovy vektor
930-26.A1 se kotransfektoval SPV 001 ve snaze generovat
rekombinantni SPV virus exprimujici ko&i&i CD28 a E.coli

B-galakrosidasovy protein.
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Priklad 2

Charakterizace koCi¢i CD80 (B7-1) -TAMU, CD86 (B7-2), CD28,
CTLA-4 a CD80 (B7-1) -Syntro/SPAH cDNA a polypeptidi:

Izolovana a purifikovand CD80 (B7-1) cDNA o délce pfiblizZné
941 nukleotidovych kéda pro otevieny &teci ramec ko&i&iho
CD80 polypeptidu o délce p¥ibliZné& 292 aminokyselin, jejiz
pfirozend membrdnou vazand nebo zrald forma mad molekulovou
hmotnost pfibliZné 33 485 kDa, isoelektricky bod priblizné
9,1, celkovy nédboj p¥i pH 7,0 10,24. Transmembranovou

doménou proteinu jsou aminokyseliny pribliZné& 241 a3 271.

Kocic¢i CDBO-TAMU a ko¢ic¢i CD80-Syntro/SPAH jsou cDNA a
polypeptidy nezavisle izolované ze dvou rtznych zdroju a
jejich aminokyselinové sekvence se mirn& 1i%i. Zdrojem
CD80-TAMU mRNA byly koli&i jednojaderné bunky periferni
krve stimulované ConA a zdrojem CD80-Syntro/SPAH RNA byly
bunky koCici sleziny stimulované ConA. Rozdily mezi cDNA
sekvenci cD80-TAMU a CD80-Syntro/SPAH jsou T a C v
nukleotidu 351 a C a A v nukleotidu 670. Zmé&na v nukleotidu

351 je v aminokyselinové sekvenci tichou zménou, zatimco

(083

zména v nukleotidu 670 vede ke konzervativni zmén
neutralni aminokyseliny leucinu na isoleucin v

aminokyselinovém zbytku 224.

Izolovana a purifikovana CD86 (B7-2) cDNA o délce
prfibliZzné 1176 nukleotidovych kéda pro otevfeny c¢teci ramec
ko&ic&iho CD86 polypeptidu o] délce p¥iblizZné 320
aminokyselin, jejiZ pfirozenid membranou vazanad nebo zrala
forma m& molekulovou hmotnost p#ibliZné& 36 394 kDa,
isoelektricky bod p¥ibliZné& 9,19, celkovy naboj pfi pH 7,0
11,27.
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Izolovana a purifikovand CD28 cDNA o délce priblizZné
689 nukleotidovych kédld pro otevieny &teci ramec ko&i&iho
CD28 polypeptidu o délce priblizné 221 aminokyselin, jejiz
pfirozend membrénou vdzand nebo zrald forma m& molekulovou
hmotnost priblizZné& 25 319 kDa, isoelektricky bod pfriblizné&
9,17, celkovy nédboj pf¥i pH 7,0 9,58.

Izolovand a purifikovand ko&i&i CTLA-4 cDNA o délce
pfibliZné 749 nukleotidovych kédl pro otevieny cCteci rémec
ko¢i¢iho CTLA-4 polypeptidu o délce pfiblizné 223
aminokyselin, jejiZ pfirozend membrdnou véazand nebo zrali
forma m& molekulovou hmotnost p¥ibliZn& 24 381 kDa,
isoelektricky bod ptfibliZné& 6,34, celkovy néboj p¥i pH 7,0
-0,99.

Koexprese CD80 s kostimuladnimi molekulami CD28 nebo
CTLA-4 a nadorového antigenu nebo antigenu z patogenniho
organizmu m& schopnost aktivovat nebo zvy3ovat aktivitu T-
lymfocytu, konkrétnéji Th-1 lymfocyt®, a podporovat rlst
dalsich buné&nych typl. Koexprese CD80 s kostimuladni
molekulou CTLA-4 ma schopnost potlacit aktivitu
T-lymfocytd, konkrétnéji Th-1 lymfocytd. Koexprese CD86 s
kostimulac¢nimi molekulami CD28 nebo CTLA-4 a nadorového
antigenu nebo antigenu z patogenniho organizmu ma schopnost
aktivovat nebo zvy3ovat aktivitu T-lymfocytu, konkrétné&ji
Th-1 lymfocytli, a podporovat rtst daldich bunéénych typu.
Koexprese CD28 s kostimula&ni molekulou CD86 ma schopnost

potlacit aktivitu T-lymfocyt®, konkrétné&ji Th-1 lymfocyti.
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DNA Humanni Humanni My3i Mysi Kridli¢i Kufeci
a AA homolog. homolog. homolog. homolog. homolog. homolog.
sekvend- (DNA (DA (DNA (AA (DNA/AA  (DNA/AA
ni % sekvenC- sekvenc- sekveni- sekvend- sekvend- sekvend-
identita ni) % ni) % ni) % ni) % ni) % ni) %

identita identita identita identita identita identita
Koc¢ici 77 59 62 46 -- -
CD80
Koc¢ici 72 68 -- - 67/64 --
CD86
Koc¢ic¢i 85 82 77 74 84/84 59/50
CD28
Koc¢ic¢i 88 88 79 78 -- -
CTLA-4

Priklad 3

Pouziti ko&i¢iho CD80 (B7-1), CD86 (B7-2), CD28 a CTLA-4 ve

vakcinach

Cilem nasledujicich experimentt je zhodnotit schopnost
CD80, CD86, CD28 a CTLA-4 v kod&ilich vakcinach zvySovat

imunitu.

U alternativniho postupu se kodkdm ve v&ku 8 tydnua
intramuskuldrni injekci podalo 100 pg plasmidu obsahujiciho
CDNA pro koc¢i¢i CD80, CD86, CD28 a CTLA-4 molekuly ve smési
s plasmidem obsahujicim cDNA pro FIVenv a gag nebo FelLVenv
a gag, nebo se alternativné témto kodkam intramuskuldrni
injekci aplikovalo 100 pug plasmidu obsahujiciho cDNA
exprimujici pdrové kombinace CD80 a CD28 nebo CD80 a CTLA-4
nebo CD86 a CD28 nebo CD86 a CTLA-4 sparované s CD28 a

CTLA-4 ve smé€si s plasmidem obsahujicim cDNA pro FIVenv a
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gag nebo FeLVenv a gag. Kontrolni ko¢ky nept¥ijaly CDS8O,
CD86, (D28 ani CTLA-4. Ko¢ky se infikovaly provoka&ni
injekci virulentniho FelLV nebo FIV a podrobily se
pozorovani, které m&lo odhalit pfiznaky vySe popsanych
onemocnéni. Vysledky té&chto experimentli s provokaé&ni
injekci byly ndsledujici: kolky prijimajici cDNA vektor
obsahujici koc¢i¢i CD80, CD86, CD28 a CTLA-4 a cDNA vektor
obsahujici FIV geny nebo FeLV geny vykazuji 100% ochranu
pfed onemocnénim v porovnéni s koc¢kami, které pfijaly pouze
cDNA vektor obsahujici FIV geny nebo FelLV geny a které

vykazoval ouze 75% ochranu pfed onemocnénim.
y yp

U alternativniho postupu se ko¢kdm ve v&ku 8 tydnu
intramuskuldrni  injekci aplikovalo 0,1 mg aZ 100 mg
purifikovaného proteinu pro ko¢i&i CD80, CD86, CD28 a CTLA-
4 molekuly nebo alternativné parovych kombinaci CD80 nebo
CD86 sparovanych s CD28 nebo CTLA-4 proteiny =z vySe
popsanych rekombinantnich CcDNA vektorl a opét
intramuskuldrni injekci aplikovalo 0,1 mg az 100 mg
subjednotkové vakciny obsahujici FIVenv a gag nebo FelLVenv
a gag. Kontrolni koc¢ky nepfijaly CD80, CD86, CD28 a CTLA-4.
KoCky se infikovaly virulentnim FIV kmenem nebo FelLV kmenem
a podrobily se pravidelnym pozorovidnim zam&fenym na vyvoj
onemocnéni. Vysledky experimentt s provoka&ni injekci byly
nasledujici: koCky prijimajici purifikovany protein pro
koCi¢i CD80, CD86, CD28 a CTLA-4 a subjednotkovou wvakcinu
obsahujici FIV a FeLV vykazuji podstatn& niZ3i pocet
vyskytu onemocnéni v porovnani s kockami, které pfijimaly
pouze subjednotkovou vakcinu obsahujici FIV a FelLVv

proteiny.
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Priklad 4

PouZiti koci&¢iho CD80, CD86, CD28 a CTLA-4 k inhibici a

niceni ristu néddorovych bunék

Nadorové buiniky odebrané z téla koCky se transfektovaly
virovym vektorem exprimujicim ko&i&i CD80 nebo CD86 v
kombinaci s CD28 nebo CTLA-4. Transfektované nadorové buiiky
se podaly ko&ce a pritomnost CD80, CD86, CD28 a CTLA-4 na
povrchu nadorové bunky vyvolala 3Sirokou imunologickou
odezvu na transfektované a netransfektované nadorové bunky,
kterd zpusobila usmrceni lokalizovanych a metastatickych
nadorovych bunék. Pri alternativnim postupu se pftimo do |
nadoru, ktery se nachazi v téle koéky, injektovaly vektory
exprimujici koc¢ic¢i CD80 nebo CD86 v kombinaci s CD28 nebo
CTLA-4, coZz vyvolalo S8irokou imunologickou odezvu na
nadorové buriky, kterd zplisobila usmrceni lokalizovanych a

metastatickych nadorovych bunék.

Priklad 5
Klonovédni a sekvencovani koc&ic¢i CD80 cDNA
Uvod

Ukadzalo se, Ze kromé& cytokind existuji i né&které dalsi
molekuly na povrchu bunék, které zvy3uji nebo potlacuji
distinkéni imunitni odezvu. CD80 (B7-1) Jje akcesorni
molekulou, kterd vaZe na T-buiiky svdj receptor CD28
(Freeman a kol., 1989). Tyto interaké&ni funkce pri
odesilani sekundarnich stimull, vyvolaji ve spojeni s
primdrnim signdlem vyslanym p¥i rozpoznidni antigenu
prezentovaného ve spojeni s MHC T-bun&lnym receptorem

aktivitu a proliferaci T-bunék (Allison a Lanier, 1994) .
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Pfesto, Ze byl CD80 prvné popsadn jako antigen B-bunék bylo
pozdéji zjisténo, Ze se exprimuje na celé radé riznych
bunéénych typ, nejcasté&ji se schopnosti prezentovat

antigen (Freeman a kol., 1989).

U primatd a hlodavecl je CD80 molekulou 60kDa
polypeptid tvofeny pfibliZné& 290 aminokyselinami (Freedman
a kol., 1987; Freeman a kol., 1989). PFi potvrzeni domné&lé
aminokyselinové sekvence byly zjistény vlastnosti, které
tuto sekvenci fradi do imunoglobulinové superrodiny (IgSF)
(Peach a kol., 1995). CD80 je tvofen dvéma extraceluldrnimi
IgSF doménami, hydrofobni transmembranovou doménou a
kratkym cytoplazmatickym koncem (Freeman a kol., 1989).
Extracelularni doména zralého peptidu m& oblast 124
zbytkovych NH3; koncovych IgSF prom&nnych (V), za kterou
nasleduje doména 100 aminokyselinovych IgSF konstant (C)
(Freeman a kol., 1989). Lidsky dopln&k ma 8 potencidlnich
N-navazanych glykosilaénich mist a pfestoZe je tento zraly
peptid vysokou mérou glykosilovan, nepodileji se tyto
uhlohydrétové =zbytky na navazani na CD28 nebo CTLA-4,
protoZe Jjsou orientovany opadn& neZ navrhovand vazebna
doména (Bajorath a kol., 1994). Krom& toho se zda, :Ze
odstranéni uhlohydratovych zbytkll nemd vliv na vazebné
schopnosti a spiSe se predpokladad, zZe jejich funkci je
zvy3ovani rozpustnosti extraceluldrni casti molekuly

(Linsley a kol., 1994a).

CD80 se vazZe na dva distinkéni receptory exprimované v
riznych ¢&asovych okamZicich v prob&hu aktivace T-buriky.
CD28 se nachdzi na celé ¥adé thymocytd a panenskych a
aktivovanych T-buné&k a hraje prokazatelnou roli pri
aktivaci a proliferaci T-buné&k (Aruffo, 1987). Druhy CD80
receptor CTLA-4 se zpravidla objevuje pozd&ji na zcela

aktivovanych T-bufikdch (Linsley a kol., 1991b). Presto, ze
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Gloha CTLA-4 nebyla doposud definitivn& wur&ena, da se
hypoteticky pfedpoklédat, Ze tato molekula miZe potladovat
odezvu aktivnich a existujicich T-bunék. (Hutchcroft a

Bierer, 1996).

Nezda se, Ze by samotnd molekula CD80 mé&la signalni
kapacitu. Cytoplazmatickd oblast Jje relativné kratkd a
neobsahuje zZadné zbytky s prokazateln& signalizadéni nebo
enzymatickou funkci. (Hathcock a kol., 1994). Nedostatek
konzervace v cytoplazmatickém konci mezi my3im a lidskym
peptidem rovné€Z odrdZi pravdépodobnost, Ze CD80 postrada
signaliza¢ni funkci a plsobi pouze jako vazebné &inidlo pro

CD28 nebo CTLA-4 (Linsley a kol., 1994a).

Ukdzalo se, Ze pro zrani panenskych T-bunék a pro
jejich aktivaci a tedy pro iniciaci primdrni T-bun&&né
odezvy Jje nezbytnd interakce mezi CD80 a CD28 (Damle a
kol., 1988). Presto, Ze CD80 byl prvné& identifikovan na
aktivovanych B-bufikdch (Freedman a kol., 1987), byl pozd&ji
nalezen 1 na vét3$iné podsoubort profesiondlnich bunék
prezentujicich antigen véetné makrofdgi/monocyt@ (Freedman
a kol., 1987), Langerhanovych bunék (Symington a kol.,
1993), dendritovych bunék (Liu a kol., 1992), aktivovanych
T-bunék (Razi-Wolf a kol., 1992) a celé *{ad& ruznych
nadorovych 1linii (Chen a kol., 1992). Ukdzalo se, 3e
pritomnost CD82 molekuly na APC je daleZitd pro aktivaci,
jak CD4", tak CD8" T-bunék (Al 1lison a Lanier, 1994;
Bellone a kol., 1994). AcCkoliv se tato molekula =za
normalnich podminek nachdzi na profesiondlni APC v
nevyznamnych koncentracich, nékteré nadorové bun&dné linie
vykazuji posileni signalizaéni molekuly (Chen a kol.,

1992) .



01-3116—00—ée e oo

52

Zda se, Ze v odezvé& na transformaci nékteré onkogenni
linie zvySuji expresy CD80. U téchto nadorl odvozenych =z
non-antigen prezentujici buftky a rovn&Z v nékterych
imortalizovanych bunéénych liniich se CD80 povrchové
exprimuje v koncentracich dostateénych pro podporu uplné
aktivace T-bunky. (Chen a kol., 1992). PrestoZe kinetika
exprese neni objasnéna je moZné, Ze CD80 odvozené z néadoru
miZze byt odezvou na ,onkogenni inzult“ a evolué&ni
mechanismus, pomoci kterého miZe imunitni systém odstranit
transformované nebo tumorgennich bunék. (Antonia a kol.,

1995).

Zda se, Ze pfi primdrni aktivaci T-bun&k hraje
dileZitou roli interakce CD28-B7. Rozpoznani antigenu v
kontextu s MHC TCP je pro iniciaci optimdlni proliferace a
aktivace T-bunék samo o sobé& nedostatedné (Schwartz, 1992).
TCRT stimulace =za absence akcesornich signalt miZe v
T-bunééné populaci vést ke stavu anergie nebo hypores-
ponsivity (Jenkins a kol., 1987). Navazani molekuly CD28 na
T-bunku s molekulou CD80 na burice prezentujici antigen
vyvolava sekundarni signdl potfebny pro aktivaci T-bufky
(Schwartz, 1992). Pr¥i zapojeni TCR za absence tohoto
druhého signdlu se panenské bufiky neaktivuji a mohou se
stat anergickymi (Lanier a kol., 1995). Tato dile?ita role
CD28-CD80 interakce byla Jjasné definovédna nejen pri
aktivaci panenskych CD4" buné&k, ale rovné?z pti aktivaci
CD4" Thl a Th2 klont a panenskych a pam&tovych CD8" bun&k
odvozenych z malych klidovych perifernich krevnich

lymfocytld (Linsley a kol., 1993a).

Pokud jde o CTLA-4/CD28 rodinu existuje je3té& alespoii
jeden dal3i protireceptor CD80. Polatedni studie, které se
snazily demonstrovat dualeZitost CD80 v primdrni imunitni

odezvé, narazily na problémy, protoZe prestoZe =zavedeni
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CTLA-4 Ig inhibovalo imunitni odezvy, pfidani nuklearni
protilatky k CD80, jak se zda, nepfineslo analogické
vysledky (Lenschow a kol., 1993). Vyvoj CD80 knockout my3i
vedla k chybnému objevu sekunddrniho CTLA-4/CD28 receptoru
(Freeman a kol., 1993). Byla zde domnénka, Ze tyto mysi
sdileji podobny fenotyp s jiZ rozvinutymi CD28 knockouty,
které mély neadekvatni T-bunécnou odezvu. (Freeman a kol.,
1993). V pripadé CD80 knockoutu se v3ak ukdzalo, Ze dodlo k
vyvoji normédlni odezvy a Ze APC byly schopny poskytnout
sekundarni signél nezbytny pro T-bun&&né zrani. (Freeman a
kol., 1993). Na =zakladé téchto vysledkld byl hypoteticky
odvozen a dokonce izolovan sekundarni receptor. Zda se, Ze
nasledny objev souvisejiciho CD86 (B7-2 nebo B7-0)
receptoru vyresil rozpory v pripadé CD80 knockoutd a ve
spojeni se strukturni a vazebnou podobnosti odrazi
pravdépodobnost, Ze tyto molekuly sdileji spole&nou funkci

a plvod (Hathcock a kol., 1994).

CD86 (B7-2) vykazuje urditou podobnost s CD80 v tom
smyslu, Ze sdili strukturné podobnou extraceluldrni IgSF
L-oblast a C-oblast (Freeman a kol., 1993). Nicméné celkova
homologie mezi molekulami je niZ8i neZ 25% s konzervovanymi
zbytky, které jsou rozptyleny na protilehlych strandch obou
extracelularnich domén (Bajorath a kol., 1994). =Zatimco
vazebna oblast Zadné z molekul nebyla definovana, byla
poskytnuta sekvenéni homologie perspektivnich oblasti
navrzenych jako potencidlni mista interakce (Linsley a
kol., 1994a). Navzdory nedostatku konzervace sdili CD80 a
CD86 podobnou vazebnou ,chamtivost® po obou receptorech,
ackoliv CD86 se z CTLA-4 oddéluje rychleji (Linsley a kol.,
1995a).

Zdad se, Ze CD86 sdili podobny expresni vzor s CD8O,

ktery se exprimuje na aktivované B-bufice, T-bufice makrofagu
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a monocytu (Azuma a kol., 1993a) Kinetika exprese té&chto
dvou molekul je v3ak mirné odli3dna (Hathcock a kol., 1994).
Zda se, Ze CD86 se v aktivni imunitni odezvé& podili obecné
dfive neZ CD80 a rovn&Z se zda, Ze se CD86 konstitutivné
exprimuje na monocytech (Freeman a kol., 1991). CD80 se
muzZe objevit aZ 24 hodin po polatedni stimulaci zatim, co
se CD86 objevuje drive nebo je konstitutivné exprimovan v
nizkych koncentracich na myeloidnich butikAch (Hathcock a
kol., 1994). Tyto dva povrchové proteiny evokuji podobné
intracelularni odezvy, pokud se navdZou na své prisludné
receptory na CD4" T-bufikdch nebo CD8" T-bufikdch (Lanier a
kol., 1995). Nezdd se, Ze by existoval né&jaky rozdil ve
schopnosti téchto molekul iniciovat aktivaci a proliferaci
T-bunék nebo indukovat CTL aktivitu (Hathcock a kol.,
1994). Z téchto skutenosti tedy vyplyva, Ze ob& molekuly
iniciuji podobnou signadlni kaskddu po navazani na CD28
resp. CTLA-4 (Hathcock a kol., 1994). Rovné&Z se zd4, Ze
navazani obou molekul na pf#isludné receptory m& stejnou
kinetiku a nevykazuji rozdilné Géinky, ale neni zcela jasny
evolucni vyznam  tohoto »dvouligando/dvoureceptorového"

systému (Lanier a kol., 1995).

CD80 byl puvodné popsan jako marker pro B-bufiky a na
B-bunkach stimulovanych lipopolysacharidem (LPS), anti-Ig,
anti-CD40, concanavalinem A (Con A), cAMP, IL-2 a IL-4 se
nachazi jak CD80, tak CD86 ve vysokych koncentracich
(Hathcock a kol., 1994). Ukdzalo se, Ze IFNy a IL-5 zvysuji
koncentraci CD86 v mySich B-bunkach, ackoli nejsou dostupné
zadna data tykajici se humdnniho systému nebo CD80 v
souvislosti s témito imunoreguldtory (Azuma a kol., 1993a).
Kinetika exprese obou molekul v B-butikdch se mirn& 1isi.
CD86 se exprimuje dfive po stimulaci (6 hodin), =zatimco

CD80 se exprimuje nejdfive tém&¥ po 24 hodindch a maximalni
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exprese nedosahne dfive neZ po 48 hodindch (Lenschow a
kol., 1993). Rovnéz se zd&, Ze zvy3ovani koncentrace CD80
na B-bunkach je regulovdno signalizaci zprostfedkovanou
molekulami MHC II. tf¥. (Nabavi a kol. 1992). Ukazalo se, Ze
pro povrchovou expresi CD80 jsou rovné&Z dilezité dal3i dva
povrchové receptory. Navdzdni molekuly CD40 exprimované na
B-bunce Ig nebo T-buiiky exprimujici receptor vedou ke
zvySeni exprese CD80 (Azuma a kol., 1993b), zatimco
navazani Fc receptoru expresi obou molekul snizuje

(Barcy a kol., 1995).

CD40 a jeho ligand CD40L byly navrZzeny Jjako dréaha
prostfednictvim, které je reqgulovdna exprese CD80 na APC
(Page a kol., 1994). CD40 se exprimuje na celé fadé
bunécnych typd véetné B-bunék, monocytd, dendritickych
bunék, fibroblastd@ a humdnnich endotelovych bunék, a jejich
exprese na téchto bunkach se miZe zvy3it v pFitomnosti IFNy
de Boer a kol., 1993). CD40 ligand (CD40L) se exprimuje na
aktivovanych CD4% T-bunkdch. Ukazalo se, zZze navazani CD40
pomoci CD40L zvySuje expresi CD80 v APC, nicméné k indukci
exprese v jinych typech bunék exprimujicich receptor v&etné

endotelovych bunék nedo$lo (Page a kol., 1994).

PfestoZe CD80 a CD86 molekuly sdileji méné& neZ 25 3%
aminokyselinové identity, maji tyto molekuly podobnou
strukturu a jsou povaZovany za vzdalené p¥ibuzné (Freeman a
kol., 1993). Homologni zbytky jsou koncentrovany v Ig-
podobnych doméndch s nékolika konzervovanymi zbytky v
transmembranové nebo cytoplazmatické domén& (June a kol.,
1995). Byla navrZena rodina =zahrnujici B-7 geny, které
budou kromé& CD80 a CD86 obsahovat butyrofilin (BT),
myelin/oligodendrocytovy glykoprotein (MOG), kuFfeci MHC
analog B-G (Lisley a kol., 1994b). BT, MOG a B-G jsou

kédovany MHC genovym komplexem, ktery vytvari potencialni
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evolu¢ni vazbu mezi MHC a potfebnymi kostimuladnimi

molekulami (Linsley a kol., 1994b).

Klidové my3i a huménni T-buhky exprimuji nizké
koncentrace CD86, zatimco humadnni a T-my$i bunky (a T-
bunécné klony) aktivované anti-CD3 exprimuji CD80 a CD86 ve
vyznamnéjSich  koncentracich  (Hathcock a kol., 1994).
Exprese jak CD80, tak CD28 na aktivovanych T-bufkdch miZe
odrazet schopnost T-bunék expandovat pFres autokrinni
kostimulaci (Azuma a kol., 1993b) . Jako zajimavé se
ukédzalo, Ze CD80 je zvySenou mérou exprimovan na CD4* T-
bunkach infikovanych HIV za souasného sniZeni exprimace
CD28. Toto miZe byt moZnym mechanismem virové transmise v
pfipadé, kdy neinfikované CD4" T-bufiky iniciuji kontakt
mediovany CD28/CD80 s infikovanymi lymfocyty (Haffar a
kol., 1993).

Monocyty humanni periferni krve exprimuji nizké
koncentrace CD80 a vysoké koncentrace CD86 a expozice GM-
CSF nebo IFNy vede ke zvySeni povrchové exprese CD80 i CD86
(Barcy a kol., 1995). LPS je silnym spoudtécim prvkem
exprese CD80 v monocytech huménni periferni krve (Schmittel
a kol., 1994). Data tykajici se peritonedlnich makrofagd v
humannim systému nebyla zaznamendna, nicméné& klidové mysi
makrofdgy exprimuji nizké koncentrace CD80 a CD86 (Freeman
a kol., 1991; Hathcock a kol., 1994). LPS a IFNy stimulace
mysich makrofagd zvySuje povrchovou expresi, zatimco IFNy v
kombinaci s interleukinem 10 sniZuje expresi obou receptorn

(Ding a kol., 1993).

Dendritické bunky sleziny exprimuji nizké koncentrace
obou molekul a Langerhanovy  bunky exprimuji nizké
koncentrace CD86, nicméné kultivace m& tendenci zvysovat

expresi v obou typech bunék (Larsen a kol., 1994). Zda se,
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Ze u dendritickych bunék je zvySeni CD86 po kultivaci
mnohem strméjsi, probihd dfive a miZe hrat dalezit&jsi roli
pri signalizaci zprostfedkované dendritickou bunkou
(Hathcock a kol., 1994). Je zajimavé, Ze ackoliv IL-10 nema
zadny vliv na expresi CD80 v dendritickych bufikdch, sniZuje
expresi CD86. (Buelens a kol., 1995). O’ Doherty a kol.
(1993) wuvedl, Ze =zatimco Jjsou pocatedni koncentrace CD80
nizké, obsahuji zralé dendritické bunky vy33i koncentrace
CD80. Expresi CD80 na Langerhanovych bufikdch je inhibovano
jak IL-10, tak IFNy, nicméné& GM-CSF expozice md%e inhibici
IFNy zvratit, ale inhibici IL-10 nikoliv (Ozawa a kol.,

1990) .

Ukédzalo se, Ze humanni a my3i specifické cytokiny
reguluji expresi CD80 a CD86. IL-4 Jje silnym indukénim
prvkem exprese CD86 a prvkem, ktery sniZuje rozsah CD80 na
B-bunikach (Stack a kol., 1994), =zatimco IFNy zvy3uje
expresi CD86 na celé fadé buné&énych typt véetn& B-bunék,
monocytu a makrofadgl (Hathcock a kol., 1994). PrestoZe se
zda, Ze IFNy zvySuje expresi CD80 v monocytech, je moZné,.
Ze rovnéz pusobil jako ¢&inidlo sniZujici expresi CD80
makroféagach. IL-10, 1 v pfitomnosti IFNy, sniZuje expresi
CD80 a CD86 na monocytech (Ding a kol., 1993). Tato
interakce by mohla pfedstavovat potencidlni mechanismus
pfechodu z Thl odezvy (DTH) na Th2 odezvu (humordlni).
IL-10 vsak nem& vliv na expresi CD80 na dendritickych
bunkach (Buelens a kol., 1995). Z toho miZe dale vyplyvat
Uloha teéchto molekul pfi regulaci podsouboru pomocnych
T-bunék, protoZe dendritické buiiky se povaZuji za daleZité
pfi iniciaci odezvy druhého typu. IL-7 zvySuje expresi CD80
na T-bunkach, ackoliv vliv na dal3i bun&Zné typy nebyl
definovan (Yssel a kol., 1993). Ukdzalo se, Ze exprese CD80

na B-bunkach je zprostfedkovand navazanim receptoru p75 TNF
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receptori a tuto expresi 1lze =zvy3it pfitomnosti IL-4
(Ranheim a Kipps, 1995). Je =zajimavé, Ze TNF patri do
stejné rodiny molekul jako CD40, coZ je dalsi potenciélni
inicidtor exprese CD80. Zda se, Ze GM-CSE zvySuje expresi
CD80 na povrchu dendritickych bunék a Langerhanovych bunék,
zatimco IFNy zplUsobuje pouze zvySeni CD86 v téchto bunkéach

(Larsen a kol., 1994).

Rozpoznédni, navazani a lyze transformovanych a v ném
infikovanych cilovych bun&k CD80* cytotoxickymi T-lymfocyty
(CTL) byly dlouho povazovany za procesy zprostfedkované
pouze TCR rozpoznani cizich peptidd exprimovanych v
kontextu s MHC I. ¢trF. (Berke, 1993). Nedévno se vSak
ukdzalo, Ze kompletni interakce vyZaduje celou fradu rlGznych
povrchovych molekul exprimovanych Jjak CTL, tak cilovymi
bufikami (Mescher, 1992). Klicovym hralem pfi této interakci
je CD80 a jeho receptor CD28. Akcesorni signal vysilany
interakci B7-CD28 vyzaduji CD8' malé klidové lymfocyty k
diferenciaci do lytického stavu (Mescher, 1992). Nicméné Jje
zajimavé, Ze po CTL diferenciaci jiZ neni tento sekundarni
signdl pro expresi lytickych vlastnosti potfebny (Hodge a

kol., 1994).

JiZz dlouhou dobu je zn&mo, Ze CTL Jjsou daleZitymi
medidtory virové imunity. U osob infikovanych HIV, coz je
spojovano s vysokymi koncentracemi CD8' pam&tovymi CTL
specifickymi pro Gag, Pol a Env nedochazi k Zadnému
dlouhodobému vyvoji a pouze velmi nizky pocet kopii HIV DNA
a RNA v jednojadernych bunikdch periferni krve (Rinaldo,
1995). Na druhou stranu Jjsou u osob, které se nachidzeji v
pozdé&jdich stédiich infekce, pamétové CTL (mCTL) vaziné
sniZeny (Zanussi a kol., 1996). Korelace téchto snizZeni
podporuje my$lenku, Ze mCTL mize byt hlavnim faktorem pri

regulaci infekce v hostiteli a miZe hrat vyznamnou ulohu
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p¥i vytvafeni ochranné imunity u neinfikovanych osob
(zanussi a kol., 1996). Patologické korelace s HIV infekci
navic odréZeji potencidlni Glohu CD80 a CD28 pri progresi

choroby.

Byla rovnéZ vyslovena domnénka, Ze CD80 sehrava
ur&itou roli p¥i vyvoji patogeneze HIV infekce (Haffar a
kol., 1993). T-bunky zpravidla exprimuji CD80, ale pouze v
nizkych koncentracich a pouze po aktivaci (Schwartz, 1992).
Pri in vitro studiich HIV infekce v all-stimulovanych
primarnich T-bunéénych 1linii se ukazalo, Ze dochazi ke
sniZovani exprese CD28 a zvy3ovani exprese CD80 spolecné s
MHC CII (Haffar a kol., 1993). Ackoliv tyto jevy nebyly
nikterak logicky vysvétleny, lze  hypoteticky odvodit
potencidlni destrukéni role. Pritomnost CD80 na povrchu ve
spojeni s II. t¥. by mohlo vést k posileni kontaktu mezi
infikovanymi T-bufikami a neinfikovanymi CD4" bunkami
(Haffar a kol., 1993). Kromé toho, Ze by tato interakce
mohla urychlovat prenos mezi T-bunkami, by mohla rovnéz
zvySovat rozpozndni mediované CTL a zabijeni prostred-
nictvim vysildni sekunddrniho signdlu interakci CD80 na
infikované bufice s CD28 exprimovanou CD8" T-bufice (Haffar a
kol., 1993). To by mohlo urychlit redukci v CD4" populaci
spojené s nastupem nemoci souvisejicich s AIDS (Haffar a

kol., 1993)

Zzda se, Ze jak v myS$Sim, tak v humdnnim systému je
exprese B7 rodiny proteintd dilezZzitym faktorem pfi imunitnim
rozpoznani transformovanych bunék (Chen a kol., 1992). Pres
zjisténi exprese v nékterych transformovanych bunkdch se
ukdzalo, Ze vét3ina nadorl CD80 nebo CD86 =za normalnich
podminek neexprimuje, tak Ze je velmi nepravdépodobné, aby
doslo k Uplnému rozpozndni exprese potencialné imunogenniho

nddoru T-bunkami (Chen a kol., 1993). Nicméné transfekéni



01-3116-00-Ce oe eees

60

experimenty provadéné za pouziti molekuly CD80, které mély
posilit tumotrocydni cytolyzu byly Uspésné (Hodge a kol.,
1994).

Pro transfekci =zhoubnych bunék se pouZily retrovirové
a vakcinové vektory exprimujici funk&ni molekulu CD80 (Li a
kol., 1994; Hodge a kol., 1994). Tyto bunky exprimujici
kromé za normalnich podminek Spatné rozpoznatelného
naddorového antigenu rovnéZ CD80 se néasledné zavedly zpét do
hostitele, kde se vytvorila bunécnd imunitni odezva proti
nadorovym antigenim exprimovanym na zhoubnych bunikach
(Towndend a Allison, 1993). Vysledky téchto experimenti
provadénych s nékterymi formami nadord byly pfekvapivé
u¢inné. V mnoha pripadech Jje hostitel schopen proti
zhoubnému bujeni vytvorit silnou bunécnou odezvu a je
schopen ho regulovat nebo zcela eliminovat (Hodge a kol.,
1994) . Né&sledné zavedeni nadorovych bunék s a bez povrchové
molekuly CD80 =zpét do hostitele vyvolad podobny stupeii
protinaddorové aktivity (Hodge a kol., 1994). zda se tedy,
Ze po vytvoreni paméti neni molekula CD80 pro =zachovani
odezvy nebo pro Jjejl iniciaci pfi opakovaném zavedeni
potfebna (Hodge a kol., 1994). Tyto experimenty ukazuji, Ze
molekula CD80 je uUCinnym medidtorem bunéc¢né imunity a Ze ve
specifickych nadorech mohou byt indukovany bunélné odezvy
pro pozitivni regulaci zhoubného bujeni a pro prevenci pred

jeho opakovanym vytvofenim (Hodge a kol., 1994).

Jak Jje patrné z vyvoje nékterych forem autoimunity,
muze mit zvySend exprese CD80 neZddouci ulinky. Pfedpoklada
se, Ze CD80 Jje v synergii s IL-12 daleZitym prvkem pfi
ranném vyvoji sklerosy multiplex (MS) a Ze zplsobuje
T-bunéc¢nou stimulaci a vyvoj DTH (Windhagen a kol., 1995).
Experimentalni autoimunitni encefalomyelitida (EAE) muazZe

byt caste¢né inhibovana podédnim rozpustného CTLA-4Ig
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experimentdlnim subjektlm. Inhibice demyelinace zabloko-
vanim interakce CD28/CD80 ukazuje na moznou uUlohu této

interakce pt¥i exacerbaci choroby (Arima a kol., 1996).

DileZitd role molekuly CD80 p¥i progresy ucinné
imunitni odezvy Jje Jasna. PrestoZe cDNA kdbédujici tento
protein byla 1izolovana u hlodavct a primdtl, mimo tyto
skupiny izolovana nebyla. Kocka je dualeZitym spolelenskym
zvifetem a potencidlnim modelem retrovirového onemocnéni.
Klonovani imunologickych reakénich &inidel z kocdidich druht
poskytne nastroje pro vyzkum téchto onemocnéni ve smyslu
veterinarni dileZitosti s potencidlni relevanci k progresi
choroby nebo z hlediska prevence této choroby u ostatnich

druhu.

Materidly a metody
Izolace pocCatec¢niho fragmentu CD80

mRNA Se extrahovala =z ©perifernich Jjednojadernych
krvinek (PBMC) stimulovanych 16 hodin Con A =za pouziti
RNAzolB RNA extrakéniho reakéniho ¢inidla (Biotexc,
Houston, TX). Nejprve se z této RNA pomoci reakce reverzni
transkriptazy (RT) pouzZivajici Jjako 3' primer oligo dT
odvodila cDNA. RNA a oligo dT se 3 minuty zahfivaly na
75 °C s cilem odstranit sekundarni strukturu. Potom se
pridala RT, dNTP, pufr a destilovand voda a smés se
inkubovala 1 hodinu p#i 42 °C. Po této inkubaci se vzorek
ohtfdl na dobu 5 minut na 95 °C s cilem inaktivovat RT.
Degeneracni primery odvozené z koncovych oblasti lidskych a
mySich CD80 publikovanych sekvenci (GeneBank, Gaithersburg,

MA) se nasledné pouZily pfi poc¢ateéni amplifikaci 344
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nukleotidového fragmentu kédujiciho stfedovou oblast

konstantni domény genu.
5" primer B7-2 GGC CCG AGT A(CT)A AGA ACC GGA C
3" primer B7-3 CAG (AT)TT CAG GAT C(CT)T GGG AAA (CT) TG

Pfi amplifikaci produkt@ se pouZil polymerazovy fetézovy
reakéni protokol s horkym startem, ktery pouziva Taq
polymerasu. Reakéni smé&s postridajici Taq enzym se nejprve
po dobu 5 minut ohfivala na 95 °C, tj. provedl se horky
start, aby se =zabrdnilo tvorb& dimernich primera. Pfed
iniciaci teplotniho cyklu se pfidal enzym. PCR Reak&ni smés
se nésledné ohtrdla na 30 sekund na 95 °C, co? vedlo k
roztaveni dvouretézcové DNA. Potom se reakce ochladila na
30 sekund na 42 °C, coZ usnadnilo temperovani degenerac¢nich
primert. Nizkd temperadni teplota usnadnila navazani
primert, které nebyly 100% homologické. Reakdni smé&s se
potom ohfrala na 45 sekund na teplotu 72 °C, coZ Jje
optimalni teplota pro to, aby Taq polymerasa prodlouZila
primer a zkopirovala opaény DNA Ffet&zec. Teplotni cyklus se
opakoval 30x. Po tficeti cyklech se pouZil kone&ny extenzni
krok, pri kterém se teplota zvy3ila na 7 minut na 72 °C a
ktery usnadnil extenzi vSech nekompletnich produktd. Po
vizualizaci na 1% agarosovém gelu se produkt pfes noc
ligoval pfi 16 °C do TA klonovaciho vektoru (InVitrogen,
San Diego, CA) pro G¢ely sekvencovéani. 2 ml Ligaéni reakce
se pouzily pro transformaci kompetentnich InvaF' bund&k.
Transformované bakterie se v pésech nanesly na LB plotny
(50 mg/ml ampicilinu) potaZené 40 ml 50 mg/ml roztoku x-
gal. Nasledujici den se vybraly bilé kolonie, které se
naockovaly do 5 ml LB média obsahujiciho 100 mg/ml
ampicilinu a nechaly se rOst pfes noc pf¥fi 37 °C a pri

frekvenci protfepavani 225 min~t.
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Minipreparaty se pfipravily na noc starych kulturadch s
cilem urc¢it klony, které vykazovaly plasmid se spravnym
inzertem. Plasmid se =z kultur extrahoval =za pouziti
standardni alkalické lyze, pfiCemZ DNA se dale purifikovala
fenol/chloroformovou extrakci (Maniatis a kol., 1982). DNA
se vysrazela ve dvou objemech ethanolu a néasledné
digerovala EcoRI. Digesty se vizualizovaly na 1% agarosovém
gelu s cilem urcit kolonie s plasmidem, ktery obsahoval
spravny inzert. Plasmid se potom purifikoval z pozitivnich
klon a sekvencoval pomoci S$*° radiologicky zna&eného
dideoxytermindtoru na bazi sekvenasy (USB, Cleveland, OH)
nebo cyklického sekvencovéni pomoci fluorescen&niho barviva
jako termindtoru (Perkin Elmer, Norwalk CT). Ze sekvence
cDNA se zkonstruovaly specifické 3°a 5 primery, které se
pouzily pfi 5 rychlé amplifikaci reakci cDNA konc® (RACE) a
derivaci 3’sekvence spoleéné& s degeneradnimi primery =z

3'nepfenesené oblasti (UTR).
Izolace 5°oblasti CD80

Pro derivaci 5 sekvence genu se pouzil cDNA
amplifikacni protokol ,Marathon“ (Clonetech, Palo Alto,
CA). Z PBMC stimulovaného 12 hodin pomoci Con A a soudasné
4 hodiny pomoci LPS se pfipravila mRNA. mRNA se extrahovala
za pouziti ULTRASPEC RNA extrakéniho <&inidla (Biotexc,
Houston TX). cDNA se ptripravila za pouziti kotviciho oligo
dT primeru s degenera¢nimi nukleotidy na 5 konci, jehoz
cilem je navazat primer na posledni 5° konec poly A konce.
Potom se jiZz popsanym zpusobem prepsala cDNA. Pomoci T4 DNA
ligasy se na cDNA naligovaly specifické linkery. Na cDNA s
vnitfnim 3 'primerem specifickym pro jiZz amplifikovanou

oblast:

B7-284: TTA TAC TAG GGA CAG GGA AG
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B7-190: AGG CTT TGG AAA ACC TCC AG

a kotvicim primerem komplimentdrnim pro ligovanou
linkerovou sekvenci se provedla ,Touchdown“ PCR. Parametry
»Touchdown™ PCR reakce, pf¥i které se pouzZila KlenTaq
polymerasova sSmés (Clontech, Palo Alto, Ca) byly
nasledujici: 95 °C 5 min 1 cyklus; 95 °C 30 s, 72 °C 30 s a
68 °C 45 s 5 cyklu; 95 °C 30 s, 65 °C 30 s a 68 °C 45 s 5
cykld; 95 °C 30 s, 60 °C 30 s a 68 °C 45 s 25 cykla.
Jeden mikrolitr této reakéni smési se nafedil 50 mikrolitry
vody a 5 mikrolitrl tohoto Ffedéného roztoku se pouzilo pfi
»nested“ PCR reakci (95 °C 5 min 1 cyklus; 95 °C 30 s,
65 °C 30 s a 68 °C 45 s 30 cykld pri pouZiti KlenTaq
polymerasové smé&si) s pro linker specifickym kotvicim
primerem a pro gen specifickym 3° primerem na 5° konci

pocatecniho primeru (obr. 6).
B7-20: TTG TTA TCG GTG ACG TCA GTG
B7-135: CAA TAA CAT CAC CGA AGT CAG G

Na 1,5% agarosovém gelu se vizualizovalo 20 mikrolitru
kazdé reakce a spravny fragment se vyFiznul z gelu.
Odstfedovanim gelového fezu pres gelovy nebulizér a
0,22mikrometrovy filtr ,Micropure“ (Amicon, Beverly, MA) se
z agarosy extrahovala a purifikovala cDNA. Purifikovana DNA
se nasledné sekvencovala p¥fimo za pouZiti cyklického
sekvencovani pomoci barviva jako termindtoru. (Perkin

Elmer, Norwalk, CN).

Izolace 3 'oblasti CD80
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3’oblast genu se odvodila zvolenim 5 pro gen
specifickych primert z 344 ntd. fragmentu a jiz

sekvencované 5 oblasti:

B7-s5220: GTC ATG TCT GGC AAA GTA CAA G
B7-50: CAC TGA CGT CAC CGA TAA CCA C
B7-140: CTG ACT TCG GTG ATG TTA TTG G
B7-550: GCC ATC AAC ACA ACA GTT TCC
B7-620: TAT GAC AAA CAA CCA TAG CTT C

Z konven¢nich oblasti humdnni a my$i CD80 3° UTR se

nasledné zvolily degenerac¢ni 3 primery.
B7-1281 G(A/G)A AGA (A/T)TG CCT CAT GA(G/T) CC
B7-1260 CA(C/T) (A/G)AT CCA ACA TAG GG

cDNA se pripravila =z RNA extrahované pomoci ULTRASPEC
extrakéniho ¢inidla (Biotexc, Houston TX) z PBMC

stimulované jiZ popsanym zpusobem pomoci Con A a LPS.

Ukotveny oligo dT primer se pouZil Jjako pocatedni
3’primer pro RNA transkripci na cDNA. PCR reakce na bazi
Tag polymerasy se provadély na této cDNA pomoci
specifickych 5 primert a degeneraénich 3 primerd (95 °C
5 min 1 cyklus; 95 °C 30 s, 42 °C 30 s a 72 °C 45 s 30
cyklt; 72 °C 7 min).

Pred pripravenim jediného segmentu o spravné velikosti
bylo treba provést 2 cykly ,nested® PCR reakci. Ziskany
produkt se vyrizl z 1,5% agarosového gelu, purifikoval jiz
popsanym zplsobem a cyklicky sekvencoval pomoci termindtoru

na bazi barviva (Perkin Elmer, Norwalk, CN).



01—3116—00—(36 e wese

66

Ze sekvencnich dat 5°a 3 oblasti se =zkonstruovaly
primery, které budou amplifikovat oblast kédujici cely

otevfeny Cteci ramec koc¢ic¢iho CD80 genu:
B7 START: ATG GGT CAC GCA GCA AAG TGG
B7-960: CCT AGT AGA GAA GAG CTA AAG AGG C

Pouzila se JjiZ dfive pripravend PBMC cDNA, o které je
znédmo, ze obsahuje DNA kdédujici uvedeny gen. Tato PCR
reakce (95 °C 5 min 1 cyklus; 95 °C 30 s, 42 °C 30 s a
72 °C 45 s 30 cykla; 72 °C 7 min), kterd jako enzymaticky
koktejl zachycujici urcitou 57exonukleasovou aktivitu
pouzila KlenTag DNA polymerasu ve snaze redukovat nahodné
chyby Casto spojované S Taqg polymerasou. Reakce
amplifikovala fragment obsahujici 960 bazickych péara (bp),
ktery se naklonoval do TA klonujiciho vektoru (InVitrogen,
San Diego, CA) a sekvencoval jiZ popsanym zplsobem. Fin&lni
sekvence genu obsahovala cDNA ze dvou ruznych zvifat. Kazdy
bazicky par genu se nezdvisle ové&fil v alespon 3
samostatnych sekvencich odvozenych =z jednotlivych PCR
reakci ve snaze redukovat moZnost pfenosu chyb, které

vznikly v rémci PCR reakci.

Vysledky

V  pocéteCnich amplifikacnich pokusech s CD80 se
pouzZila RNA extrahovand z experiment&dlni ko&ky HK5. Dalsi
produkty se ptipravily z jinych zvirat. Pocatedni
amplifikace HKS5 Con A stimulovand PBMC RNA poskytla 344bp
produkt, ktery sdilel 70% identitu s 1lidskym CD80 genem
(obr. 7 a 8). Tyto primery byly specifické pro oblast,

ktera se nachéazela ve stredu kdédovaci sekvence odpovidajici



01-3116-00-Ce ot

seeh
cSeveoes

67

IgC doméné. Pfesto, Ze se pro amplifikaci oblasti, které
byly kédovany vice peptidy pouZily p¥i téchto pocatednich
experimentech i dalsi degeneracni primery, produkt vhodné
velikosti poskytla pouze kombinace B7-2 (5°) a B7-3 (37).
Pozdéjsl experimenty pouZivajici tyto daldi degeneradni
primery s genové specifickymi primery byly neuspé&sné.
Oblast 5°a 3'musely byt tedy odvozeny za pouziti Finych

metod.

Na zakladé sekvenénich dat =ziskanych =z podate&niho
produktu se vytvorila zasoba Sesti novych genove
specifickych primerd (B7-20 5Y, 135 5%Y, 140 3', 50 3', 284
5Y a 190 5'). 3'primery se nejprve pouzily p¥i 5 RACE PCR,
kterd se do znac¢né miry shodovala s postupem pouZitym pro
Uspésnou amplifikaci 57oblasti CD28 molekuly. Za pouZiti

této metody nebyl vyprodukovéan Zadny produkt.

RACE cDNA amplifikacéni systém Marathon (Clontech, Palo
Alto, CA) Uspésné amplifikoval oblast, kterd koédovala
5" kédovaci sekvenci. Za poziti tohoto protokolu se Usp&3né
amplifikovala RNA odvozend z EK6 Con A stimulované RNA.
Poc¢dteéni amplifikace se provadéla s B7-284 a B7-3 a
kotvicim primerem APl. Tato reakce neprodukovala definovany
jediny pas tak, Ze se ,nested“ reakce pouZivajici tento
produkt Jjako templat provaddé&ly za pouzit B7-20 a B7-135
jako ,nested“ 3 'primer a kotviciho primeru AP-1 Jjako
primeru. KazZdd z téchto reakci poskytla produkt o vhodné

délce (obr.9).

Sekvencni data odvozend =z pfimého sekvencovani RACA
produktd poskytly duplnou identitu ve 20bp a 135bp
oblastech, které prekryly na pocatku sekvencovany 344bp
produkt. Fragmenty vybihaly ze zndme oblasti 5 pres 5 ATG

startovaci kodon  ko¢i¢iho genu do 5'netranslatované
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oblasti. Identita mezi 5°kddovacl sekvenci odvozenou z
téchto produkt a 5'm oblasti humdnniho CD80 genu byly
men3i neZ identita existujici mezi 344bp oblasti kociciho
genu a analogickou oblasti v humanni oblasti. Bylo
pozorovano, Ze podobny nedostatek homologie existuje 1 mezi
huménni a my3i sekvenci ve shodnych oblastech. Porovnani
sekvencnich dat mimo kdédovaci oblast ukazalo dalsi vyznamné

sniZeni konzervace (data nejsou uvedena).

Z konvencnich oblasti v 3 UTR huménni a myS$i sekvence
se syntetizovala nova skupina degenerac¢nich primeru
kédujicich 3'nepfrenesenou oblast. Tyto primery Uspésné
amplifikovaly <cDNA pfrepsanou z RNA izolované Con A
stimulované PBMC =z koc¢ky ED3. Na rozdil od pocateénich
amplifika¢nich postupd musela probéhnout série ,nested"
reakci, aby se ziskal findlni produkt. Primdrni PCR reakce
pouzivajici tyto degeneracni primery a kotvici primer =z
344bp fragmentu a 5 oblasti na poCatku neposkytly jasné a
identifikovatelné pésy (obr.10). Nicméné ,nested“ reakce
pouzivajici fedény primdrni produkt a dalsSi specifické
5'primery poskytly produkt, ktery kédoval  zbyvajici
3°oblast (obr. 11).

Po sekvencovani 3 produktu se ukazalo, Ze mimo
konstantni oblast Jje identita opét snizZena. Vzdaleny konec
kédovaci sekvence vykazoval velmi nizkou identitu a tato

identita se za koncovym kodonem je3té& dédle snizila.

Z 3 sekvence se zkonstruoval reverzni primer mimo
kédovaci oblast zac¢inajici na nukleotidu 960. Tento
konstrukt v kombinaci s primerem obsahujicim vychozi kodon
amplifikoval produkt predpokladané velikosti. Sekvencovani

findlniho produktu ukazalo, Ze se Zadna =z drive urcenych
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oblasti ve skutecnosti nep¥ekryvd a tento fragment poskytl

kontinudlni a Uplnou sekvenci koc¢ic¢iho CD80 genu (obr. 12).

PYi amplifikaci findlniho produktu se vzorky
amplifikovaly z RNA ziskané z Con A stimulované PBMC zvirat
ED3 a EK6. Z kazZdého =zvifete se kompletné sekvencovaly
alespon dva produkty a kaZzdé nukleokyselinové misto se
ovérovalo a potvrdilo alespon tremi rOznymi spravnymi
¢tecimi sekvencemi. Produkt =ze zvifete EK6 se nésledné
klonoval do TA klonovaciho vektoru pro UcCely dalsSich
referenci a manipulaci. Celd nukleokyselinovad sekvence Jje
znazornéna na obr. 8. Nukleotidovy fragment 960 zahrnuje
vychozi kodon v poloze 1, koncovy kodon na nukleotidu 888 a

3'nepfemisténou oblast tvofenou dal3imi 72 nukleotidy

(obr.13). Z produktl pfipravenych a sekvencovanych tak, aby
obsahovaly cely fragment, se sekvencovaly dalsi 57a
3’oblasti (data nejsou zndzornéna). Sekvencovani oblasti za

5°vychozim kodonem 5°RACE produktt ukdzalo, Ze ATG v poloze
1 az 3 se nachézely nejprve na methyonovém misté, které
odpovidd podobné poloze v mySi a humanni sekvenci. Koncovy
kodon v poloze 888 rovnéz odpovidé podobné poloze v drive
sekvencovanych genech. Zarovnani sekvence vykazujici 77%
resp. 62% identitu s publikovanymi humdnnimi a my$imi CD80
nukleokyselinovymi sekvencemi Jje zndzornéno na obr.14.
Homologie se sekvencemi dalsSich primdtd a hlodavcd Jjsou
srovnatelné s homologii platnou pro humdnni a my3i
sekvence. Identita s genem CD86 jednotlivych druht byla

nizsi nez 25 $.

Pomoci software MacVector DNA analysis (IBRI,
Rochester, NY) se provedla translace sekvence nukleové
kyseliny do aminokyselinové sekvence. Translace poskytla
292aminokyselinovy peptid podobné, ale nikoliv stejné délky

s mySimi a huménnimi proteiny (obr.15). Predpoklada se, zZe
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signalni peptid probiha =z polohy 1 do polohy 25.
Extraceluladrni oblast molekuly je tvorena 115bdzovou IgSF
proménlivou doménou, kterd probihd pfes zbytek 139 a
100bazovou IgSF konstantni doménou, které dosahuje
priblizné ke =zbytku 240. Za membrdnovou doménou, které
ptekryva oblast mezi zbytky 241 az 271, vcetné, néasleduje
kratky citoplazmovy konec tvoreni 21 zbytky. Stejné jako v
lidské molekule obsahuje koCic¢i polypeptid 8 potencialnich
N-navazanych glykosila&nich mist, ackoliv tyto domény se
nenachazeji ve stejnych oblastech. Homologie mezi kocdicim,
lidskym a my3Sim peptidem je podstatné nizsi neZ identita

pozorovand u sekvenci nukleovych kyselin (tabulka 1).

Tabulka 1: Porovndni sekvencéni homologie koc¢ic¢iho CD80 s

my3im a lidskym CD8O

Druh Procento homologie s kolici sekvenci:
Nukleotid Aminokyselina

Clovék 77% 59%

Mys 62% 46%

Zarovnani navrzZené peptidové sekvence koc¢ic¢iho CD80O s
navrzenym lidskym proteinem ukazuje, Ze zdaleka nejvétsi
homologie mezi témito dvéma molekulami se nachdzi v
konstantni oblasti (zbytky 140 az 240). V signdlni sekvenci
je nizkéd homologie mezi peptidy a tento nedostatek identity
zasahuje do IgV domény. Jak jiZ bylo zminéno, konzervace v
konstantni doméné je silnd, nicméné mezi transmembranovou

doménou a intraceluldrnim cytoplazmatickym koncem koc&ic¢iho
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peptidu a analogickymi oblastmi v 1lidské molekule neni

identita kontinudlni a homologie je velmi nizkd (obr.16).

Zarovnani kocCic¢iho, 1lidského a mySiho CD80 genu s
mySim a lidskym CD86 genem ukdzalo, Ze ackoliv mezi témito
dvéma ¢leny B7 rodiny existuje pouze omezend celkova
homologie zd& se, Ze =zbytky, které indikuji B7 genovou
rodinu, Jjsou =zachovany koc¢i¢im peptidem (obr.17). Tyto
molekuly zahrnuji zbytky, které se nachiazeji ve stolené a

pravdépodobné vazebné oblasti.

PrestoZe homologie mezi lidskou a koc¢ic¢i CD80 sekvenci
neni tak velkd jako identita mezi dvéma CD28 molekulami,
ukdzalo srovnani navrZenych grafd hydrofility, Ze sice
existuje celd fada riznych zmén ve specifické
aminokyselinové sekvenci, ale tyto zmény jsoucCasto
homologické a pripadné neméni povrchové vlastnosti peptidu

(obr. 18).

Diskuse

Identita nukleotidd mezi kocCic¢im a lidskym a kod&icim a
my3im CD80 Jje mirnd, ackoliv se stupeil nukleotidové
homologie neprekladd do peptidu. Zdad se, Ze zatimco se
generuje geneticky kéd a v nékterych molekuldch (tj. CD28)
rozdily mezi nukleotidovymi sekvencemi vyznamné neméni
peptid neni  CD8O konzervace celkové aminokyselinové
integrity kritickd a evoluéni zmény v molekule jednotlivych

druh® jsou tedy pfipustné.

ACkoliv celé nukleotidové sekvence vzdjemné& sdileji

relativné nizky stupen identity, je ziskéni celé délky této
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sekvence komplikované. Poc¢atedni CD80 produkt se ziskal =z
konstantni oblasti molekuly tj. plochy, kterd vykazuje
nejvy33i stupen konzervace v cDNA izolované z klonovanych
druht. Primery, které rozpoznaly tuto oblast a uspé&sné
amplifikovaly produkt, se pfipravily snadno a poskytly
344ntd. fragment zahrnujici dobfe konzervovanou IgC oblast.
BohuZel méfreni, kterd Dbyla pottebnd pro izolaci sekvence
téchto oblasti, byla diky nedostatku homologie v signédlnim
peptidu a v cytoplazmatické doméné a 3° UTR mnohem
komplikovanéjsi. Nicméné pritomnost sekvencnich dat
stredové oblasti poskytla pevny kotvici bod, z néhoZ bylo
mozné odvodit zbytek molekuly. Ko¢i¢i CD80 je dobrym
prikladem toho, jak lze ziskdnim kratkého useku molekuly a
pouzitim RACE metod a degenerovanych primerd v kombinaci s
kotvicimi primery ze sekvencované oblasti snadno ziskat

celodélkovou sekvenci.

Srovnani domnélych aminokyselinovych sekvenci téchto
klonovanych CD80 molekul ukazuje nedostatek celkové
homologie. MySi a lidské polypeptidy vykazovaly niZ3i neZ
50% homologii na uUrovni aminokyselin, coZ je srovnatelné s
59% identitou mezi koc¢i¢imi a lidskymi polypeptidy a 46%
identitou mezi ko¢icimi a mySimi polypeptidy a
pravdépodobné to odrdzi evoluc¢ni blizkost téchto druha.
Srovnani predpokladané hydrofilicity kocicich a 1lidskych
zbytkt, které wvykazuji aminokyseliny, které Dby Dbyly
potencidlné& exponované nebo vypudténé z davodu Jejich
relativni hydrofilicity, ukazalo, Ze pfesto, Ze nemusi byt
specifické aminokyseliny, na arovni aminokyselin,
zachovany, Ze jsou zmény relativné konzervované. To ukazuje
potencialni retenci  hydrofilné/hydrofobniho charakteru
molekuly, ktera tak mlZe odrazZet celkovy strukturné podobny

polypeptid. Zda se, Ze povrchovy protein ma& urdité
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aminokyseliny, které se miZou pfrimo podilet na navadzani a
dalsi strukturni aminokyseliny, které si musi pouze

zachovat strukturu umoZiujici interakci s vazebnou oblasti.

I navzdory wurcité divergenci v identité aminokyse-
linovych =zbytkll v CD80 molekuldch izolovanych z primatn,
hlodavcl a koc¢ic¢ich zbytkl zde existuje retence vlastnosti
IgSF. Kocic¢i CD80 molekula je tvofena aminokoncovou IgC-
pseudodoménou a IgV-pseudodoménou, kterd se nachdzi v
blizkosti transmembrdnové oblasti. Pokud Jjde o konzervaci
mezi mySim a lidskym CD80, je mezi konstantnimi oblastmi

mnohem vétsi identita neZ mezi proménnymi oblastmi (Freeman

a kol., 1989). Konzervace v proménné oblasti pfesahuje
pouze 50 %, zatimco konzervace v konstantni oblasti

presahuje 70 %, pficemZ kratké useky od zbytku 164 az 198
(oblast, =ze které byl =ziskdn pocadteéni fragment 344ntd.)
maji mnohem vétsi identitu. Tato stfedovd oblast 56
aminokyselin (zbytky 165 az 221) v konstantni oblasti
vykazuje 87% homologii mezi 1lidskou a koc¢i&i sekvenci,
pric¢emz v rozsidhlé oblasti tvofené 28 aminokyselinami
(zbytky 171 az 198) existuje pouze jediny rozdil. Oblast v
koCi¢im polypeptidu rovnéZ vykazuje vyznamnou homologii s
odpovidajicimi zbytky v my3im polypeptidu. Hydrofilni
povaha aminokyselin v této oblasti ukazuje na vysokou
pravdépodobnost povrchové exprese a vzhledem k drovni
konzervace krizovych druht na potencidlni podil p#i
interakci ligand/receptor. Pfedpokladdd se, Ze se IgC G&ast
molekuly pfimo podili na prezentaci vazebné domény pro
interakci mezi receptorem a ligandem. (Peach a kol., 1995).
Nicméné experimentdlné se stanovilo, Ze pro u&inné navazani
je zapotfrebi jak proménny, tak konstantni motiv (Peach a
kol., 1995). Koncentrace homologickych zbytkl v IgC oblasti

extracelularnich domén spole¢né s vysokou urovni divergence
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v transmembrdnové a cytoplazmatické doméné& jed3té dale
potvrzuji roli CD80 jako ligandu. Ko¢i¢i molekula CD80 Jje
vysoce glykosilovana. Nepfedpoklada se, Ze by se
uhlohydratové zbytky pf¥fimo podilely na navazani, ale spise
se predpokléada, Zze by mohly pomd&hat p¥i zvySovani
rozpustnosti extraceluldrni ¢&asti molekuly (Peach a kol.,
1995). Z 8 potencialnich mist, které se nachdzeji v lidském
peptidu, se 7 nachdzi v identickych polohdch ko&i&iho
proteinu. Misto na aminokyselinovém =zbytku 39 v ko&i&i
molekule se nereplikovalo do lidské CD80, ackoli Jje zde
misto na zbytku 232, které se zase nenachdzi v ko&ic¢im
proteinu (Freedman a kol., 1987). V my3i molekule se
nachazi 7 takovych mist, ale pouze 2 v identickych
polohach, ackoliv se =zpravidla nachdzeji ve stejnych
oblastech molekuly jako v pfipadé ko¢ic¢ich a 1lidskych
peptidd (Freeman a kol., 1989). Zda se, Ze podobnost v
zachovaném poctu a polohdch glykosiladnich mist odrazi

dileZitost motivd ve smysld funkce molekuly.

Ko¢ic¢i CD80 molekula mé& Sirokou 8kalu potencidlnich
pouziti. Tato molekula, Jjak byla diskutovdna v predchozi
casti, je dileZitd pro spravny vyvoj odezvy zralé T-bunka.
Monitorovani exprese genu jak na uUrovni RNA, tak na uUrovni
proteind pomiZe uréit prostredek, pomoci kterého ko&idi
imunitni systém pracuje s infekci. Znalost zpusobu, kterym
tento systém reaguje na specificky ©patogen, a Jeho
posouzeni a porovnani s vysledky =ziskanymi p#i vyzkumu
dalSich modelovych systémd miZe vnést dal3i svétlo do

pochopeni lidské imunitni odezvy.

DuleZzitym budoucim pouzitim navrZenym pro CD8O0
molekulu je zavedeni nadorové specifické imunity do jinych
druhu, které se realizuje zavedenim CD80 genu do

transformovanych bunék a néslednym zavedenim zpé&t do
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hostitele ve snaze poskytnout hostiteli imunitu vid¢i néadoru
na bazi CTL (Townsend a Allison, 1993). Jak jiz bylo
diskutovéno, prfedpokladd se, Ze nédorové bunky budou na
svém povrchu exprimovat CD80 jako specifickou CTL odezvu
proti zhoubnému bujeni (Hodge a kol., 1994). Kromé toho se
v hostiteli vytvori pamé&tova populace CD8" T-bun&k (Hodge
a kol., 1994). I kdyZz se tato technologie =zaméfila na
nadorovou imunitu, lze jeji analogii aplikovat na vytvoFfeni

antivirové imunity.

Jak jiz bylo diskutovano vyse, dlouhodobé
neprogresivni obdobi pfri AIDS je zprostfedkovano poclidtednim
vytvorenim silné anti-HIV CTL odezvy (Landay a kol., 1994).
Zzda se, Ze takové osoby, které jsou schopné po infikaci
setrvat v asymptomatickém stavu nejdéle, Jsou schopny
vytvorit a zachovat silnou CTL odezvu nasmérovanou proti

viru.

Tradi¢ni vakciny byly smérovany k vytvofeni humoralni
odezvy, pokud by v3ak vakcina mohla indukovat wvyvoj anti-
HIV/FIV mCTL populace, potom by tato populace mohla
poskytnout podobnou ochranu jako v pripadé vyse
diskutovanych osob, u kterych nedoché&zi dlouhodobé k vyvoji
AIDS. U panenskych osob by mohlo mit zavedeni vakciny na
bdzi genu, ve které jsou FIV proteiny zkombinoviny z CD80
peptidem, za nasledek povrchovou expresi kostimuladni
molekuly v kombinaci s MHC CI prezentaci FIV epitopt. V
pripadé uspéchu by toho mohlo vést k expanzi FIV specifické
mCTL populace u panenské osoby. Po expozici virulentnimi
viry by byla vakcinovand osoba schopnd vytvorit odezvu
proti bunkdm infikovanym virem a eliminovat tyto bufiky
dfive neZz bude mit virus ptrileZitost propuknout a nicit

sloZzky imunitniho systému.
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P¥iklad 6
Klonovani a sekvencovani ko¢ic&i CD28 cDNA
Uvod

CD28 je povrchovy glykoprotein, ktery se zpravidla
exprimuje jako homodimer tvofeny identickymi disulfidy
vazicimi 44kDa podjednotkami. Je to ¢&len imunoglobulinové
supergenové rodiny a je charakteristicky jednou
extraceluldrni V oblasti, transmembrdnovou doménou a
kratkym intraceluldrnim koncem (Aruffo a Seed, 1987).
PfestoZe je tato molekula glykosilovand, se nezda, Ze by
tyto zbytky hraly né&jakou roli p¥i navazani a predpoklada
se, ze jejich Ukolem je zvySovat rozpustnost extraceluldrni
domény (Peach a kol., 1994). Byla klonovadna a sekvencovana
cDNA kédujici 1lidské, krysi, mySi a krali¢i peptidy a

analogickou molekulu kufat (Linsley a kol., 1995a).

CD28 se nachazi na vé&t3iné& CD4' a CD8" thymocytech a

perifernich CD4" a (CD8" T-buiikdch se zvySenou expresi

zpusobenou avtt - XA3, PHA a PMA stimulaci a se supresi
zpusobenou navazdnim anti-CD28 (Linsley a kol., 1993b).
Brzy po jeho objeveni se zjistilo, Ze CD28 hraje dileZitou
roli pf¥i requlaci aktivace CD4" a CD8' T-buné&k (June a
kol., 1990). Kromé& toho, Ze zesiluje aktivaci a proliferaci
T-bunék, se dale ukédzalo, Ze vyslani tohoto druhého signalu
rovnéz indukuje cytolytické aktivity v CTL (Azuma a kol.,

1993c¢c) .

CD28 se exprimuje v ranném stddiu =zrani T-bunék.
Zatimco nezralé CD3™ exprimuji CD28 v koncentraci, ktera
je vyS3i neZ koncentrace exprimovand CD4% a CD8* buifikami a
vysokou koncentraci exprimovanou CD4* nebo CD8*, CD3*

thymocyty (Turka a kol., 1991). Po dozrani se receptor
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nachdzi na témé&F v3ech CD4* T-buiikdch a na vice ne?
poloviné v3ech CD8" T-bun&k v lidském té&le (Turka a kol.,
1991) a na téméf¥ vsech my3ich T-bunkach (June a kol.,
1990) . Tato molekula se neexprimuje na povrchu bun&k v
konstantni koncentraci (Turka a kol., 1990). Po aktivaci
T-bunky se povrchovd exprese zvy3i, zatimco navazani
molekuly na Jjeji 1ligand nebo specifickou mAb vede ke
sniZzeni koncentrace genu v aktivovanych butikdch Jjak na
Grovni mRNA, tak na Udrovni proteind (Linsley a kol.,
1993a). Ackoliv se CD28 nachdzi zejména na lymfocytech T-
bunéé&né linie, byla tato molekula zaznamendana na
plazmocytonech biopsii kostni dfené& (Kozber a kol., 1987) a
exprimovany kulturami pfirozené leukemické pseudokillerové

bunéc¢né linie (Azuma a kol., 1992).

CD28 sdili urcity stupen strukturni homologie s dal3im
B7 receptorem CTLA-4 a tyto dva receptory spadaji do
podrodiny existujici v rdmci IgSF skupiny (Linsley a kol.,
1995a). Tyto dvé molekuly maji extraceluldrni IgV oblast,
jedinou transmembranovou doménu a kratkou cytoplazmatickou
signaliza¢ni doménu (Aruffo a kol., 1987). PFestoZe e
celkova homologie mezi témito dvéma molekulami pouze
priblizZné 31%, existuji v té&chto dvou molekuldch kratké
oblasti a specifické zbytky, které jsou zcela konzervovany,
coz odrazi potencialné daleZitou roli té&chto motivl pfi
rozpoznavani B7 a dileZitost pro strukturni integritu
(Leung a Linsley, 1994). MYPPPY motiv, tvofici oblast 6
zbytkl, =zhstal zachovdn ve v8ech izolovanych ¢&lenech
D28/CTLA-4 rodiny (Peach a kol., 1994). Tento motiv byl
zmapovan v pseudo-CD3 smyCkové oblasti v té&chto molekuléach
a pokud je zménén mutaci, potom dochdzi ke sniZeni ochoty
CD28 a CTLA-4 navéazat se (Peach a kol., 1994). Tato oblast

byla navrZena jako potencidlni misto CD28 a CTLA-4 proteinu



01-3116-00-Ce .

78

pro navazani ligandu, ale doposud nebylo zji3téno, =zda je
tato oblast skuteénym vazebnym mistem pro B7 nebo zda
poskytuje strukturni motivy, které jsou nepfrimo potfebné
pro realizaci navazani (Peach a kol., 1994). PrestoZe CD28
a CTLA-4 sdileji konzervované zbytky, vaZe se CTLA-4 na
CD80 1 CD86 s vét3i ochotou nez CD28 (Ellis a kol., 1996).
Takze, pfestoZe se CTLA-4 exprimuje na T-bunkach
koncentraci, kterd predstavuje pouze 2 aZz 3 % koncentrace

CD28, je jeho ochota vazat se in vitro 20x vy33i (Linsley a

kol., 1995b).

AcCkoliv jsou molekuly CTLA-4 a CD28 vyvojové pribuzné
a sdileji spolec¢né ligandy, Jjejich funkéni a signalizadni
schopnosti, Jjak se zda, ptribuzné nejsou (Balazano a kol.,
1992). Porovnani signalizac¢nich oblasti obou molekul
neodrazi vysokou identitu z c¢ehoZ vyplyva, Ze signalizadéni
drdhy iniciované Jjednotlivymi molekulami jsou odlisné

(Hutchcroft a Bierer, 1996).

Zatimco CD28 je exprimovan v klidovych T-buhkdch a
jeho koncentrace bezprostfedné po aktivaci vzristd, ma
exprese CTLA-4 vrchol 48 hodin po aktivaci a do 96 hodin po
aktivaci klesne na zdkladni Groven (Linsley a kol., 1992a).
Zzda se, Ze exprese CTLA-4 koresponduje se sniZenim CD28
(Lindsten a kol., 1993). Navic se zda, Ze signalizacni
drédhy mediované navdzanim ligandu na molekulu CD28 hraji
didlezZitou roli p¥i regulaci exprese CTLA-4 (Linsley a kol.,
1993a). T-bunky , které jsou CD287, neexprimuji vyznamnéijsi
mnozstvi CTLA-4 v odezvé na stimulaci PMA nebo kalciovym

ionoforem (Lindsten a kol., 1993).

Uplny sled udalosti signalizace mediované CD28 neni
zcela vysvétlen, nicméneé byla vypracovana urcité

hypoteticka kaskéada (Hutchcroft a Bierer, 1996) .
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Predpokladd se, Ze se na signalizaci podili mobilizace
intraceluléarniho ca', metabolizmus fosfo-inositidu a
indukce protein-tyrosinové fosforylace (Hutchcroft a

Bierer, 1996).

Cytoplasmaticky konec molekuly CD28 definoval motivy o
kterych se predpokldda, Ze se podileji na intracelulérni
signalizaci néasledujici po navédzani CD80 nebo CD86 (June a
kol., 1994) . Intra-cytoplasmatickéa 41laminokyselinovéa
oblast, kterd nemd definovatelnou enzymatickou aktivitu
neobsahuje intracelulédrni tyrosin aktivujici motivy (jako
naptiklad TCR) ani cysteinové zbytky pro navazéani
cytoplazmatické tyrosinkinasy Src rodiny (June a kol.,
1994). Nicméné v izolovanych sekvencich se nach&dzi nékolik
konzervovanych potencidlnich fosforylacnich mist
(Hutchcroft a Bierer, 1996). Intraceluldrni enzymaticka
aktivita a interakce protein-protein jsou ¢asto regulovany
diferencidlni proteinovou fosforylaci, ackoliv  enzymy
zodpovédné za tuto aktivitu CD28 nebyly doposud objasnény
(Lu a kol., 1992). Konvenc¢ni misto YMXM, které se nachézi v
cytoplazmatickém konci, Je navrZenym mistem pro navazani
fosfatidylinositl-3 kinasy (PI3 kinasy) dependentni na Src
homologni 2 fosfo-tyrosin-vazajici doméné (SH2 doméné
(Prasad a kol., 1995). Ackoliv je toto jedna z
potencidlnich signalizaénich drah CD28, ukazalo se, Ze PI3
kinasova aktivita nekoreluje s IL-2 aktivitou a protoZe
zvySeni produkce IL-2, je primdrnim disledkem signalizace
CD28 a existuje domnénka, Ze se na aktivaci, kterd IJe
vysledkem intraceluldrni signalizace, podili i dalsi dréhy

(June a kol., 1994).

ACkoliv neni uloha téchto uddlosti zcela pochopend, je
znédmo, Ze kostimulace CD28 vede ke zvy3eni produkce

cytokint T-bufikami. V CD28" T-bufikdch aktivovanych anti-CD3
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nebo PHA zvy3uje anti-CD28 koncentraci RNA rady cytokinl ve
stabilnim stavu, ptric¢emZ mezi tyto citokiny lze zatadit IL-
1, IL-2, 1IL-3, 1IL-4, né&dor nekrotizujici faktor (TNFa),
lymfotoxin, IFNy a faktor stimulujici granulocytové a
monocytové kolonie (GM-CSF) a stejné tak receptor IL-2
(Lenschow a kol., 1996). ZvySeni mRNA ve stabilnim stavu je
disledkem stabilizace transkriptd a soucasného zvySeni

transkripce (Hutchcroft a Bierer, 1996).

ACkoliv byly kostimulace CD28 prvné zdokumentovéna na
CD4" T-buné&&nych klonech (Martin a kol., 1986) v soudasné
dobé& je jiZ znédmo, Ze CD28 hraje i uréitou roli pfFi
aktivaci mnoha bunéc¢nych typt. Ukdzalo se, Ze kostimulace
této dradhy redukuje produkci IFNy, Thl typu cytokinu, a
produkci IL-4, Th2 typu cytokinu ve subpopulaci panenskych
CD4" T-bunék (Seder a kol., 1994). CD28 kostimula&ni dréha
je rovné&Z dilezitd pri aktivaci CD8" CTL, ackoliv se nezda,
Ze by byla nezbytnd ©pro efektorovou f&zi killingu
mediovaného CTL (Hodge a kol., 1994). Zajimavé je, Ze jak
se zda, CD28 hraje urcitou roli i v pfipadé infekce HIV. V
lymfocytech kultivovanych z osob pozitivnich na tento virus
miZe vést k navazani CD28 na monoklonadlni protilatku ke

zvy3eni produkce HIV (Asjo a kol., 1993).

Je jasné, Ze sekundarni signdl vyvolany navazanim CD80
na CD28 m& u primdtld a hlodavch neprehlédnutelnou roli p¥i
pocatedni aktivaci T-bunék (Aruffo a Seed, 1987). Nicméné
nedadvné vyzkumy ukazaly, Ze hlavnim duasledkem této
interakce mlZe byt dlouhodobé& proliferace, k niZ dochéazi v
disledku brénéni nastupu apoptosy (Lenschow a kol., 1996).
Klidové T-bunky v rustové fadzi Gy se mohou aktivovat
vytvorenim TCR komplexu, nicméné tyto bunky jsou za absence

navdzani CD28 neschopné proliferace nebo sekrece IL-2.
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Tento stav se oznacduje Jjako klondlni anergie (Linsley a
kol., 199la). Zralé T-bunky se zcela aktivuji navazanim TCR
na MHC na APC, ale to nakonec vede k aktivaci indukované
buné&né smrti apoptosou (Radvanyi a kol., 1996). PrestozZe i
dalsi sekunddrni interakce (tj. ICAM-1 kostimulace) mohou
poskytnout pomocné proliferaé¢ni signaly, zd& se, Ze CD28
mediované kostimulace Jje jedinecnd p¥i prevenci nésledného
ndstupu klonalni anergie a apoptosy (Lidsley a kol.,
1993a). Ukazalo se, Ze CD28 mlZe hrdt urcitou ulohu p#i
regulaci genli, o nichZ je znamé, Ze se vyznamnym zpusobem
podileji na ochrané T-lymfocytl pfed apoptosou. (Boise a
kol., 1995). V T-bunikdch kostimulovanych navadzadnim CD28
bylo pozorované dlouhodobé zvySeni bcl-x;, exprese (Boise a

kol., 1995). Existuje zde domnénka, Ze CD28 kostimulace

miZe stabilizovat bcl-xy mRNA, pricemZ exprese kdédovaného

polypeptidu bréani néastupu apoptosy (Radvanyi a kol., 1996).

Ukdzalo se, Ze ligace CD28 hraje uréitou roli p?Fi
zvySeni produkce celé fady pomocnych T-cytokinG typu 1 i
cytokind typu 2 (Lenschow a kol., 1996). RovnéZz se zda, Ze
jim lze prifadit wurc¢itou ulohu pfi vyvoji specifickych
pomocnych  T-podsoubort. Panenské CD4" T-bunky budou
zpravidla vyvijet fenotyp Thl, pokud se budou aktivovat za
nepritomnosti signdlu mediovaného navazani CD80 na CD28
(Lenschow a kol., 1996). To mGZe byt chéapano jako vedlejii
role, protozZe produkce IL-4 miZe byt indukovéna exogennim
pfidanim IL-2 a uloha signdlu CD28 p¥i produkci IL-2 HizZ
byla diskutovéna (Seder a kol., 1994).

Dalsi studie =zahrnujici knockout CD28 u my3i dale
podporuji tyto hypotézy tykajici se ulohy receptorl pri
vyvojl Th2 bunék.
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Shahinian a jeho spolupracovnici vyvinuli mySi CcD287/"
ve snaze zJjistit, Jjakym zpusobem se zvi¥e prizpusobi
infekci za absence sekundadrniho signalu, ktery by vedl k

expresi CD28 (Shahinian a kol., 1993). Gen v embryondlnich

kmenovych bunkéach se rozrusil castecnou nédhradou
sekundéarniho exonu neomycinoveée rezistentnim genem
(Shahinian a kol., 1993). Zjistilo se, Ze PBMC 2z mysi

homozigoty pro knockout neexprimuje na svych T-bunkach
Zzadny CD28, =zatimco u heterozigot cD287/" se zjistilo, zZe
majl sniZenou expresi molekul na povrchu (Shahinian a kol.,
1993) . Mitogenni stimulace T-bunék odvozenych z CD287/~ mySi
méla sniZenou proliferaci T-bunék a produkci cytoking,
které mohly byt pouze <casteCné uloZeny exogennim IL-2
(Shahinian a kol., 1993). Ukazalo se, Ze vysoce
purifikované T-bunky se za absence APC neaktivuji lektiny
(Unanue, 1984). Pokud jde o tento knockoutovy kmen ukézalo
se, Ze pro mitogenicitu T-bunécnych lektinl je potfebné
interakce CD28/CD80 (Shahinian a kol., 1993). Rovneéz se
ukadzalo, Ze tato interakce je dilezitd pro mediaci
isotypickych spusténi B-bunkami v odezvé na antigen. Na
rozdil od knockoutu CD80, 1lze prokazatelnou ulohu CD28
urcit za pouziti technologie genového knockoutu. CTLA-4
knockoutovd myS nebyla doposud =zaznamendna, ale myS$
transgenni pro nadprodukci CTLA-4 Ig JjiZ studovana byla
(Lane a kol., 1994). Jak lze predpokladdat, tento kmen mé
urcité fenotypické vlastnosti, které jsou podobné
vlastnostem kment s deficienci CD28 (Lane a kol., 1994).
P¥estoZe za normdlnich podminek produkuji izolované T-bunky
normadlni mnozstvi IFNy, dochdzi po stimulaci k vyraznému
sniZeni produkce IL-4 (Ronchese a kol., 1994). Toto vede k
neschopnosti B-bunék vytvorit nebo zachovat Spréavnou
humoralni odezvu (Ronchese a kol., 1994). PrestoZe existuje

celd fada drah navrZenych pro diferenciaci Thl a Th2, mé
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interakce CD28/B7 nezanedbatelny vliv na diferenciaci

T-bunééného podsouboru.

Interleukin-2 mRNA stabilizace mlZe mit vyznamnou
funkci ptri navazani CD28, ale ukdzalo se, Ze touto funkci
miaZe byt primo nebo nep¥imo ovlivnéna 1 velkd rada dalsSich
cytokinad (Linsley a kol., 199la). Zéanétlivé mediatory
IL-1la, IL-6 a TNFa se produkuji v pamétovych T-bunécénych
populacich v odezvé na signdl CD28, =zatimco v panenskych
populacich se produkuje pouze IL-lo (Cerdan a kol., 1991;
van Kooten a kol., 1991). Exprese IL-4 je rovnéZ regulovana
signalni dré&hou CD28 (Seder a kol., 1994). Touto interakci
jsou rovnéz zvySovany exprese IL-5, IL-10 a IL-13, tj.
dalsich daleZitych medidtord humordlni odezvy (deWaal
Malefyt a kol., 1993; Minty a kol., 1993). Kromé& kolonii
stimulujiciho a rlGstového faktoru v&etné GM-CSF, CSF-1 a
IL-3 a chemotaktickych faktord zahrnujicich IL-8 Jsou
vSechny zvysSovany signdlem vysilanym CD28 (Harlan a kol.,

1995).

Kromé& 7jiZ popsaného potencidlniho pouZziti CD80 ptri
indukci imunity proti rakoviné byla navrZena 1 dalsi
klinickd pouziti CD28 a CD80. Prevence interakce mezi CD28
a CD80 ukdzala na modelovych systémech hlodavcl, Ze lze
1é¢it nékteré autoimunitni odezvy, Ze lze zabranit odhojeni
orgdnu nebo nastupu chorob ,3tép versus hostitel™ a sepsi
spojené s uvolnovanim cytokinG (Harlan a kol., 1995;
Nickoloff a kol., 1993; Thomas a kol., 1994; Zhou a kol.,
1994). P¥idénim CTLA-4 Ig do blokové CD28/CD80 interakce u
my$i 1lze zabranit ptriznaklim podobnym sZiravym vFfedim u
NZB/NZW mySi a krysy lze Casteéné chranit pred smrtelnou
FAE a smrtelnou nefritidou (Harlan a kol., 1995). PrFesto,

Ze 1munoterapeutické pokusy =zaméfené proti autoimunitnim
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chorobdm u 1lidi nebyly doposud provadény, ukazalo se, Ze
biopsie odebrané osobdm trpicim lupenkou a revmatickou
artritidou vykazovaly expresi CD8O0, zatimco normalni
biopsie tuto expresi nevykazovaly (Nickoloff a kol., 1993;
Thomas a kol., 1994). U transplantatd kostni dfené a
organovych transplantatd u my3i a v pfipadé in vitro
humdnnich experimentd vedlo pridani CTLA-4 Ig a bréanéni
interakci CD28/B7 k alespon Castecéné ochrané pfed odhojenim
organu, k ochrané pfed GVLD nebo pred indukcil antigenové
specifické tolerance (Harlan a kol., 1995). Na zaveér lze
konstatovat, Ze in vivo podéani CTLA-4 Ig miZe u my3i
zabranit uvolné&ni cytokinu a vypuknuti sepse, kterd mlZe
vést k septickému Soku nebo k otrave krve (Zhou a kol.,
1994). Manipulace s interakci CD28/CD80 umozZiuje lépe
pochopit T-bunécnou kostimulaci a umozZnuje ¥e3it celou radu

problému s touto kostimulaci spojenych.

Materidly a metody
Izolace pocate&niho fragmentu CD28

mRNA se extrahovala z HKS5 lymfocytd periferni krve
stimulovanych 16 hodin ConA za pouziti RNAzolB RNA
extraké&niho ¢inidla (Biotexc, Houston, TX). Nejprve se z
této RNA reakci reverzni transkriptasy (RT) wvyuzZivajici
jako 3 'primer oligo dT primer odvodila cDNA. RNA a oligo dT
se 3 minuty zah¥ivaly na 75 °C s cilem odstranit sekundarni
strukturu. Potom se pridaly RT, dNTP, pufr a destilované
voda a smé&s se 1 hodinu inkubovala p#¥i 42 °C. Po této
inkubaci se vzorek ohfal na 95 °C a pfi této teploté
udrzoval 5 minut ve snaze inaktivovat RT. Degeneracni

primery odvozené z konvenénich oblasti, které se nachazeji
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v huménnich, my3ich a krdli¢ich CD28 publikovanych
sekvencich nukleovych kyselin (GeneBank, Bethesda, MD) se
potom pouZily pfi pocatecni amplifikaci 673 ntd fragmentu

kédujiciho vétsinu otevieného Cteciho réamce.
CD28-113: CAA CCT TAG CTG CAA GTA CAC
CD28-768: GGC TTC TGG ATA GGG ATA GG

Pro amplifikaci produktu se pozil PCR protokol s horkym
startem, ktery pouziva Tag polymerasu (95 °C 5 min

1 cyklus; 95 °C 30 s, 48 °C 30 s a 72 °C 45 s, 30 cykla;

72 °C 7 min 1 cyklus). Tento fragment se nasledné
vizualizoval na 1% agarosovém gelu, ligoval do TA
chlorovaciho vektoru (InVitrogen, San Diego, CA) a
sekvencoval JjiZ popsanym zpUsobem. Ze sekvence cDNA se

odvodily specifické 3 primery a syntetizovaly pro pouziti

pri 5°RACE reakcich.
CD28-190: CGG AGG TAG AAT TGC ACT GTC C

CD28-239: ATT TTG CAG AAG TAA ATA TCC

Izolace 5 oblasti CD28

Pro ziskani zbyvajici 5 sekvence kocCici CD28 molekuly
se pouzil modifikovany GIBCO 5 RACE protokol (Gibco BRL,
Gaithersburg, MD). RNA se extrahovala z PBMC stimulované 16
hodin Con A. Pro syntézu 1. fetézce cDNA se pouzil 3 genové
specificky primer. RNA a primer se pred pfidanim dalSich RT
reakénich ¢&inidel ohfivaly 5 minut na 75 °C. Po denaturaci
se smé&s ochladila na 4 °C a ptidal se pufr, chlorid

hotreénaty, dNTP, DTT a  SuperScript RT (Gibco  BRL,

toascre
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Gaithersburg, MD). RT smés se inkubovala 30 minut pfi
42 °C, na&eZ se =zahtdla na 70 °C a pri této teploté
udrzZovala 15 minut ve snaze denaturovat RT. Potom se pridal
RNasovy koktejl a reakéni smés se 10 minut inkubovala pri
55 °C, ¢&imZ se odstranila RNA residua a zabréanilo se
extenzi nespravné koncové transferasy (TdT). <cDNA se
nasledné purifikovala pfes kolonu GlassMax Spin (Gibco BRL,
Gaithersburg, MD) s cilem odstranit nezabudovanou dNTP a
primer. Purifikovand cDNA eluovana z kolony se nasledné
spojila s TdT. TdT se pouzila pro =zavedeni dC paty
obsahujici 20 aZz 30 nukleotidd do <cDNA. Do smési
purifikované cDNA, chloridu hofecnatého, reakéniho pufru a
dCTP se po denaturaci cDNA 3 minuty p#i 95 °C pfidal enzym.
Reakdni sm&s se 10 minut inkubovala p¥i 37 °C, naceZ se
enzym inaktivoval 10minutovym oh¥evem na 70 °C. Patou
ukonc¢end cDNA se amplifikovala PCR reakci s horkym startem
na bézi Tag polymerasy (95 °C 5 min; 95 °C 30 s, 55 °C
30 s, 72 °C 45 s 35 cykla; 72 °C 7 min). Primery pro tuto
reakci zahrnovaly 3 primer nachdzejici se na 5 konci
primeru cDNA syntézy a kotvici primer specificky pro dC
linker tvoreny ©prevazné dG s nékolika dI residui.
1 Mikrolitr této reakéni smési se naredil 50 mikrolitry
vody a 5 mikrolitrl tohoto natredéného roztoku se néasledné
pouzilo p¥i ,nested® PCR reakci (95 °C 5 min 1 cyklus;
95 °C 30 s, 55 °C 30 s a 72 °C 45 s 30 cykla pfi pouziti
KlenTag polymerasové smési) s dG/dI 5 kotvicim primerem a
dalsim upstream genove specifickym 3 'primerem.
30 Mikrolitrth ,Nested“ reakce se nasledné vizualizovalo na
1,5% agarosovém gelu a spréavny fragment se z gelu
extrahoval (obr. 19). cDNA se purifikovala JjiZ popsanym
zplsobem pomoci gelového nebulizeru Amicon a filtru
Micropure (Amicon, Beverly, MA). Purifikovany vzorek cDNA

se cyklicky sekvencoval pomoci barviva Jjako termindtoru
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(Perkin Elmer, Norwalk, CN). Z ukoncenych fragmentd se
odvodila konvendéni sekvence. Z této sekvence se

syntetizoval primerovy par, ktery =zahrnoval cely otevieny

Cteci ramec kociciho CD28 genu:
feCD28 5': CGC GGA TCC ACC GGT AGC ACA ATG ATC CTC AGG
feCD28 3': CGC GGA TCC TCT GGA TAG GGG TCC ATG TCA G

Za pouziti téchto primerld se z Con A stimulovanych EK6 a
ED3 PBMC odvozené cDNA amplifikovala c¢cDNA molekula
obsahujici celou kédujici oblast. Na takto pripravené PBMC
cDNA se demonstrovalo, Ze obsahuje RNA kédujici gen. Tato
PCR reakce (95 °C 5 min 1 cyklus; 95 °C 30 s, 42 °C 30 s a
72 °C 45 s 30 cyklh; 72 °C 7 min) pouzivajici KlenTaqg DNA
polymerasu ve snaze redukovat ndhodné chyby spojované s Taq
polymerasou produkovala 754 bp fragment, ktery se
naklonoval do TA klonovaciho vektoru a sekvencoval jiz
popsanym zpusobem. Stejné jako v pripadé CD80 molekuly bylo
kazdé nukleotidové misto ovéreno alespon 3 nezivisle

odvozenymi sekvencemi.

Vysledky

Pri PCR reakci, kterd s duspéchem poskytla produkt
obsahujici témeér celou ko¢ici sekvenci, se pozily
degenerované primery =zvolené 2z konvenénich oblasti mysi,
lidské a kréli¢i CD28 cDNA sekvenci. Diky vy3sSimu stupni
konzervace v molekule CD28 poskytla pocatecni amplifikace
provadénd za pouziti degenerovanych primert v podstaté
celou molekulu. Jako protiklad ke koc¢ic¢i CD80, u které se

na pocatku vyprodukoval pouze maly sttedovy fragment, v
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otevfeném &tecim ramci CD28 cDNA schazel pouze nejkrajneéjsi
5°konec tvoreny 113 ntd (obr.20). Tento poc¢ateni sekvencéni
fragment sdili 86% homologii s analogickou oblasti lidské
sekvence a 86% identitu s analogickou oblasti krali&i cDNA

a 79% homologii s myS3i kédovaci sekvenci.

5°ATG a dalsich 110 ntd a rovnéZ urcitd upstream
5'sekvence se izolovala =za pouziti 5 RACE PCR (Gibco,
Gaithersburg, MA). Pri koncovych reakcich se pouZila cDNA
pfepsand z EK6 Con A stimulované PBMC. U tohoto materialu
produkovala amplifikace s primerem CD28-786 a kotvicim
primerem Dg Spatné definovatelny material (obr.21). Ackoliv
se pri kombinaci primer dG-786 neamplifikovaly zZadné
identifikovatelné péasy, pfi pouZitl ,nested“ CD28 primert
CD28-182 a CD28-239 se z této reakce amplifikovala naredéna
cDNA. Byla patrnd pritomnost viditelného pasu priblizZneé na
600 bp. Tento produkt, pokud se izoloval z agarosového gelu
a sekvencoval, obsahoval 5 upstream sekvenci zahrnujici

vychozi kodon a navazujici na tento kodon (obr. 22).

Ze sekvence téchto produktld se odvodil 5 primer, ktery
obsahoval vychozi kodon. Tento primer se v kombinaci s
3"konstruktem pouZil pro amplifikaci cDNA z RNA extrahované
z EK6 a ED3 Con A stimulované PBMC produkujici 754bp
produkt (orb.23).

7Z kazdého zvifete se kompletné sekvencovaly alespon 2
takové produkty, u nichz se kazZzdé misto nukleotidové
kyseliny zkontrolovalo a potvrdilo alespon 3 nezavislymi
spravnymi Ctecimi sekvencemi. Po sekvencovani celé délky se
produkt sekvencoval =z TA klonovaciho vektoru ve snaze

zajistit konzistentni a reprodukovatelny produkt.
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Ve findlnim 685bp fragmentu kdédujicim cely otevieny
Cteci rédmec se 5°ATG nachdzel v poloze 1 a koncovy kodon se
nachdzel v poloze 664 aZz 666 s dal3imi 19 nukleotidy ve
3'UTR (obr. 24). Stejné jako v pripadé koCic¢i molekuly CD8O
se 5’poloha ATG kodonu potvrdila sekvencovanim 5 RACE PCR

produktl (data nejsou uvedena).

KoCi¢i CD28 gen po sekvencovani vykazoval celkovou
identitu, kterd byla nejbliZzsi krdli¢i a 1lidské sekvenci
(obr. 25). Homologie s mySi cDNA byla jesté stdle pomérné
silnd, ale identita s kufeci sekvenci byla divergentnéjsi,
nicméné srovnatelnd s homologii pozorovanou mezi kufeci

sekvenci a geny ostatnich savca (tabulka 2).

Tabulka 2: Porovnani sekvenc¢ni homologie kocic¢i CD28 s

my3i, lidskou, kureci a kralic¢i CD28

Druh Procento homologie s kocici sekvenci:
Aminokyselina Nukleotid

Clovék 85% 82%

My$§ 77% 74%

Kralik 84% 84%

Kute 59% 50%

Jiz popsanym zpusobem se z nukleokyselinové sekvence
odvodila aminokyselinovd peptidovd sekvence. Identita s
odvozenymi peptidovymi sekvencemi dal$ich publikovanych
genl byla srovnatelnd s identitou na nukleotidové urovni.
Signalni sekvence peptidu sahd do 5'methioninu aZ po zbytek
19. Zda se, Ze v koc¢ic¢i molekule, stejné jako v dal$ich

klonovanych CD28 polypeptidech, sahé signalni
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extraceluldrni IgSF proménnd pseudodoména od zbytku 19 po
zbytek 153. Hydrofobni transmembranova doména pokryva
nasledujicich 27 zbytkl a za ni nasleduje
4lanminokyselinovy cytoplazmaticky konec. Stejné Jjako u
lidské molekuly CD28 ma& koc¢ici polypeptid 5 potencialnich

N-vazicich glykosila&nich mist (obr. 26).

Srovnéani pfedpoklédané aminokyselinové sekvence
ko€¢i¢iho a 1lidského proteinu CD28 demonstrovalo oblasti
homologie s urcitymi rozdily (obr. 27). VétsSinu zmén lze
nalézt v transmembranové doméné&, v signdlni sekvenci a v
HN3 koncové doméné. Nejvys3i stupenl homologie lze nalézt ve

stfedové IgSF V pseudodoméné a v cytoplazmatickém konci.

Porovnédni koc¢ic¢i molekuly CCD28 s predpokladanymi
aminokyselinovymi  sekvencemi lidskych a mySich ¢&lent
CD28/CTLA-4 rodiny demonstruje, Ze mezi ¢leny této skupiny
existuje pouze 25% celkovd homologie , nicméné zGstaly zde
zachovany urcCité specifické oblasti a zbytky. MYPPPY motiv
zlstal zachovadn u vsech ¢&lent této skupiny. Zda se, Ze v
ko¢i¢i molekuly zlstaly zachovany i dalsi zbytky o nichZ se
predpoklada, Ze jsou dileZité pros strukturni integritu a
mezi které 1lze =zahrnout urc¢ity pocet konzervovanych

cysteinovych zbytkld (obr. 28).

Cytoplazmaticka doména kocic¢i molekuly CD28 Jje stredné
konzervovana s dal3imi publikovanymi sekvencemi, zejména
savé¢imi sekvencemi (obr. 29). Jako dusledek sitovani
extraceluldrni ¢&asti receptoru byly navrZena celd *tfada
intraceluldrnich signalizac¢nich drah (Hutchcroft a Bierer,

1995).

Porovnani grafl hydrofilicity predpokladané

aminokyselinové sekvence koCi¢i molekuly CD28 s podobnymi
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grafy navrZenymi pro 1lidsky polypeptid dale demonstruje
pravdépodobnost toho, Ze si kaZdy ©protein zachovava
podobnou strukturni integritu. Nezdd se, Ze by pfipadné
zmény v aminokyselinové sekvenci zpusobovaly vyznamné zmény
v hydrofilicité molekuly, =z ¢&ehoZ vyplyva, Ze zmény v
aminokyselinové sekvenci lze povazZovat za znacné
homologické. Za zminku stoji hydrofilni transmembranova
doména, ve které koc¢ic¢i a lidské peptidy sdileji pouze 75%
homologii a kterd m& presto Jje3té podobny profil

hydrofilicity (obr. 30).

Diskuse

VSechny sekvence klonovanych molekul CD28 vykazuji
stfedni uroven vyvojové konzervace. Lze se domnivat, zZe
uloha molekuly pri aktivaci a mediovani imunity
zprostredkované T-bunkami je zachovdna u celé fady vy$sich
obratlovcd poc¢inaje ptéky pres hlodavce a masoZravce a

véetné vysSich primatt.

Srovnani domnélych aminokyselinovych sekvenci kazdé z
molekul vykazuje mirnou homologii v C¢astech extraceluldrni
domény, o nichZ se predpoklada, Ze se podili na navéazéani
ligandu, a v intraceluldrnich oblastech, o nichZ se
predpoklada, Zze podporuji intraceluldrni signalizaci.
Souhrnem lze ¥ici, Ze nejvy3$3i stupenl homologie se nachézi
v oblasti obklopujici navrzené misto pro navazani ligandu
MYPPPY, které se nachdzi v IgV doméné a leZi v rozsahu

zbytkl 118-123 kod¢ic¢iho polypeptidu.

Navrzenéd signalni sekvence polypeptidd sahd od
5 'methioninu aZ po zbytek 19 (Aruffo a kol., 1987).

Monomerni CD28 Je tvorena signdlni extraceluldrni IgSF
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proménnou pseudodoménou, kterd probihd od zbytku 19 po
zbytek 153 (Aruffo a kol., 1987). Hydrofobni
transmembranovd doména leZi na nésleduijicich 27 zbytcich a
za ni nasleduji 4laminokylelinovy cytoplazmaticky konec
(Aruffo a kol., 1987). Koc¢ic¢i protein m& 5 potencidlnich
N-vazicich glykosilac¢nich mist v identickych pozicich jako
lidsky protein. Je zajimavé, Ze glykosilad¢ni misto, které
se nachdzi na zbytku 105 ko¢ic¢iho proteinu, Jje NQS, zatimco
v lidské sekvenci je to NQT. Tato aminokyselinova
divergence dale odrédzi to, zZe =zatimco mezi molekulami
existuji sekvencni zmény, =zlUstavaji celkové strukturni

vlastnosti zachovéany.

Jak by bylo mozné ocekdvat na zakladé udrovné homologie
sdilené timto proteinem, ukazuje srovnani grafu
hydrofilicity koci¢i a 1lidské molekuly CD28, Ze tyto
molekuly potencidlné sdileji podobné konformaé¢ni vzory.
Nicméné rovnéZ se ukdzalo, Ze pokud zde existuje zménény
zbytek, potom je tato zména zpravidla homologickd. Zatimco
transmembrédnova doména predstavuje oblast molekuly s
nejnizsim stupném konzervace, jejiZz prosté zachovani
vyzadovalo hydrofobni charakter, Jje cytoplazmatickd doména
molekuly CD28, v porovnani s ostatnimi publikovanymi
sekvencemi, konzervovdna pouze mirné. Predpoklada se, Ze
navdzani extraceluldrni ¢&Aasti receptoru zprostrtedkovava
celou fadu intracelularnich signalizac¢nich drah a ackoliv
intracelulérni cast polypeptidu CD28 nema vlastni
enzymatickou aktivitu, ale spi3e schopnost vazat ligand,
zpUsobuje aktivaci intraceluldrnich efektorovych molekul
(Aruffo a kol., 1987). Jako potencidlni mista pro
fosforylaci tyrosinu byly navrzeny 4 konzervované
tyrosinové zbytky (Y73, yi88, vyl 5 v29% (14 a kol., 1992).

Jako misto SH2 domény v lidském a mySim proteinu byla dale
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navrZzena MNM sekvence, kterd ma& pocCatek na zbytku 193
koi¢i molekuly (Prasad a kol., 1995). Potencidlni misto
fosforylace proteinkinasolu C zUstalo na S8, zatimco T?%?
by mohlo byt mistem Erkl nebo Erk2 prolinem Ffizené
serin/threoninkinasové aktivity (Hutchcroft a Bierer,
1996). Jak JjiZz bylo diskutovéno vySe, signalni funkce
receptoru CD28 mé& vice aspektl, takZe neni prekvapenim, Ze
cytoplazmaticky konec peptidu m& mnozZinu potencidlnich

signalizaé&nich medidtoru.

Dalsi aplikace koc¢i¢i molekuly CD28 by mohly zahrnovat
vyvoj néastroja pro detekci povrchové exprese receptoru a
monitorovani exprese CD28 po infikaci viry, napfiklad po
infikaci FIV. Pokud by se néastroje pro detekci proteinu
mohly zkombinovat s JjiZz existujicimi metodami mérené
detekce, potom by bylo mozné ziskat hodnotné informace o
urovni exprese v prtb&hu infekce. Dalsi korelace CD28
expresnich vzort v pribéhu chronické FIV infekce by
umoznila pouzit koc¢ic¢i systém jako priklad spravného modelu
HIV infekce u 1lidi a mohla by vést k =ziskani uplnéjsSich
odpovédi na stédle Jje3té nezodpovézené otdazky souvisejici z

prubé&hem infekce u obou systému.

Priklad 7
Exprese proteinu CD28/CD80
Uvod

PfestoZe komunikace v imunitnim systému je z velké
Casti  zprosttedkovéna rozpustnymi faktory, pro primy

kontakt bufika-bufika Jje u primdtd a hlodavci potrebna
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iniciace primdrni T-bunéc¢né odezvy (Mescher, 1992). Na
pocatku byla domnénka, Ze se tato interakce podili pouze na
interakci mezi TCR na T-bufice MHC na antigen prezentujici
bunice, ale pozdéji se zjistilo, Ze navazdni mezi
akcesornimi molekulami je potfebné pro uplnou aktivaci
T-bunky (Schwartz, 1992). Jak jiZ bylo diskutovano, dikazem
toho je interakce mezi CD28 a CD80 vedouci k vyvoléani

tohoto akcesorniho signdlu (Linsley a kol., 1991a).

Mnoho daleZitych receptord a 1ligandd u obratlovct
spadd do superrodiny IgSF (Springer, 1990). Tyto molekuly
jsou charakteristické pfitomnosti imunoglobulinové pseudo-
oblasti, kterd se nachdzi zpravidla v extraceluldrni ¢&&sti
molekuly (Buck, 1992). Ackoliv stupen konverzace Jje rlzny,
omezuje se casto na ty zbytky, které jsou pot¥febné pro
generovani Ig sbaleni (Beale, 1985). Charakteristiky Ig
domény zahrnuji 2 Dblizce souvisejici anti-paralelni
B-rfetézce spojené smycCkami, za nimiZ néasleduje konzervovana
topologie (Williams a Barclay, 1988). I pres sdileni
strukturnich vlastnosti jednotlivymi ¢&leny této rodiny je
pro tuto rodinu prizna¢né diverzni uspotrddéni vazebnych
interakci a signalizac¢nich vlastnosti (Anderson a kol.,

1988) .

Jako ¢&lenové IgSF rodiny sdili Jjak CD28, tak CD80
urCity stupen strukturni podobnosti ve svych extraceluldr-
nich doménach. CD28 mé& jedinou extraceluldrni V oblast,
ackoliv je exprimovan jako heterodimer navédzany na disulfid
(Aruffo a kol., 1987). Extraceluldrni oblast CD80 molekuly
ma vsak jak V typ, tak C typ domény a je exprimovana jako
monomer (Freedman a kol., 1989). Vzhledem k tomu, Ze
Clenové IgSF rodiny sdileji strukturni znaky 1lze, pro
vytvoreni idedlni pfirozené struktury p#ibuznych molekul,

které by nebyly krystalizované, pouZit pouze omezené
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teploty (Bajorath a kol., 1993). Ac¢koliv CD28 ani CD80
polypeptid neni krystalizovén, byly molekuly CD2 (Driscoll
a kol., 1991) a CD8 (Leahy a kol., 1992) s analogickymi
extracelularnimi doménami analyzovadny pomoci rentgenové
krystalografie a poskytly urcitou ptredstavu o struktufe

pfibuznych &lenl IgSF rodiny (Linsley a kol., 1995a).

Jak jiZz bylo diskutovédno CD80 a CD86 sdili podobnou
ochotu se vazat s molekulami CD28 a CTLA-4. Nicméné CD28 je
nizkoafinitnim receptorem pro tyto ligandy, zatimco CTLA-4
ma vysokou afinitu pro objem molekuly (Linsley a kol.,
1994a). PrfestoZe byl navrZen urcity moZny mechanismus, neni
doposud jasné, Jjak Jje nizkoafinitni receptor s vysokou
rychlosti disociace, jako napfiklad CD28, schopen vysilat
nezbytny kostimulaéni signdl pro vyvoj T-bunék (Linsley a
kol., 1995a). Predpoklddéd se, Ze navazani CD80 na CD28 na
povrchu T-bunky miZe podporovat oligerimizaci receptoru,
ktery by mohl usnadnit produktivni navdzdni a vyvoléani
signalu (Linsley a kol., 1995a). Bylo zjisténo, Ze CD28 je
pravidelné distribuovan na aktivovanych T-butikdch a tak se
tedy predpokladéd, Ze po =zachyceni T-bunky tato molekula
migruje na membranu (Damle a kol., 1994) . Vysoka
koncentrace oligorimizovaného CD28 by podporovala
reasociaci volného CD28 v oblasti kontaktu burika-bunka a
podporovala by vyslani signdlu bez ohledu na vysokou
rychlost disociace (Linsley a kol., 1995a). Tento =zpusob,
ktery Je oznacCovan jako pfimy ,capping“, nebyl sice p#¥imo
pozorovan v souvislosti s interakci CD28/CD80, ale byl
pozorovan v priipadé dalSich receptord, kde byla potfebna

podobna interakce pro kontakt bunka-bunka (Singer, 1992).

I kdyz se ukdzalo, Ze pro promologaci T-buikami
zprostfedkované imunitni odezvy Jje dualeZitd interakce mezi

molekulami CD28 a CD80 existuje jesSté stdle velkd oblast
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mechanismu této signdlni drahy, kterd nebyla objasnéna
(Linsley a kol., 1993a). Existence 2 receptora a 2 liganda
vyvolava otazku, jakou Glohu kaZdéd z t&chto molekul sehriva
pri aktivaci T-bunék (Linsley a kol., 1992b). CTLA-4 se
sice vaZe silné&ji, ale exprimuje se mnohem pozd&ji po
aktivaci a ackoliv byly pro CD28 navrZeny signalizadéni
drahy, nebylo doposud ur¢eno, zda po navazani ligandu na

CTLA-4 dojde k vyslani signdlu (Linsley a kol., 1995a).

Materidly a metody
Priprava inzertut

Pro amplifikaci celého otevieného <&teciho ramce gent
pro koCicCi CD28 a CD80 pro zavedeni do exprimac&nich vektort
se pouzily nasledujici primery
fe CD8B0 5': CGC GGA TCC GCA CCA TGG GTC ACG CAG CAA AGT GGA
AAA C
feCD80-960: CCT AGT AGA GAA GAG CTA AAG AGG C
feCD28 5': CGC GGA TCC ACC GGT AGC ACA ATG ATC CTC AGG
feCD28 3': CGC GGA TCC TCT GGA TAG GGG TCC ATG TCA G

Aby se wusnadnilo =zavedeni do mnoZiny klonovacich mist,
opatfily se 5°CD80 primer a oba CD28 primery s BamHI misty
a vhodnymi linkery. 3 BamHI misto se preneslo na CD80
sekvencli vydigerovéanim TA klonovaciho vektoru. 5 primery
rovnéz obsahuji Kozakdv box a 5°ATG pro oba geny. V obou
pfipadech se primery pouZily pro amplifikaci z templatu
kédujiciho celou sekvenci kazdého genu, ktery byl pfedem
naklonovan do TA klonovaciho vektoru. PF¥iblizn& 10 ng

kazdého plasmidu se pouZilo p¥i PCR amplifikaci provadéné
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na bazi Taq polymerasy (95 °C 5 min, 1 cyklus; 95 °C 30 s,
60 °C 30 s, 68 °C 45 s, 30 cykla; 68 °C 7 min 1 cyklus).
Amplifikované produkty se vizualizovaly elektroforézou na
agarosovém gelu a potom ligovaly JjiZ popsanym zplsobem do
TA klonovaciho vektoru (InVitrogen, San Diego, CA). Liga&ni
reakce se pouZila pro transformaci InvaF  kompetentnich
bunék a pozitivni klony se screenovaly a vybraly JjiZ

popsanym zplUsobem.

Klonovani do pSI

V ramci klonovani do pSI se pfi transformaci COS-7
bunék pouzil vektor, plasmid se digeroval EcoRI a enzym se
nasledneé odstranil odstfedivou kolonou Micropure EZ
(Amicon, Beverly, MA). Po odstran&ni enzymu se plasmid
zpracoval fenolem a chloroformem ve snaze odstranit veskery
residualni protein a alkohol se vysrédZel. Inzerty se
digerovaly z 50 pg plasmidové DNA purifikované QIAGENEM
(Qiagen, Chatsworth, CA). Z klonl obsahujicich TA klonovaci
vektor se spravnymi inzerty za pouziti EcoRI mist
nachazejicich se ve vektoru lemujicim inzert. 100 ul
Digestu se zpracovalo pomoci elektroforézy na 1,5%
agarosovém gelu a digerovany fragment se vyst¥ihnul. Inzert
se nasledné purifikoval Z agarosy pomoci gelového
nebulizeru a filtrac¢ni jednotky Microcon (Amicon, Beverly,
MA). OSetfeni pSI digerovaného pomoci EcoRI se zpracovalo
alkalfosfatésou, ¢imZ se redukovaly zmény autoligace
vektoru. Jednohodinové zpracovani 0,1 U/ug teleci
intestinalni alkylinfosfatdsy (CIP) provadé&né p¥i 37 °C
defosforylovalo digerované konce vektoru. CIP se odstranila
tepelnou denaturaci provadénou 30 min p#i 65 °C a potom

nasledovala purifikace odstfedovédnim v odst¥edovaci koloné
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Micropure EZ (Amicon, Beverly, MA). Inzerty se ligovaly
primo do fezu a defosforylovaného pSI vektoru pfes noc pri
teploté 16 °C a =za pouZiti T4 DNA ligasy. Molarni pomér
ligandu ku vektoru byl ptibliZné 3:1 pri 0,05 ug CD28 nebo
CD80 inzertu ku 0,1 pg pSI. Jeden pl ligac¢ni reakce se
nasledné pouzil pro transformaci InvaF  kompetentnich
bunék. Bunky se nanesly v prouZcich na LB plotny obsahujici
50 pg/ml ampicilinu. Plotny se inkubovaly pfes noc p¥Fi
37 °C a néasledujici den se kolonie naockovaly do 5 ml LB
média obsahujiciho 100 pg/ml ampicilinu. Po celonod&ni
inkubaci p#¥i 37 °C za soulasného prot¥epavani p¥i frekvenci
220 min™' se plasmidovd DNA extrahovala alkalickou lyzi,
DNA se purifikovala fenol/chloroformovou extrakci a
vysrazela dvéma objemy 95% ethanolu. Na DNA se pusobilo
RNasou a produkt se nésledné digeroval 10 jednotkami EcoRI.
Digesty se vizualizovaly na 1% agarosovém gelu ve snaze
identifikovat pozitivni klony. Plasmidovd DNA se nésledné
extrahovala =z 5 ml no¢ni kultury pozitivnich klont za
pouziti QIAprep odsttredivych kolon (QIAGEN, Chatsworth, Ca)
(Obr. 31). Purifikovand DNA se néasledné sekvencovala za
pouziti terminac¢niho cyklu na bézi barviva s vnitfnim
3'primerem s cilem stanovit orientaci inzertu v plasmidu.
Lokalizace primeru byla takova, Ze sekvencovani mohlo
probihat p¥es spoj mezi vektorem a inzertem, J&imZ se
zajistila spravnd orientace. Klon kaZdého genu s timto
plasmidem ve spravné orientaci se potom nechal rust ve
100 ml1 kultury a plasmid se extrahoval pomoci QIAGEN
(Chatsworth, CA) maxi-prep kolony.
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Klonovani do SFV

Pri zavadéni do SFV vektoru se inzerty a plasmid
zpracovali v podstaté stejnym zplUsobem. 100 pg SFV vektoru
se 1 hodinu digerovalo p#i 37 °C 120 jednotkami BamHI (obr.
32). Enzym se z digestu izoloval odstfedovanim pomoci
Micropure EZ filtru (Amicon, Beverly, MA). Plasmid se
nadsledné o3etfil pomoci CIP. CIP se tepelné& inaktivovala a
plasmid se potom opét purifikoval Micropure EZ filtrem.
Inzerty se 2z purifikované TA klonujici vektorovou DNA
purifikovaly digeraci pomoci BamHI. Inzerty se purifikovaly

a jiz popsanym zpusobem ligovaly do  vektoru. Po

transformaci InvaF  kompetentnich bunék se plasmidovy
inzert a orientace potvrdily jiZ popsanym sekvencovanim
pomoci barvivového terminadniho cyklu. P¥iprava plasmidu se
ve velkém méritku provaddéla na pozitivnim klonu ka%dého

genu.

Exprese pSI proteinu

Pfi pSI transformaci eukariotickych buné&k se COS-7
bunky ziskaly od American type culture collection (ATCC).
Zmrazenda zasobni surovina se resuspendovala v 15 ml DMEM +
10% fetalnim telecim séru (FCS). Kultury se nechal néasledné
rust jako monovrstva v batfikdch T-75. Ve&er pred transfekci
se bunky po oSetfeni 0,25% roztokem trypsin EDTA z banék
odstranily proplachnutim PPS. Bufiky se ndsledn& inokulovaly
ptiblizné 20% splyvavosti do 100 mm kultivadnich misek a
nasledujici den nechaly dorlist do priblizné 50%
splyvavosti. V pfipadé kazZdé transfektované misky se 5 ml
DMEM-NuSera (Collaborative Biomedical Products, Bedford,

MA) smisilo s 0,2 ml DEAE-dextran/chlorochinového roztoku.
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Do této smési se potom pridalo 10 pg/ml purifikovaného pSI
plasmidu. Z COS bunék se odsdla média a pridal se DMEM-
NuSerum/DEAE~-dextran/chlorochin/DNA  roztok. Kultura se
inkubovala 3,5 h v inkub&toru obsahujicim 5% CO,. Potom se
odstranilo médium a nahradilo 5 ml 10% DMSO v PBS. Po 2 min
se tento roztok odsal a bunky se nechaly rust pfes noc v
5 ml DMEM/10% FBS. Nésledujici den se buiky rozd&lily do
dvou 100 mm kultivac¢nich misek. Po 3 dnech se média odséala
a transformované bunky se odstranily z PBS/0,5 uM EDTA. K
bunkam se pridala smés PBS a EDTA a bunky se 15 min
inkubovaly p¥i 37 °C. Supernatant se odstranil a sloudil s
naslednymi PBS pruplachy. Supernatant a prlplachy se potom
odstfedovaly. Vysledné pelety se resuspendovaly v DMEM/FBS
a COS bunky se secCetly.

Exprese proteinu SFV

Transfekce SFV vektorem se provaddé&la v bunkdch ledvin
mladéte kfecka (BHK). 30 pg purifikovaného plasmidu se 1 h
digerovalo pri 37 °C Spel. Enzym se nasledné& odstranil
Micropure EZ filtrem (Amicon, Beverly, MA) a DNA se
vysrazela 2,5 objemy 95% roztoku EtOH. 1,5 pug plasmidu se
potom pouzilo jako templdt pro in vitro transkripci
mediovanou Sp6. DNA se 1 h inkubovala p#i 37 °C s:
transkripénim pufrem, 100 mM DTT, 100 mM G) (5 )ppp (5°) G,
smési rNTP, vodou, RNasinem, a 60 jednotkami Sp6 RNA
polymerasy. Po transkripci se reakéni sm&s rozd&lila na
alikvotni podily a vzorek se vizualizoval na 1% agarosovém
gelu. 45 pl Transkripéni reakdéni smési se pouzilo pro
transfektovani BHK bunék pfi pribliZné& 80% splyvavosti v
bankach T-75. GMEM médium + 10% FCS médium se 2z bundk

odsédly a nahradily médiem Opti-MEM. Po 2minutové inkubaci
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se toto médium nahradilo Opti-MEM médiem/9 ph/ml
lipofectinu/pfepsanou RNA. Kultury se 2 h inkubovaly p#i
37 °C v 5% CO, za c&astého manudlniho michani. Po 2 h se
médium odstranilo a nahradilo GMEM-10% FCS. Kultury se
inkubovaly 7 aZz 9 h a Dbunky se nésledn®& odstranil

trypsinizaci.

Klonovani do pQE

Pro koci&i CD 80 a CD28 gen se rovnéZ zkonstruoval
bakteridlni expresni vektor pQE. Vy¥izly a CIP o3etfeny pQE
plasmid, pfipraveny a purifikovany jiZ popsanym zplsobem se
ligoval T4 DNA ligasou v molarnim poméru inzert ku plasmidu
4:1 za pouziti 50 ng gelem purifikovaného CD28 nebo CD8O0.

Ligace se inkubovala 16 h p¥i 16 °C. 2 pl Liga&ni reakce se

nasledné pouZily pro transformaci INVaF ~ kompetentnich
bunék. Pozitivni kolonie se vybraly a orientace inzertu se
potvrdila sekvencovanim. Provedla se pfipfava
purifikovaného plasmidu ve velkém mé&fitku a plasmid se
pouzil pro transformaci M15 pREP4 buné&k p¥ipravenych pomoci
rubidiumchloridu. Transformované buiiky se nechaly vyrist na
LB plotnach obsahujicich 50 pg/ml kanamycinu a ampicilinu,
jejichZ ukolem bylo zajistit zadrZeni pQE a pomocnych pREP4
plasmidd v té&chto koloniich. Pozitivni kolonie se nasledné
screenovaly alkalickou vizi minipreparatu a BamHI
restrikéni digeraci. Kolonie s potvrzenymi inzerty se
zmrazily pro budouci pouZiti v 50% glycerolovém zAasobnim

roztoku.
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Vazebny test

Vazebné testy pro transfektované buiiky exprimujici
koC¢i€i CD80 a CD28 se provadély podle protokolu, ktery
popsal Linsley a kol., 1994a. Jeden den po transfekci se
CD28 exprimujici COS-7 bufiky odstranily pomoci trypsin-EDTA
z bunék T-75. Bufiky se nechaly prilnout k jamkam
24jamkovych ploten v koncentraci 1x10° bund&k/ml. O 2 dny
pozdéji se feCD80/pSI transfektované COS-7 buniky odstranily
pomoci PBS/0,5 uM EDTA z T-75 ban&k. Tyto buiiky se nésledné&
fluorescentné oznaldily 5pM roztokem Calceinu AM (Molecular
Probes, Eugene, OR) ve sterilnim PBS 1% BSA, pricemZ toto
znaceni se provddélo 30 min p¥i 37 °C (Akeson a Woods,
1993). ,Fale3né&“ transfektovné COS-7 bunky se oznacily
stejnym zplsobem. Oznaené buiiky se potom 3x propléachly
DMEM + 10% FCS ve snaze odstranit nezabudované znaceni,
spocCitaly a p#idaly pfimo do monovrstvy. Tyto 2 bunédéné
populace se nechaly vzadjemn& plsobit 1 h p#i 37 °C.
Neprilnulé buniky se odstranily t¥emi opatrnymi priplachy
monovrstvy pomoci DMEM + 10 FCS. Po proplachnuti se
fluorescence kaZdé z jamek kvantifikovala na mikroplotnovém
fluorimetru. Fluorescence v jamkéach obsahujicich
transfektované populace se porovnala s jamkami, do kterych
se k COS-7 buiikdm transfektovanym samotnym pSI plasmidem

pridaly burky exprimujici CD8O.

Pro demonstraci specifidnosti této interakce  byly
navrzeny srovnavaci vazebné testy, ve kterych se za pouZiti
CTLA-4 Ig a CD80 Ig fuznich proteinti (laskavé poskytnutych
P. Linsleyem, Bristol-Meyers Squibb) inhibovaly interakce
buiika/burika. Po ozna&eni Calceinem, ale pfed pfidanim bunék
exprimujicich CD80 do monovrstvy se CTLA-4 Ig v DMEM/FCS v

koncentraci 1 pg/ml 30 min inkuboval s oznacenymi
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transfektovanymi bunkami. Bunky se 2x proplachly DMEM/FCS a
pfidaly do monovrstvy. Alternativné se bunky exprimujici
CD28 30 min inkubovaly v monovrstvé s CD80 Ig v koncentraci
1 pg/ml v DMEM/FCS a po proplachnuti se pfidaly
fluorescencneé znacené buflky exprimujici CD80. Inhibice
vazby fuznimi proteiny se hodnotila na zaklad® srovnani
fluorescence v téchto jamkdch s fluorescenci pozorovanou v

jamkdch postradajicich konkurenty.

RT-PCR

U transfektovanych COS buné&k se rovné&Z provedla RT-PCR
analyza na mRNA transkripci. Po 3 dnech se =z bundk
transfektovanych z pSI obsahujici feCD28, feCD80 nebo bez
inzertu extrahovala RNA. RNA se o3efila DNasou prostou
RNasy ve snaze odstranit potencidl pro kontaminadni DNA.
0,5 pg RNA se nasledné reverzné prepsalo na cDNA za pouziti
oligo dT primeru a MuMLV reverzni transkriptasy. KazZdy cDNA
vzorek se nasledné amplifikoval primerovou sadou
specifickou pro CD28, CD80 a G3PDH za pouZiti nasledujiciho
teplotniho cyklu: 95 °C 5 min 1 cyklus; 95 °C 30 s, 55 °C
30 s, 72 °C 30 s, 30, cyklt; 72 °C 5 min, 1 cyklus. 20 nl
KaZzdé reakce se nésledné& vizualizovala na 1% agarosovém

gelu.

Vysledky

Geny pro koCi¢i CD28 a CD80 se Usp&sné zavedly do tri
protein exprimujicich vektort (pSI, SFV a PQE) . Po ligaci

do pfisluSného vektoru se geny pouZily pro transformaci
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INVaF~ kompetentnich bunék. Obr. 33-38 znazornuji

prislusné vektory se spravnymi cDNA inzerty.

Vazebné testy se provedly ve snaze demonstrovat
schopnost exprese funk&niho proteinu. Cilem pocatecnich
testd bylo stanovit vztah mezi navézénim CD28 a CD8O
transfektovanymi COS-7 bunikami a CD28 transfektovanymi a
~falesné" transfektovanymi COS-7 butikami. PFi pocatecdnich
dvou fredénich byly fluorescence v jamkéch, do kterych se
umistily fluorescencéné znacené neprilnavé CD80
transfektované buiiky, vy33i ne? fluorescence v kontrolnich
jamkach. Interakce mé&la davkovou odezvu a po pocatednich
dvou fedénich byl zachyt fluorescence v jamkach, ve kterych
se nachazely pfilnavé builky exprimujici na svém povrchu
protein, a v jamkach, ve kterych se nachazely ,fale3né&"

transfektované kontrolni bufky, stejny (cbr. 39).

Ve snaze dokézat, Ze tuto interakci 1lze inhibovat, se
jeSté pfed smisenim inkubovaly transfektované bun&&né linie
S rozpustnym protireceptorem. P#¥i koncentracich 5x10° a
1x10° buné&k, byla fluorescence v jamkach obsahujicich CD28
a CD80 exprimujici COS bunky podobnéa fluorescenci
pozorované pri predchozim experimentu. V jamkach, ve
kterych se pfilnavé buiky inkubovaly pfed smisenim s CDS80
Ig protireceptorem, byla zachycenid fluorescence srovnatelné
S fluorescenci zjisténou u kontrolnich ~faledné"
transfektovanych jamkach. Pokud se COS buniky transfektované
s CD80 pSI pfed vystavenim bunék bufikam transfektovanym
CD28 pSI inkubovaly s rozpustnym CTLA-4, potom nebyla
fluorescence vibec inhibovéna. I kdyZ drovné& nejsou tak
vyznamné jako v pfipadé neinhibované skupiny, byly zcela
jasné vyS88i neZ kontrolni nebo druh& experimentdlni skupina

(obr. 40).
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RT-PCR se provadéla na RNA odvozené z COS-7 bunék
transformovanych pSI-CD28, pSI-CD80 a ~falesné“
transfektovanych ve snaze demonstrovat pritomnost mRNA
specifické pro kazdy gen v bunécéné 1linii. Obr. 32 ukazuje
1% agarosovy gel pro kazZdou bunécnou linii. Gen pro G3PHH
se amplifikoval v kazZdé sadé& s Cilem ukdzat RNA integritu a
jako pozitivni kontrola ,falesSné&" transfektované sady.
CD80 pSI transfektované COS-7 bunky exprimovaly CD80 mRNA a
G3PDH zpravu (message), zatimco CD28 pSI transfektované
COS-7 bunky exprimovaly geny pro CD28 a G3PDH. ,Fale3né&"

transfektované bunky exprimovaly pouze G3PDH (obr. 41).

Diskuse

Nedostatek vhodnych protildtek znemoZnuje provadéni
pfimého testu, ktery by demonstroval expresi peptidu.
Komercné& dostupné anti-hu CD28 a anti-hu CD80 monoklon&lni
protilétky se testovaly na izolovanych lymfocytech s cilem
stanovit, zda existuje kfiZovd reaktivita. FACS analyza
pouzivajici tyto protildtky potvrzenad PCR, kterda méla
prokazat expresi zpravy pro oba povrchové proteiny, byla
nelspé&snad. Tyto vysledky vedly v kombinaci se skutecdnosti,
Ze protilatky nerozpoznaly povrchovou expresi na pSI
transfektovanych bunkach, k =zavéru, zZe tyto protilatky
nejsou kriZové reaktivni. NeocCekdvalo se, Ze by byla
protilatky CDBO kfiZové reaktivni. Omezend homologie mezi
lidskou a koc¢i¢i molekulou CD80 by omezila potencidl pro
kfiZzovou reaktivitu u monoklondlné& odvozené protiléatky.
Nicméné je ponékud prekvapivé, Ze krfiZové reaktivni neni
ani anti-hu CD28. Ackoliv mezi klonovanymi molekulami CD28
existuje vy35i stupen konzervace, nebyla nalezena komer&né

dostupnéa anti-~hu CD28 protilatka, ktera Dby k¥izZové
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reagovala s mySim proteinem. Stejné Jjako v prfipadé anti-
hu CD80 protilatky, bylo i testovani hu CD28 monoklondlnich
latek netGspé3né. Bylo tfeba vzit v Gvahu, Ze by test mohl
demonstrovat nejen pravdépodobnost, Ze dochdzi k expresi
peptidl, ale rovnéZ to, Ze tyto peptidy jsou funké&ni a

schopné interakce.

cDNA koc¢i¢i CD80 a CD28 byly uUspésné zavedeny do rady
expresnich vektorl. Zatimco pSI vektor splnil poZadavky
nezbytné pro provadéni vazebného testu, dalsi vektory mohly

usnadnit budouci proteinovou expresi.

Po transfekci se exprese CD28 a CD80 mRNA COS-7
transformovanymi bunécnymi liniemi potvrdila pomoci RT-PCR.
OSetfeni RNA DNasou pfed PCR reakci by mélo vyznamnym
zpusobem redukovat Jjakoukoliv moZnost genomové nebo
plasmidové DNA kontaminace. Kromé€ toho se nepfedpokladalo,
Ze by COS-7 bunky pfirozené exprimovaly néktery z ligandi,
coZz se dale potvrdilo absenci =zprédvy pro oba povrchové
proteiny u ,fale3né“ transfektovanych kontrolnich buné&k.
Amplifikace spradvné zpravy od RNA z transfektovanych buné&k
pravdépodobné odrazi skutecnost, Ze v buikdch je pfitomen

pSI templadt a Ze zpréva kdédovand plasmidem byla pF¥epséna.

Vazebné testy byly provadény podle testa
pfizpusobenych P. Lynsleyem, tak aby demonstrovaly podobnou
vazebnou ochotu lidské molekuly CD80 a CD86 (Linsley a
kol., 1994a). Modifikovany formdt se pouZil pro demonstraci
skutecnosti, Ze Jje povrchové exprimovand koc¢i&i molekula
CD28 navazéna na povrchové exprimovanou kodidi molekulu
CD80 a Ze jejich vzadjemnou interakci 1lze inhibovat pomoci
rozpustného receptoru. Urovefl navézani bylo moZné odvodit
na zakladé retence fluorescenc¢né znalenych bunék ve

specifickych Jjamkach. ProtoZe se pouZil fluorescend&ni
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plotnovy ¢&itac¢, nebylo nutné, aby se bunky pfed mé&fenim

fluorescence lyzovaly.

Pocatecni test ukazal, ze retence fluorescend&né
znaCenych CD80-pSI transfektovanych COS bunék je vét3i v
jamkach, ve kterych se prilnulé bunky transfektovaly CD28-
pSi, neZ v Jjamkach, ve kterych se pfilnulé buriky ,fale3né&"
transfektovaly. Kontrolni bunky, to je COS bunky ,fale3né&"
transfektované pSI postradajicim inzert, zajistily, Ze ani
pfitomnost vektoru, tj. samotny transfekéni proces, ani
adhezivni vlastnosti bunék nezplsobily adhezi mezi bufkami
zprostfedkovanou interakci mezi povrchové exprimovanymi
molekulami CD80 a CD28. P¥i pocdatednim Fedé&ni 1x10° bunék
byla fluorescence v jamkach, ve kterych bunky exprimovaly
molekulu CD28, pribliZné 5x vy3S5i neZ v jamkach, ve kterych
byly do pritomnych ,fale3né&“ transfektovanych bunék
zavedeny fluorescencné znacené CD80 transfektované budky.
P¥i ¥ed&ni 5x10° buné&k fluorescence vyznamné poklesla diky
sniZeni poc&tu bunék, ale Jjeji uroveil je stéle podstatné
vy331 nez v kontrolnich jamkdch. PFi koncentraci 1x10°
bunék neni rozdil v Grovni fluorescence v experimentalnich
a kontrolnich jamkadch statisticky odlisSitelny a pfi
koncentraci 1x10* jsou trovné& fluorescence témdf identické.
Tento test naznacuje, Ze interakce, kterd probih& mezi CD80
transfektovanymi a CD28 transfektovanymi COS bufikami, ma za
nasledek zachyceni fluorescencné znacenych CD80
transfektovanych bunék v jamk&ch. Nicméné pokud ptrilnuté
buniky neexprimovaly povrchovy protein, potom bylo moZné
CD80 transfektované bunky odstranit opatrnym oplachnutim.
Tento uc¢inek by mohl byt odtitrovén a pf#i koncentraci 1x10*
bunék byly fluorescence v buifikdch v podstaté& identickad. Ve

snaze potvrdit diskutovanou interakci se do jamek zavedly



01-3116-00-Ce e

108

rozpustné receptory, jejichz ukolem bylo inhibovat

interakci CD28/CDS8O0.

Druhy test zahrnoval zavedeni rozpustnych forem
protireceptord pro kazdy peptid, jehoz cilem bylo pokusit
se inhibovat interakci mezi adheznimi partnery. Rozpustny
receptor pro CD80, tj. hu CTLA-4 Ig, a rozpustny receptor
pro CD28, tJj. hu CD80-Ig, se inkubovaly s prislusSnymi
transfektovanymi COS-bufikami exprimujicimi protireceptor
jednotlivych molekul pfed smisenim teéchto dnou bunécnych
typli. Alkoli rozpustné proteiny nebyly ko¢i¢iho plvodu,
bylo patrné, Ze vzhledem k Urovni konzervace mezi navrZenou
vazebnou oblasti lidské molekuly a analogickymi oblastmi v
koci¢i molekule =zde bude dostateénd kfiZova reaktivita.
Kromé& toho se 1id8ti fuzni partneri vazi se svymi mySimi
protireceptory (P. Linsley, osobnil konzultace). Vzhledem k
poltu bunék potfebnych pro test nebylo moZné provést test s
1x10° bufikami. Prvni koncentraci bylo 5x10° buné&k, ptri
které samotné CD28/CD80 transfektované bunky demonstrovaly
st¥edni fluorescenci podobnou fluorescenci z pfedchoziho
experimentu. Neni zcela =zrfejmé, proc¢ prilnulé Dbunky
inkubované spole¢né s rozpustnym CD80 receptorem méli
fluorescenci podobnou fluorescenci rfaledné"
transfektovanych kontrolnich bunék, zatimco nepfilnulé CD80
transfektované fluorescenéné znaCené buniky inkubované
spolené s rozpustnym CTLA-4 mély priblizZné 2x aZ 3x vy3si
fluorescenci. Navzdory rozdilim vyvolanym typem rozpustného
receptoru, do3lo ke znalnému sniZeni Urovné fluorescence v
jamkadch, do kterych byl zaveden rozpustny receptor v
porovnani s Jjamkami, ve kterych nebyl pfitomen Zadny
receptor. Interakci demonstrovanou pfredchozim testem 1lze
inhibovat zavedenim spradvného rozpustného protireceptoru

pfed smisenim zminénych bunék.
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Monoklonalni protilatky specifické pro povrchové
proteiny se obecné zdaji byt pro tento typ testu vhodné, za
absence spravnych reakénich ¢&inidel, to znamena, Ze
existuje Zivotaschopny format, pomoci kterého lze
demonstrovat expresi funkénich protireceptord. Vysledky
poCateéniho vazebného testu v kombinaci s vysledky
srovnadvaciho vazebného testu potvrdily izolaci funkéni
koZi&i CD80 a CD28 cDNA a ddle to, Ze proteiny exprimované
uvedenou zpravou jsou funkéné interakéni. Ackoliv Jsou
aplikace tohoto typu vazebného testu omezené, zustava tento
vazebny test G&innym systémem, na kterém lze demonstrovat

pravdépodobnost funkéni povrchové exprese a interakce.

Priklad 8
Infekce
Uvod

Lwoff definoval viry jako ,striktné intracelularni a
potencidlné patogenni entity s infekéni fé&zi, které 1) maji
pouze jeden typ nukleové kyseliny, 2) mnoZi se ve formé
svého genetického materidlu, 3) 3jsou neschopné rustu a
podléhaji bindrnimu déleni a 4) postradaji Lippmannuv
systém“™ (Lwoff, 1957). Viry Jjsou neceluldrni povahy a
jejich genom, at uzZz RNA nebo DNA fidi syntézu dalSich
viriond bunfikou infikovaného hostitele (Luria a Darnell,
1968). Virovad onemocnéni predstavujili zajimavy systém, na
kterém 1lze demonstrovat  praktické aplikace B7/CD28
signalizadniho komplexu. Kromé& retrovirll zplsobuje naruSeni
normdlni imunitni funkce i HIV u 1lidi a virus kocié¢i
imunodeficience (FIV) u kocCek. Predpokladd se, Ze Kk

porusSeni normdlni imunitni funkce doché&zi v disledku
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eliminace CD4" T-buné&k (Fauci a kol., 1984; Pedersen a
kol., 1987). Prfedpokladdd se, Ze CD28/CD80 signalizaéni
komplex hraje urlitou ulohu pfi téchto onemocnénich a Ze by
manipulace s expresi receptoru mohla infekci zmirnit

(Harlan a kol., 1995).

FIV predstavuje velmi vaZny klinicky problém v pripadé
domacich ko&ek a zplsobuje celou fadu klinickych a
subklinickych projevl, které Jjsou blizce podobné HIV
infekci u 1lidi (Pedersen a kol., 1987). Se shromazZdovani
stadle vice informaci o FIV se ukazuje, Ze pravé FIV
pfedstavuje vhodny zvifeci model pro 1lidsky AIDS, ktery
pfesto, Ze neni modelem primdta nejlépe simuluje vyvoj této
choroby u 1idi (Siebelink, 1990). Molekularni biologickad a
patogenni podobnost rovnéZ ukazuje na to, <Ze mnoho
informaci ziskanych p#¥i studiich HIV mGZe wurychlit

pochopeni FIV infekce u kocek.

Na pocatku se HIV infekce projevuje pfechodnou
lymfopenii za souCasného vyvoje pseudomononukleotického
syndromu p¥ibliZ?né v dobé& serokonverze (Clark a kol.,
1991). Potom né&sleduje kratkd perioda redukce CD4"
T-bun&&né populace a expanze CD8" T-buné&k, kterd zpusobi
poCatedni sniZeni pomé&ru CD4:CD8, které mbZie pifispét k
daldimu sniZeni béhem asymptomatické faze nemoci (Cooper a
kol., 1984). S né&stupem symptomd souvisejicich s AIDS se
vyznamn& redukuje CD4" T-bun&lnd populace a s postupujici
chorobou do jeji kone&né faze se drasticky snizZi celé
lymfocytickd populace (Fauci a kol., 1984). Zatimco
pocatecni lymfocytopenie je pravdépodobné disledkem
kortiko-steroidné indukovanych posunu % imunitnich
bunéénych populacich, jak je to patrné u dalsich virovych
onemocnénich, zd4 se, %e dal3i CD4" T-buné&&nd ztrata a CD8"

T-bunélnad expanze souvisi s virovou proliferaci a
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patogenezi (Fauci a Dale, 1975; Fauci a kol., 1984). Vyvoj
vhodnych modelovych systéml je daleZitym krokem pro dalsi

objasné&ni mechanismu infekce a virové indukované choroby.

FIV, tj. T-lymfotropni retrovirus, byl plvodné& popsén
u ko&i&i kolonie pochazejici =z Kalifornie, u které
probihaly ¢asto chronické infekce (Pedersen a kol., 1987).
AZkoliv se samotnd choroba projevuje podobnym zplUsobem jako
HIV u lidi a ackoliv je taxonomicky vzdalené& pribuzna, je
antigenové vzdadlend od kauzativniho <&inidla AIDS u 1lidi
(Siebelink a kol., 1990). K pfenosu infekce doch&zi vymé&nou
infikovanych té&lnich tekutin, Jjako v pfipadé HIV, ale na
rozdil od HIV, u kterého se za primdrni cestu infekce
povaZuje pfenos pohlavnim stykem, zda se, Ze v pfipadé FIV
je hlavnim pfenosem infekce pfenos prostfednictvim slin pfi
pokousani (Yamamoto a kol., 1989). Navzdory rozdilnosti
pfenosu je vysledny syndrom imunodeficience jednim =z
nejlep8ich modell pribuzné nemoci u lidi (Siebelink a kol.,

1990) .

Klinicky vyvoj FIV je podobny jako u HIV a onemocnéni
se d&li na 5 klinickych stadii. Pocateéni stadium jJe
charakteristické horeckou, malétnosti, nevolnosti,
lymfodenopatii a dlouhou asymptomatickou féazi, ktera
nidsleduje po infikaci a predchazi nastupu konecCnych 3
stddii, pfi nichZ doché&zi ke ztraté hmotnosti a k vypuknuti
celé Ffady sekunddrnich a oportunistickych infekci (English
a kol., 1994). Ackoliv neni zcela zfejmé, jestli je cesta
celuldrni infekce stejnd je FIV tropicky pro CD4" T-butiky a
rovné? CD8%* T-bunky (Brown a kol., 1991). U virové
infikovanych zvifat dochdzi ke sniZeni CD4" T-bun&lné
aktivity pravdé&podobné& v didsledku tvorby syngtie a bunélné
lyze (Siebelink a kol., 1990). N&stup konecného stadia se

prekryvd s vyznamnou ztratou CD4" T-buné&k a sniZeni poméru
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CD4:CD8 (Novotney a kol., 1990). HIV a FIV indukované
onemocn&ni nemusi zprost¥edkovat CD4" T-bun&&nou ztratu
stejnym zplUsobem, nicméné se zda, Ze vysledny fenotyp a
dysfunkce imunitniho systému se projevuji v podstaté

stejnym zpusobem.

-

Ackoliv je zFejmé, Ze infekce CD4" T-bunék HIV
nezddoucim zplGsobem ovliviauje vyvoj normalni dimunitni
odezvy, nebyl doposud definovdn  pfesny mechanismus
interakce, ktery zplUsobuje imunodeficienci. Ud&losti v
pozdéjSich stadiich infekce vedouci ke sniZeni mnozZstvi
CD4* T-bun&k nebyly definovadny (Connor a kol., 1993).
Zatim¢o se ukdzalo, Ze vyvo] syngtii, indukce apoptosy a
eliminace pomoci CTL redukuji T-bunélné populace ptri HIV
infekcich (Schattner a Laurence, 1994; Fouchier a kol.,
1996), byl rovnéZ navrZen CD28 mediovany mechanismus
(Haffar a kol., 1995). Uké&zalo se, Ze infikované T-bunédné
linie sniZuji expresi CD28 po allo-antigenové stimulaci jak
na Urovni proteint, tak na uGrovni mRNA (Haffar a kol.,
1995). Jak jiz bylo diskutovano vySe, navazani CD28 je
dilezitym signdlem pro zrdni T-bunééné odezvy (Linsley a
kol., 1991a). Pokud HIV infekce vede ke sniZeni povrchové
exprese CD28, potom se mohou infikované buniky, které
rozpoznajl antigen, stat apoptickymi a nikoliv plné
aktivovanymi (Schattner a Laurence, 1994). Kromé toho, :Ze
lze apoptosu povazZovat za normdlni mechanismus HIV
infikované bunécéné smrti, miZe byt tato dradha rovné:z
povazZovana za dalsi sloZku prispivajici k doprovodné

eliminaci T-bunék (Brinchmann a kol., 1994).

CD8" CTL souvisi s vyvojem dlouhodobého pfeZivani v
pripadé HIV infekce, pficemZ vysoké koncentrace CTL byly
spojovany s dlouhodobym klidovym (neprogresivnim) stéadiem u

osob infikovanych AIDS (Landay a kol., 1994). Na druhé
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strané se ukézalo, Ze nejen Ze Jje humordlni imunita
zpravidla neucinna pri kontrole nemoci vyvolanych

lentiviry, ale Ze protildtky mohou ve skutecCnosti nemoc
jesté& zhorsit (Lombardi a kol., 1994; Siebelink a kol.,
1995). Nastup konec¢ného klinického stédia HIV infekce a
doprovodnd imunodeficience koreluji se spudSténim bunécéné
odezvy typu 1 aZ humoralni odezvy typu 2 (Schattner a
Laurence, 1994). To odpovidd pozorovani, podle kterych
postup od zdravého stavu aZ po vyvinuti AIDS souvisi se
sniZenim CD8" CTL mediované antivirové aktivity (Lewis a
kol., 1994). Rovnéz se zda, Ze exprese CD28 na CcD8* CTL
souvisi s jejich antivirovou aktivitou, pricemz silna CTL
mediovanad antivirovad aktivita je spojovan a s expresi CD28

na CD8 populacich u infikované osoby (Landay a kol., 1993).

ACkoliv byla povrchové exprese CD28 navrZena Jako
medidtor potfebny pro podporu HIV resistence, je nezadoucim
zplUsobem ovlivnéna pfitomnosti HIV v infikovanych i
neinfikovanych T-bunkach (Caruso a kol., 1994). Pocinaje
asymptomatickym stédiem HIV infekce se detekuje redukce
procenta CD28 nesoucich CD4* a CD8' T-buné&k (Lewis a kol.,
1994). Predpoklada se, ze se tato redukce miZe podilet na
abnormalitdch cytokinovych sekrecnich vzord v poddteénim
staddiu infekce (Caruso a kol., 1994) a na zmé&né&nych CD8% T-
buné&énych odezvach v pozdé&jsich stadiich (Zanussi a kol.,
1996) . Pfedpokladdd se, Ze sniZeni proliferace CD8* T-bunék
u HIV infikovanych osob, k némuZ dochazi v ranném stadiu
infekce, souvisi s redukci CD28, protoZe v odezvé na IL-2
rostou pouze CD8" T-bufiky exprimujici CD28 (Brinchmann a
kol., 1994). Nane3tésti u infikovanych osob mohou CD287,
CD8* T-bunky tvofit aZ 75 % CD8" populace, =zatimco u
normdlnich osob tvofi pouze 25 % populace (Saukkonen a

kol., 1993). TakZe, zatimco u infikovanych osob miZe zuistat
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CD8"' populace normdlni, miZe byt neZidoucim zptsobem
ovlivnéna a to 1 v pocatecni fazi infekce G&innost této
populace ve smyslu Jjeji schopnosti vytvorit ucinnou

antivirovou imunitni odezvu (Caruso a kol., 1994).

Studie rovnéz ukdzaly, Ze se na ulinnosti viru mtzZe
podilet CD28 signalni transdukce (Asjo a kol., 1993;
Smithgall a kol., 1995). Kostimulace HIV infikovanych
perifernich krevnich CD4" T-bun&k anti-CD3 a anti-CD28 vede
k vySSi virové replikaci neZ stimulace samotnym anti-CD3
(Smithgall a kol., 1995). Tuto odezvu 1lze odstranit
pfidédnim CTLA-4 Ig jako rozpustné formy CD80 receptoru a
castecné redukovat p¥idanim anti-IL-2 (Smithgall a kol.,
1995). Dalsi studie s infikovanymi CD4* T-lymfocyty
ukadzaly, Ze u 40 % pacientl zplsobila samotnd CD28 ligace
zvySeni produkce viru i bez potfeby dal3ich stimull (Asjo a

kol., 1993).

P¥edbéziné oSetfeni lymfocytickych populaci HIV
povrchovym glykoproteinem gpl20 zpusobilo redukci CD80 na
povrchu APC (Chirmule, 1995). Zatimco se zda, Ze CD28
exprese na T-bunkdch redukuje HIV infekci, exprese CD80 na
téchto bunkdch HIV infekci posiluje (Haffar a kol., 1993).
Podle navrZeného mechanismu, podle kterého 1lze infekci
pfenaset na neinfikované T-butiky, miZe interakce mezi CD28
na neinfikovanych T-bunkach a CD80 na infikovanych bunkach
usnadnit kontakt bunky-bunka a umoZnit pfenos viru (Haffar
a kol., 1993). Studie, které se =zabyvaji uc¢inky CD28 v
ramci HIV zatim nedefinovaly uUlohu tohoto povrchového
proteinu v rdmci FIV. Pokud by se u kocek prokazaly podobné
vysledky jako u 1lidského systému, bylo by to dalsdim

potvrzenim pouZitelnosti kocky jako retrovirového modelu.
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Materidly a metody
Infekce in vivo

T¥i dospé&lé specifického patogenu prosté (SPF) kocky
se intravenosné infikovaly 1x10% TCIDsq Marylandského kmene
FIV viru. Dvé podobné kocky, které se ,fale3né&“ infikovaly
sérem neobsahujicim virus, se né&sledné& pouZily jako
kontrolni modely. Odbér krve se provedl pfed infikaci a
nasledné& kazdy tyden po dobu 7 tydnd. Prvni tyden po
infikaci se kocCky monitorovaly 2x denné, aby se zajistilo,
Ze nedojde k z&dné pocatecni reakci, kterd by Dbyla
zpusobena aplikaci injekce. V prubéhu infekce se zvitata
monitorovala 1x denné. Kazdy tyden v pribéhu akutniho
stéddia klinické nemoci se odebralo 5 aZz 10 ml krve pro
stanoveni CBC a izolaci PBMC. Stanovené CBC se realizovalo
seCtenim bunécénych typld rychlym ponofenim v ziskaném
krevnim natéru (,dip-quick stained blood smear"“) (Jorgensen

Lab., Loveland, CO).

PBMC se extrahovaly =z krve separaci pfres gradient
Histopaque (Sigma, St. Louis, MO) . Po pocatednim
proplachnuti Alseverovym roztokem se pfibliZné& 5x10° bun&k
vyjmulo a rozdélilo do 5 jamek 48jamkové plotny. Bunky se
resuspendovaly v 500 pl kompletniho RPMI a néasledné
oznacCily protildtkami zamé&f¥enymi na CD4 nebo CD8. Po
hodinové inkubaci p#¥i pokojové teploté a p¥i mirném
protrepadvani se bunky 2x propléchly PBS. Po proplachnuti se
v koncentraci 1:500 pfidala druhd protilétka, kozi antimyS$i
IgG (H+L) FITC znacCena& (KP&L, Gaithersburg, MD) a bunky se
inkubovaly 1 hodinu pfi pokojové teploté a =za mirného
prot¥epavani. Bunky se nasledné 3x proplachly PBS a

fixovaly 3,7% formaldehydem. Fluorescencné znacené populace
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se nasledné kvantifikovaly na FACSCaligur prutokovém

cytometru.

Zbyvajici PBMC se proplachly 10 ml Alseverova roztoku.
Po odsti¥edovdni se odstranil supernatant a s cilem
extrahovat RNA se pfidal 1 ml ULTRASPEC (Biotexc, Houston,
TX). RNA se purifikovala a vysréZela jiZ popsanym zpusobem.
Koncentrace se néasledné& kvantifikovala mé&¥enim absorbance
pri 260 nm na spektrofotometru. RNA se nasledné
resuspendovala v 50 pul vody oSet¥ené DEPC a zamrazila pfi

-70 °C pro pozdé&jdi pouziti.

Semi-kvantitativni RT-PCR

Pfed PCR amplifikaci vzorku RNA se koCce, u které se
provad&l posledni odbér, odebralo 60 ml krve. PBMC se
izolovaly jiZ popsanym zplUsobem. Na hemacytometru se
stanovil po&et bun&k a buiky se rozdé&€lily do 4 lahvi v
koncentraci 5x10° bun&k/ml. Bunky se 0, 8, 16 a 24 hodin
pted odstfedovéanim a extrakci RNA z bunélné pelety za
pouZiti &inidla ULTRASPEC stimulovaly pomoci Con A. RT-PCR
se provad&la za pouziti 1,5 pg RNA pfepsané na cDNA pomoci
MMLV reverzni transkriptasy a oligo dT3 primeru. RNA, dT
primer a dH,O oSetfend DEPC se inkubovaly 5 minut p¥i 70 °C
ve snaze odstranit sekundarni strukturu RNA a umozZnit
temperovani primeru. Potom se pridal transkripéni pufr,
MgCl,, dNTP a DTT a sm&s se inkubovala 2 min p#i 42 °C.
Potom se p¥idal 1 pl reverzni transkriptasy a reakce se
nechala probihat 30 min. Do kaZdé ze t¥i =zkumavek pro
amplifikaci CD80 a do t¥i zkumavek pro amplifikaci CD28 se
pfidaly 4 pl z 25 pl RT reakce. K cDNA se potom pfidala
smé&s 10X PCR pufru, dNTP a primeru specifického pro CD28
nebo CD80. Primery pro CD80 byly:

eves
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B7-S220 5' primer: CAT GTC TGG CAA AGT ACA AG

B7-284 3‘ primer: TTA TAC TAG GGA CAG GGA AG

Zatimco primery pouzZzitymi pro CD28 byly

CD28 5" start: CGC GGA TCC ACC GGT AGC ACA ATG ATC CTC AGG

CD28-239 3': ATT TTG CAG AAG TAA ATA TCC

T¥i zkumavky pro kaZdy produkt se nasledné& inkubovaly
5 min p¥i 95 °C, naceZ se do kazZdé zkumavky pfidalo 0,25 nl
Taq polymerasy v 10 pl vody. Reakce se podrobily cyklim s
nasledujicim teplotnim profilem: 95 °C 30 s, 55 °C 30 s a
72 °C 30 s. Zkumavka se vyjmula po 20, 25 resp. 30 cyklech.
20 pl Kazdé reakce se vizualizovalo na 1% agarosovém gelu.
Agarosovy gel se vyfotografoval a stanovil se pocCet cykld,
pfi kterych se objevil produkt. Po téchto pfedbéZnych
experimentech se podobnym zpusobem amplifikovala RNA jiZ

dfive extrahovand z infikovaného a kontrolniho zviFfete.
Infekce in vitro

In vitro FIV infikované T-bunécéné linie se stimulovaly
0 aZ 16 h pomoci Con A a exprese CD28 a CD80 se stanovila
semikvantitativni RT-PCR metodou. FETJ bunélna linie se
smisila s T-lymfocytovou populaci, kterd rostla v ristovém
médiu v nepfitomnosti IL-2. Nezavislé subpopulace téchto
bun&k byly vystaveny kmenu FIV viru Maryland a Petaluma.
PfribliZné 20 miliont normélnich kmenem Petaluma
infikovanych a kmenem Maryland infikovanych FETJ se
stimulovalo po dobu 0 aZ 16 hodin 8 mg/ml Con A. Po
inkubaci s RNA extrahujicim c&inidlem ULTRASPEC (Biotexc,
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Houston, TX) se z té&chto bunék extrahovala RNA, kterd se

nadsledné& purifikovala jiZ popsanym zpusobem.

MCH 5.4 je T-buné&lnd linie odvozend z koCky v kolonii,
kterd mé&la vice FIV infekci, ackoliv  tato linie
nepfedstavuje chronicky FIV infikovanou 1linii. PfibliZneé
20 miliond MCH 5.4 buné&k se peletovalo odstredovanim a
resuspendovalo v 5 ml koncentrovaného FIV infikovaného
supernatantu. P¥i této koncentraci se bunky inkubovaly
30 minut v 5% CO, inkubatoru p#i 37 °C, naceZ se
koncentrace nastavila na pribliZneé 5%x10° a buiky se
kultivovaly nasledujicich 24 h. Potom se normalni a
infikované MCH 5.4 stimulovaly 0 aZz 16 h 8 mg/ml Con A. RNA
se extrahovala pomoci RNA extrahujiciho <&inidla ULTRASPEC

(Biotexc, Houston, TX a purifikovala jiZ popsanym zpusobem.

Northernovy pfenos

P¥i analyze northernovym pfenosem se koncentrace RNA
urc¢ily spektrofotometrickou analyzou pfi 260 nm. 15 pg
Kazdého vzorku RNA se zahustilo na 3 pg/ml a resuspendovalo
ve 3 objemech pufru nesouciho vzorek. Vzorky se potom
15 min ohtivaly na 70 °C ve snaze denaturovat RNA a
odstranit sekunddrni strukturu. Vzorky se v objemu 20 upl
umistily na 1% denaturaéni agarosovy gel a nasledné se
podrobily elektroforetické separaci pfi 70 V, ktera se
provadé&la 2,5 h aZ do okamZiku, kdy hrana bromofenolového
modrého barviva dosdhla vysSky gelu 2 cm ode dna. RNA se
vlivem kapildrnich sil né&sledné pfenesla z gelu na
nylonovou membranu Genescreen (Dupont NEN, Boston, MA). RNA

se triminutovou expozici UV za&f¥eni o nizké intenzité

eves
sesenve
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navdzala na membranu, naleZ se UV zastinénim vizualizovaly

pruhy ve snaze urlit integritu ribosomalnich pasa.

Za pouZiti znaleni nahodilym cDNA primerem se
zkonstruovala sonda specifickd pro koc¢ic¢i CD28. Celodélkova
molekula CD28 se vystfihla z TA klonovaciho vektoru pomoci
ohranidujicich EcoRI mist. Tento fragment se purifikoval
gelovou elektroforézou a extrahoval =z agarosy pomoci
gelového nebulizeru Amicon (Amicon, Beverly, MA). 25 ng
Purifikovaného produktu se inkubovalo s nahodilymi dekamery
5 min p¥i 95 °C ve snaze odstranit sekundarni strukturu
(Ambion, Austin, TX) . Reakce se néasledné zastavila

zmrazenim v kapalném dusiku a do smési se pridal dATP

postradajici dNTP a P*?adATP. Po 1min inkubaci p¥i 37°C se
p5idal 1 pl Klenowy DNA polymerasy a smé&s se inkubovala
30 min. Reakce se zastavila ptridédnim 1 pl 0,5 M EDTA a
ndsledn& purifikovala odstfedivou kolonou Sephadex G50
(Sigma, St. Louis, MO) ve sﬁaze odstranit nezabudovany
radiologicky znaleny nukleotid. 1 pl Reakéni smé€si se
naredil v 1 ml scintiladni tekutiny a aktivita sondy se
stanovila na scintilac¢nim ¢itaci. Pfenosy se
pfehybridizovaly v 5 ml hybridizaé¢ni tekutiny Rapid Hyb
(15 min, 65 °C) (Amersham Life Science, Cleveland, OH). Do
kazdého prenosu se pfidalo 5 pl sondy v koncentraci 3 az
5x10° CPM/ul a inkubovalo pri 65 °C a za otaceni po dobu
1,5 h. Sonda se odstranila a pfenosy se 2x proplachly v 1%
SSC/0,1% SDS (15 min p¥i pokojové teploté&). Pfenosy se
nadsledné analyzovaly pomoci Giegerova citaCe a v pripadé
potfeby opét proplachly pri 65 °C. Znaceni se
kvantifikovalo na skenovacim zarizeni Betagen. Potom se
provedl posledni pruplach pfi 65 °C (15 min) a pfenosy se
umistily na 16 aZz 24 h na f£félii, kde byly nepretrzité

screenovany pri -78 °C. Pofidil se autoradiograf a pasy se
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kvantifikovaly pomoci hustometru. RNA integrita a
koncentrace se potvrdily sondou specifickou pro G3PDH
(laskavé poskytl Prof. J. Piedrahita, Texas A&M University)

znac¢enou a hybridizovanou podobnym zpusobem.

Semi-kvantitativni RT-PCR z in vitro infikovanych bunék

P¥itomnost CD28 se dale zjistovala semi-kvantitativni
PCR. Jak jiZz bylo popséno vySe, koncentrace extrahované RNA
se urcila spektrofotometrickymi odecty pri 260 nm. 2 pg RNA
(kone&ny objem 25 pl) se prepsaly za pouziti oligodT
primerll a MMLV reverzni transkriptasy jiZ popsanym zplUsobem
do cDNA. 3,5 pl RT reakce se nasledné premistilo do 7 PCR
zkumavek. 3 Zkumavky se amplifikovaly za pouZiti primert
specifickych pro CD80, 3 =zkumavky se amplifikovaly =za
pouziti primert specifickych pro CD28 a zbyvajici zkumavka

se amplifikovala primery specifickymi pro G3PDH:
G3PDH 5': CCT TCA TTG ACC TCA ACT ACA T
G3PDH 3': CCA AAG TTG TCA TGG ATG ACC

Zkumavky se, jak jiZ bylo popsano, vyjmuly po 20, 25 a
30 cyklech. 20 pl kazZdého vzorku se vizualizovalo na 1%
agarosovém gelu. Pritomnost urcitych cytokin® odvozenych z
T-bunék se podobné analyzovala z RNA FETU a MCH 5.4 bunék.
Pro amplifikaci cDNA prepsané z 1,25 pg RNA se pouZily

primery specifické pro:
IL-2 5': CAA CCC CAA ACT CTC CAG GAT G
IL-2 3': GGT CAG CGT TGA GAA GAT GCT TTG

IL-4 5': TAT TAA TGG GTC TCA CCT ACC

esee
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IL-4 3': TTG GCT TCA TTC ACA GAA CAG
IFNy 5': GGG TCG CTT TTC GTA GAC ATT TTG
IFNy 3': CAG GCA GGA CAA CCA TTA TTT C

20 % transkripéni reakce se amplifikovalo pro kazdy
cytokin. Zbyvajici cDNA se amplifikovala za pouzZiti primert
specifickych pro G3PDH. cDNA se amplifikovla ve 30 cyklech
s nésledujicimi parametry: 95 °C 5 min 1 cyklus; 95 °C
30 s, 55 °C 30s, 72 °C 30s 30 cykla; 72 °C 5 min
1 cyklus. 20 pl Reakce se nésledné vizualizovalo na 1%

agarosovém gelu.

RT-PCR urcujici infekci

Infekce FETJ a MCH 5.4 bunék se potvrdila RT-PCR
amplifikaci sekvence specifické pro gag. RNA se za Jjiz
popsanych parametr a za pouzZziti MMLV RT a 3’'primeru
specifického pro gag prepsala v koncentraci 1,25 ug do
cDNA. 10 pl RT reakce se amplifikovalo pomoci PCR s horkym
startem za pouZiti nésledujicich parametrd: 95 °C 5 min;
95 °C 30 s, 55 °C 30 s, 72 °C 30 s, 30 cyklt; 72 °C 5 min.
Po amplifikaci se 20 pl kazZzdého vzorku vizualizovalo na 1%

agarosovém gelu.

Vysledky

Ve snaze urcit vliv akutni in vivo infekce na expresi
CD28 se kocky AUO4, AUU3 a OAC2 infikovaly intravendzni

injekci virem, zatimco koc¢ky AWG3 a OHE6 se injekovaly

XXX
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samotnym médiem. FACS analyza ukdzala urc¢ité rozdily mezi
poméry CD4 ku CD8 mezi experimentdlnimi a kontrolnimi
zvifaty. Zatimco kontrolni zvirata si v podstaté& zachovala
témér konstantni pomér p¥ibliZné 2:1 v experimentdlni
skupiné do3lo k urcitému kolisdni a tento pomé&r poklesl u

jednoho zvitrete azZ na 1:1 (tabulka 3).

Tabulka 3: Poméry CD4:CD8 T-lymfocytlh z PBMC odebranych

akutné infikovanym a neinfikovanym kockam

CD4: WK1 WK2 WK3 WK4 WKS WK6 WK8
CD8

INFEC

TED

AUO 4 1,5 N/D 1,9 1,2 1,0 1,5 1,6
Auu 3 N/D 2,3 2,9 1,3 1,2 1,1 2,1
OAC2 2,8 1,48 2,3 1,9 1,1 1,14 1,1
UNINF

ECTED

AWG 3 2,6 1,5 19 2,0 1,8 1,9 2,2
OAE 6 2,1 1,5 1,9 1,2 1,8 2,0 2,0

Stanovil se ¢&asovy pribéh exprese CD80 a CD28 RNA s
cilem demonstrovat, Ze zprava pro kazdou molekulu byla
pfitomna a bylo moZné ji amplifikovat pomoci PCR v &asovych
bodech 0, 8, 16 a 24 hodin po Con A stimulaci. Tento semi-
kvantitativni PCR postup se snaZi detekovat viditelny pés
pro nejnizsi pocet amplifikovanych cykl®, ktery by mohl byt
oznaCen jako relativni mira zpravové abundance. V Zadném
okamZiku po infikaci po 20 a 25 cyklech se neobjevil
definitivni pés specificky pro CD80, ackoliv po 30 cyklech
byla na gelu kazZdé experimentdlni skupiny viditelnd zpréva
CD80 (obr. 42). CD28 zprava byla také viditelnd v kaZdém

okamZiku po 30 cyklech, ackoliv po 16 hodindch od stimulace

L]
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Con A byl péas po 25 cyklech rovnéZ S3Spatné viditelny (obr.
43) .

Podobny protokol se pouzil u RNA extrahované 2z PBMC
FIV infikovanych a neinfikovanych koCek. RT-TCR amplifikace
RNA specifické pro CD28 a CD80 se pouzila k demonstraci
podobné mySlenky i pro spravu prepsanou pro kazZdy peptid.
Stejné jako u experimentu s <casovym prubé&hem se vzorky
vyjmuly po 20, 25 a 30 cyklech. Po 20 cyklech nebylo mozZné
detekovat Zadnou zpréavu, ackoliv po 25 cyklech byl
viditelny produkt CD80 i CD28 (tabulka 4). Nebyly
zaznamenany ZzZadné vyrazné rozdily pfi expresi Jjednotlivych
zpradv mezi experimentdlnimi a kontrolnimi skupinami. Mezi
obéma podsoubory byly zjistény vychylky ve smyslu c&asového
okamziku amplifikac¢niho cyklu, ve kterém byl produkt

viditelny.

Tabulka 4: Semi-kvantitativni stanoveni CD80 a CD28 RT-PCR
produktl amplifikovanych z infikované a neinfikované PBMC
RNA v uréitych intervalech v pruabéhu akutniho stéadia FIV
infekce

CYC NO PRE INF WK1 WK3 WK4 WK6 WK8

B/C infikované

AUO 4 30/30 30/30 30/30 -/25 30/25 25/25
AUU 3 30/30 30/30 25/25 -/25 30/25 -/30
OAC2 30/30 30/30 30/30 -/30 25/30 25/25
Neinfikované

AWG 3 25/30 30/30 30/25 -/30 30/25 25/25
OAE 6 30/30 -/30 -/30 -/25 30/30 25/25

PCR amplifikace mRNA z FETJ a MCH 5.4 bunéénych linii
provadénd za pouziti primerd specifickych pro FIV gag

ukdzala, Ze MCH 5.4 Dbunéc¢nd linie byla infikovatelnd a
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pfenesena uUc¢innou infekci, =zatimco FETJ bunécné linie
neposkytly amplifikovanou RNA specifickou pro gag. Produkt
specificky pro FIV byl snadno amplifikovatelny 2z RNA
extrahované z infikovanych MCH 5.4 vzorkd, ale nikoliv z
RNA extrahované podobnym zplUsobem z neinfikovanych
kontrolnich vzorka (obr. 44). Podobné reakce provadéné na
RNA extrahované z FETJ bunéé&nych linii vystavenych pusobeni
kmene FIV Petaluma a Maryland neposkytly za podobnych

podminek viditelné produkty (ddaje nejsou uvedeny).

Northernovy pfenos a semi-kvantitativni PCR, jejichz
ukolem bylo detekovat CD28 zpravu, se provadély na
normédlnich FETJ a MCH 5.4 DbunéCnych liniich. MCH 5.4
bunécnd 1linie méla infikovanou experimentdlni skupinu a
neinfikovanou kontrolni skupinu, zatimco FETJ bunédna linie

se pouZzila jako nepermisivni T-bunécnd kontrola.

Semi-kvantitativni PCR ukdzala, Ze kaZd& bunécnd linie
je schopnd produkovat CD28 zpravu. Amplifikace v FETJ
neinfikované kontrolni skupiné wukdzala expresni vzor
podobny expresnimu vzoru zaznamenanému VvV témZ casovém
okamziku vysSe diskutované exprese CD28. Zatimco v nulté
hodiné po stimulaci bylo moZné detekovat viditelny pas az
po 30 cyklech, v 26. hodiné po stimulaci byl péas viditelny
3iZz po 25 cyklech (obr. 45). Podobny vzor byl pozorovan i v
pfipadé neinfikované MCH 5.4 bunécné linii, kdy v 0. hodiné
nebyl pfed 30 cykly patrny Zadny pés, zatimco po 16
hodindch inkubace byly péasy viditelné jiZz po 25 cyklech. Je
zajimavé, Ze infikovand MCH 5.4 bunéc¢néd 1linie vykazovala
vzor, ktery se 1i5il od vzoru vSech kontrolnich skupin. V
experimentalni skupiné nebyla v 0. nebo 16. hodiné pfed 30
cykly viditelnd Zadné& zpréva. Jako kontrola, kterd méla

zajistit integritu a koncentraci RNA, se amplifikovala



01-3116-00-Ce ettt .

ssee
cease

125

G3PDH zprava (obr. 46). Zda& se, Ze 1infekce ovlivnila

expresi zpravy CD28 RNA.

Pro potvrzeni udajd zjisdténych za pouziti semi-
kvantitativni RT-PCR technologie se pouZil northernovy
pfenos. RNA ziskand z MCH 5.4 bunék 16 hodin po stimulaci
Con A, které nebyly infikovany, vykazovala nejsilné&jii
hybridizaci sondou. U nestimulovaného vzorku ziskaného =z
neinfikované linie bylo dosaZeno vyssi rychlosti
hybridizace neZz u RNA stimulované nebo nestimulované

infikované NCH 5.4 bunécné linie {(obr. 47).

Krom& porizeni autoradiografi se provedla mé&feni
radioaktivity na méficim pristroji BetaGen. Hrubé odecty
ziskané pri hybridizaci CD28 se standardizovaly s odecty
ziskanymi z nasledné GAPDH sondy pfrenosu (obr. 48)

(tabulka 5).

Tabulka 5: Normalizované odecty pro CD28 northernové

pfenosy z mé&ficiho p¥istroje BetaGen

G3PDH CD28 CD28 norm.
MCH5.4 nor 14995 14921 14807
MCHS5. 4 Con A 13336 13270 15430
MCHS. 4 inf 16700 10854 9867
MCH 5.4 I Con A 15112 11077 10967

RT-PCR amplifikace cytokinové RNA z MCH 5.4 buné&&né
linie ukazala amplifikovatelnou zprdvu pouze pro IL-2. IL-2
zprava byla snadno detekovatelnd, zatimco IL-4, IL-6 ani

IFNy nebylo moZné amplifikovat ani ve 30 cykly (obr. 49).

XX X
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Diskuse

CD28 zprava se mérila pfi in vivo a in vitro infikaci
ve snaze urcit, =zda 1lze analyzovat expresi CD28 a zda
infikace retrovirem ovlivni expresi =zpravy. Pokud by bylo
mozné izolovat dostatek RNA, potom by bylo moZné CD28 mé&rit
northernovym prenosem a pokud by byla izolace omezena,
potom by bylo mozZné pouZit semi-kvantitativni RT-PCR

analyzu.

Po in vivo experimentech se jiZ popsanym zplsobem 3
zvitata infikovala kmenem Maryland FIV a z takto
infikovanych zvifat a neinfikovanych zvirat se odebrala
krev, ze které se izolovaly PBMC a RNA extrahovand z téchto
bunék se pouzZila pro amplifikaci zpravy specifické pro CD28
a CD80. Ackoliv se zda, Ze by pouZiti northernového pfenosu
mohlo byt vyhodnéj$i, pouZila se vzhledem k omezenému poctu
bunék a mnozZstvi dostupné RNA semi-kvantitativni RT-PCR.
Koc¢kam se odebrala krev v tydennich intervalech, takZe pro

kazdy experiment bylo k dispozici maximé&lné 10 ml krve.

Ve srovnani s neinfikovanymi zvifaty se pomér CD4/CD8
PBMC infikovanych zvifat v prtbéhu 8 tydnd sniZil (jak
ukdzaly vysledky FACS analyzy), zatimco u neinfikovanych
zvifat zUstaly tyto poméry relativné konstantni. Mezi 2
experimentdlnimi skupinami bylo moZné pozorovat urcité
rozdily. Ackoliv byly poméry CD4/CD8 infikovanych a
neinfikovanych zvirat rozdilné, v pfipadé exprese CBC nebo
CD80 a CD28 nebyly detekovany zZadné skutecné rozdily (udaje

nejsou uvedeny) .

Pro optimalni stanoveni exprese CD28 bylo tfreba ziskat

Q

¢isté T-bunky. Z izolovanych PBMC bylo prumérné asi 40 %

bunék skuteénymi T-buikami. Z téchto bunék pfedstavuje az

seee
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polovina CD8" T-bufiky, které neexprimuji CD28 ve stejné
koncentraci jako CD4" T-bufiky. Toto ve spojeni s faktem, Ze
v ostatnich druzich klidové T-bunky neexprimuji vysoké
koncentrace CD28, vedlo k rozhodnuti pouzit spiSe neZ
northernovy pfenos PCR analyzu. PredbéZné experimenty,
které se pokouSely detekovat CD28 zpravu =z 20 pg RNA
extrahované z PBMC, byly neuspéSné. Semi-kvantitativni RT-
PCR reakce detekovala pritomnost RNA kdédujici CD28. Tato
technika se rovnéZ pouzila pro amplifikaci Zpravy

specifické pro CD8O.

RNA, ze které se northernovym prenosem detekovala
zprava CD28, se ziskala in vitro z buné&lnych linii. Jako
T-buné&Cnd linie se =zvolila MCH 5.4, protoZe vsSechny jeji
buniky potencidlné exprimuji zpravu CD28 a odvozena linie
jiZz zakotvenou chronickou virovou infekci. Koneclnym
Uspéchem bylo, Ze v pfipadé této buné&lné linie byla
dostupnad mnohem vét3i zasoba RNA neZ pfi pouziti lymfocyth

ziskanych z krve extrahované z jediného zvirete.

Rovnéz byly provedeny pokusy detekovat zpravu CD80
northernovym pfrenosem. Zatimco CD80 je v nizké koncentraci
pritomna na klidovych B-bunikdch a monocytech, na
stimulovanych monocytech a makrofagach byly zjistény
nejvys$si stupné exprese. KoC¢i¢i antigen prezentujici
bunééné 1linie byla nedostupnd a T-bunky exprimovaly za
normdlnich okolnosti peptid pouze v nizké koncentraci.
Experimenty, které mély detekovat zpravu RNA extrahované z
PBMC specifickou pro CD80, byly neuspé€sSné pravdépodobné z
podobného divodu jako pokusy provadéné s jiZz diskutovanou
molekulou CD28. Alternativné se na bunky odvozené =z
infikovanych zvirat pouZila semi-kvantitativni PCR, kterad
m&la demonstrovat zpradvu CD80 a CD28. Ackoliv nebyla

ziskdna definitivni odpovéd ve smyslu kvantity zprévy,
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demonstroval tento test pritomnost zpravy a souvisejici

obraz abundance.

Analyza northernovym prenosem CD28 zpravy z koCici ZT-
bunécné linie byla nelUspésSna. P¥i srovnéni zpravy pro CD28
v infikovanych a neinfikovanych bunkdch byly 2zjistény
rozdily v expresnich vzorech. Nejvy33i vyskyt zpravy CD28
byl zjistén u neinfikovanych bunék po 1l6hodinové expozici
Con A. Zprava byla rovnéz detekovdna v nestimulovanych a
neinfikovanych bunkach. I kdyZ byla detekovana zprava v RNA
ze stimulovanych a nestimulovanych FIV infikovanych bunék,
byly jejich koncentrace podstatné nizsi nez u
neinfikovanych bunék. Tyto vysledky odpovidaji podobnym
zjisténim, které poskytla RT-PCR detekéni  technika.
Schopnost detekovat zpradvu CD28 byla limitovéna stejnymi
pfekdZzkami jako v pripadé molekuly CD80. Nicméné pokud by
bylo moZné izolovat vét$i populaci CD80 exprimujicich
bunék, potom by byla urcitd pravdépodobnost, Ze pljde tuto
zpravu detekovat pomoci northernového prenosu. Pokud se pro
tyto povrchové proteiny vyvinou monoklondlni protildtky
specifické pro uvedeny peptid, potom bude zajimavé vynést
koncentraci zpradvy do zavislosti na mnoZstvi povrchové

exprese pro kazdy peptid.

Cytokinovd cDNA se amplifikovala ve snaze potlacit
veSkeré rozdily mezi infikovanymi a neinfikovanymi liniemi.
I1-2 se amplifikovala z kazZdé skupiny bez ohledu na stav

infekce. Z&dna dal3i cytokinové zprdva se neamplifikovala.

Northernav pfenos naznacil, Ze pritomnost FIV
redukoval in vitro expresi CD28 na urovni mRNA. P¥esto, zZe
by toto zjisténi mé€lo byt potvrzeno méfenim exprese

povrchového proteinu, zdad se, Ze infekce FIV in vitro miZe



01-3116-00-Ce

XXX
.
.
.
e
seceoe
ecee

129

ovlivnit expresi CD28 Jjak v pfipadé 1lidskych T-bunék
infikovanych HIV (Brinchmann a kol., 1994).

Zaveér

Klonovédni a sekvencovani c¢cDNA kédujici CD28 a CD8O
signalizac¢ni komplex 2z koCic¢iho systému poskytlo produkt
analogicky s molekulami izolovanymi 2z Jjinych systémt. I
kdyZz domnéld aminokyselinovd sekvence koc¢i¢iho proteinu
vykazovala relativné nizkou identitu s 1lidskym a my$im
polypeptidem, porovnanim homologie s jiZz dfive klonovanymi
molekulami, retence charakteristickych zbytkd a skutecnost,
Ze se nepredpoklada, Ze by mél povrchovy ligand
signaliza¢ni funkci, vedly k =zavéru, Ze izolovany produkt
je ve skuteCnosti analogem CD80. Na druhé strané si kodici
molekula CD28 zachovala pouze mirnou identitu, Jjak na
urovni nukleové kyseliny, tak na urovni domnélé

aminokyseliny a byla analogem s molekulami klonovanymi v

jinych druzich.

Povaha molekul se dédle identifikovala demonstraci
interakce ve vazebnych testech. Monoklonalni protilatky
pUsobici proti analogickym proteinim v Jjinych druzich
nemohly reagovat s exprimovanymi ko&icimi proteiny. Byla
tedy navrZena sada vazebnych testl, které by demonstrovaly,
Ze do3lo k interakci a Ze tuto interakci bylo moZné
inhibovat rozpustnym receptorem. U téchto testl se navazani
demonstrovalo zachycenim fluorescenéné znacenych bunék,
které bylo mozné inhibovat zavedenim rozpustnych
protireceptorid. Tyto testy demonstrovaly nejen to, Ze je

mozné exprimovat proteiny pro koCi¢i CD80 a CD28, ale
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rovnéZ mozZnost interakce mezi povrchové exprimovanymi

molekulami.

RovnéZz se charakterizovala exprese molekul u aktivni
infekce. Exprese CD28 a CD80 se zjisStovala v in vivo a in
vitro systémech exponovanych FIV virem. Uk&zalo se,  Ze
exprese CD28, kterd je v lidskych bunikdch infikovanych HIV
virem ovlivnovana (Asjo a kol., 1993), je rovnéZ nezadoucim
zplsobem ovliviiovdna FIV infekci koc¢i&ich T-bunék. Mélo by
se pokracovat ve shromaZdovani informaci tykajicich se
exprese kazdé z téchto molekul v prubé&hu vyvoje choroby a
vytvorit tak kocic¢i systém jako dlleZity model retrovirové

infekce.

Dlouhodobé pouzZivani téchto molekul m& obrovské
mozZnosti. Pochopeni imunitnich systémid vyvojové odklonénych
od lidského systému, mlZe vést pouze k lep3imu pochopeni
zpusobu fungovani lidského systému. DlleZitost kocicich
druht jako modelu retrovirové infekce byla jasné stanovena
(Siebelink a kol., 1990). Molekula CD80 byla navrzZena jako
potencidlni adjuvans pro indukci pamétovych CTL v
antiretrovirovych vakcindch. Koc¢i¢i systém by mohl byt
vyluénym modelem, na kterém by se testovala uc¢innost tohoto

systému.
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PATENTOVE NAROKY

1. Izolovand nukleovad kyselina kdédujici kocic¢i ligand

CD80 nebo kolici rozpustny ligand CD8O.

2. Izolovand nukleova kyselina kdédujici kocici ligand

CD86 nebo koc¢ic¢i rozpustny ligand CD86.

3. Izolovand nukleovd kyselina  kdédujici  kolici

receptor CD28 nebo kocic¢i rozpustny receptor CD28.

4. Izolovand nukleovd kyselina  kédujici  kocici

receptor CTLA-4 nebo kolic¢i rozpustny receptor CTLA-4.

5. Izolovand nukleovd kyselina podle naroku 1, ve
které mad koci&i ligand CD80 sekvenci znédzornénou na obr. 1A
zaginajici methioninem a konCici threoninem (sekvence

ID NO:1).

6. Izolovan&d nukleovd kyselina podle naroku 2, ve
které ma ko&i&i ligand CD86 sekvenci znazornénou na obr. 3A
za¢inajici methioninem a koncici isoleucinem (sekvence

ID NO:95).
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7. Izolovand nukleovd kyselina podle néroku 3, ve

které md koci&i receptor CD28 sekvenci znadzornénou na obr.
47A zacinajici methioninem a

ID NO:7).

kon¢ici serinem (sekvence

8. Izolovand nukleovd kyselina podle

nadroku 4, ve

které mad kolic¢i receptor CTLA-4 sekvenci znazornénou na

obr. O5A zacinajici methioninem a konc¢icil asparaginem

(sekvence ID NO:9).

9. Izolovand nukleova

kyselina podle nékterého z
narokit 1 aZz 4, ve které je nukleovou kyselinou DNA nebo

RNA.

10. Izolovand nukleové kyselina podle naroku 9,

ve
které je DNA cDNA nebo genomova DNA.

11. Oligonukleotid tvofeny alespon 12 nukleotidy,

ktery m& sekvenci komplimentarni k sekvenci unikatné

pritomné v nukleové kyseliné podle nékterého z narokd 1 az
4.

12. Oligonukleotid podle naroku 11, jehoZ délku tvorfi

alespofl 15 nebo 16 nukleotiddl.
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13. Oligonukleotid podle naroku 11 nebo 12, ktery je
detekovatelné znaceny.

14. Oligonukleotid podle naroku 13, jehoz
detekovatelné znaceni obsahuje radioizotop, fluorofor nebo
biotin.

15.

Oligonukleotid podle naroku 11 nebo 12,

ktery se
selektivné methylovan.

16. Vektor obsahujici nukleovou kyselinu podle néroku

17. Plasmidovy vektor podle néroku 16 oznaceny jako

PSI-B7-1/871-35 (ATCC pristupové c&islo 209817).

18. Vektor obsahujici nukleovou kyselinu podle naroku

19. Plasmidovy vektor podle naroku 18 oznaceny jako

B7-2#19-2/011298 (ATCC ptistupové ¢islo 209821).

20. Vektor obsahujici nukleovou kyselinu podle néroku
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21. Plasmidovy vektor podle naroku 20 oznaceny jako

PSI-CD28 #7/100296 (ATCC pristupové Cislo 209819).

22. Vektor obsahujici nukleovou kyselinu podle néaroku

23. Plasmidovy vektor podle naroku 22 oznaleny jako

CTLA-4%#1/091997 (ATCC pristupové cislo 209820).

24. Vektor podle nékterého z narokl 16 az 23,

ktery
obsahuje promotor operativné

kyselinu.

navdzany na nukleovou

25. Hostitelskd& bunka, kterd obsahuje vektor podle

nékterého z ndroku 16 az 24.

26. Hostitelsk& bufika podle naroku 25, které

je
eukaryotickou nebo prokaryotickou bunikou.

27. Hostitelskd bunka podle néroku 26, kterd se zvolil

ze skupiny sestévajici z E.coli, kvasinek, COS buné&k, PC1l2

bunék, CHO bunék a GH4Cl bunék.

28. Polypeptid kédovany nukleovou

kyselinou podle
naroku 1.
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29. Polypeptid kdédovany nukleovou kyselinou podle

naroku 2.

30. Polypeptid kédovany nukleovou kyselinou podle

ndroku 3.

31. Polypeptid kédovany nukleovou kyselinou podle

naroku 4.

32. zZplsob vyroby polypeptidu podle né&kterého z narokl
28 az 31, vy zna c¢ceny tim Ze zahrnuje kultivaci
hostitelské bunky, kterd exprimuje polypeptid, a izolaci

takto vyprodukovaného polypeptidu.

33. Vakcina vy zn a ¢ en & t im, Ze obsahuje
G&¢inné mnoZstvi polypeptidu podle nékterého z n&rokd 28 az

30 a vhodny nosic.

34. vakcina podle ndroku 33 vy zna cenéd t im,
7e U&innym mnoZstvim je priblizné 0,01 mg aZz 100 mg na

davku.

35. Vakcina podle ndroku 33 vy zna ¢ ené& t im,
7e U&innym mnoZstvim Jje pfibliZzné& 0,25 mg/kg té&lesné
hmotnosti ko&ky/den aZ p#ibliZné 25 mg/kg té&lesné hmotnosti

kocky/den.
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36. Vakcina podle néroku 33 aZz 35, vy zn a ¢ e n a

t i m, Ze dale obsahuje imunogen odvozeny z patogenu.

37. Vakcina podle naroku 36, vy znacena t im,

7e patogenem je ko¢i&i patogen, virus vztekliny, patogen

Chlamydia, patogen Toxoplasmosis gondii, patogen
Dirofilaria immitis, blesi patogen nebo bakteridlni
patogen.

38. Vakcina podle ndroku 37 vy zna ¢ ena t im,
Ze koC¢icim patogenem je virus koCic¢i imunodeficience (FIV),
virus kocic¢i leukémie (FeLV), wvirus koc¢i¢i infekéni
peritonitidy (FIP), virus ko€i¢i panleukopenie, kolici
kalikivirus, ko&i&i reovirus typu 3, kocCi¢i rotavirus,
ko&i&i  koronavirus, ko¢i€i syncytidlni virus, ko&ici
sarkomavirus, koc&id&i herpesvirus, kocic¢i virus Bornovy

choroby nebo koc¢ic¢i parazit.

39. ZplUsob indukce imunity u koCky vy zn a ¢ eny
t i m, Ze zahrnuje podadni davky vakciny podle nékterého z

ndroku 36 az 38 kocce.

40. Zpusob =zesileni imunitni odezvy u kolky v y z-
nac¢eny tim, Ze zahrnuje podéni davky vakciny podle

z nékterého z narokd 33 aZ 38 kocce.

41. Zpusob podle né&roku 39 nebo 40 vy znaceny
t i m, 7e se vakcina podavd subkutédnné&, intramuskulérné,

systemicky, topicky nebo oralné.
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42. Zpusob potlaceni imunitni odezvy u koCky v y z-
naceny t im 7e zahrnuje podani Gc¢inné imunitni
odezvu potlac¢ujiciho mnoZstvi polypeptidu podle naroku 31

kocce.

43. ZpUusob potlaeni imunitni odezvy u kocky v y z-
nadceny tim, Zze zahrnuje podani G¢inné imunitni
odezvu potlacujiciho mnoZstvi rozpustného polypeptidu podle

narokl 28 aZz 30 kocce.

44, Zpusob podle naroku 42 nebo 43 vy zn a & eny
t 1 m, Ze mnozstvim Jje ptibliZzné 0,25 mg/kg télesné

hmotnosti/den aZ 25 mg/kg télesné hmotnosti/den.
45. Zpusob podle naroku 42 nebo 43 vy zn a ¢ eny

t i m, Ze kocCka trpi autoimunitnim onemocnénim nebo je

pfijemcem tkafiového nebo orgdnového transplantéatu.

Zastupuje:
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Obr.1A-1

FeB71.TAMU

ATGGGTCACGCAGCAAAGTGGAAAACACCACTACTGAAGCACCCATATCCCAAGCTCTTT
lMe’t Gly His Ala Ala Lys Trp Lys Thr Pro Leu Leu Lys His Pro Tyr Pro Lys Leu Phe

CCGCTCTTGATGCTAGCTAGTCTTTTTTACTTICTGTTCAGGTATCATCCAGGTGAACAAG
Pro Leu Leu Met Leu Ala Ser Leu Phe Tyr Phe Cys Ser Gly lle lle GIn Val Asn Lys

ACAGTGGAAGAAGTAGCAGTACTATCCTGTGATTACAACATTTCCACCAAAGAACTGACG
Thr Val Glu Glu Val Ala Val Leu Ser Cys Asp Tyr Asn lle Ser Thr Lys Glu Leu Thr

GAAATTCGAATCTATTGGCAAAAGGATGATGAAATGGTGTTGGCTGTCATGTCTGGCAAA
Giu lle Ag lle Tyr Trp Gin Lys Asp Asp Glu Met Val Leu Ala Val Met Ser Gly Lys

GTACAAGTGTGGCCCAAGTACAAGAACCGCACATTCACTGACGTCACCGATAACCACTCC
Val Gin Va! Trp Pro Lys Tyr Lys Asn Ag Thr Phe Thr Asp Yal Thr Asp Asn His Ser

ATTGTGATCATGGCTCTGCGCCTGTCAGACAATGGCAAATACACTTGTATTATTCAAAAG
lle Val lie Met Ala Leu Arg Leu Ser Asp Asn Gly Lys Tyr Thr Cys lle lle Gin Lys

ATTGAAAAAGGGTCTTACAAAGTGAAACACCTGACTTCGGTGATGTTATTGGTCAGAGLCT
fle Glu Lys Gly Ser Tyr Lys Val Lys His Leu Thr Ser Val Het Leu Leu Val Arg Ala

GACTTCCCTGTCCCTAGTATAACTGATCTTGGAAATCCATCTCATAACATCAAAAGGATA
Asp Phe Fro Val Pro Ser ile Thr Asp Leu Gly Asn Pro Ser His Asn lle Lys Arg lle

ATGTGCTTAACTTCTGGAGGTTTTCCAAAGCCTCACCTCTCCTGGCTGGAAAATGAAGAA
Met Cys Leu Thr Ser Gly Gly Phe Pro Lys Pro His Leu Ser Trp Leu Glu Asn Glu Glu

GAATTAAATGCCATCAACACAACAGTTTCCCAAGATCCTGAAACTGAGCTCTACACTATT
Glu Leu Asn Ala lle Asn Thr Thr Val Ser Gin Asp Pro Glu Thr Glu Leu Tyr Thr lle

AGCAGTGAACTGGATTTCAATATGACAAACAACCATAGCTTCCTGTGTCTTGTCAAGTAT
Ser Ser Glu Leu Asp Phe Asn Met Thr Asn Asn His Ser Phe Leu Cys Leu Val Lys Tyr
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Obr.1lAa-2

GGAAACTTACTAGTATCACAGATCTTCAACTGGCAAAAATCAGAGCCACAGCCTTCTAAT 720
Gly Asn Leu Leu Val Ser Gin lle Pre Asn Trp Gin Lys Ser Glu Pro Gin Pro Ser Asn

AATCAGCTCTGGATCATTATCCTGAGCTCAGTAGTAAGTGGGATTGTTGTGATCACTGCA 780
Asn Gin Leu Trp lie lle lle Leu Ser Ser Val Val Ser Gly lie Val Val lle Thr Ala

CTTACCTTAAGATGCCTAGTCCACAGACCTGCTGCAAGGTGGAGACAAAGAGAAATGGGG 840
Leu Thr Leu Arg Cys Leu Yal His Arg Pro Ala Ala Arg Trp Ag Gln Arg Glu Met Gly

AGAGCGCGGAAATGGAAAAGATCTCACCTGTCTACATAGATTCTGCAGAACCACTGTATG 900
Arg Ala Arg Lys Trp Lys Arg Ser His Leu Ser TkIJ

CAGAGCATCTGGAGGTAGCCTCTTI AGCTCTTCTCTACTAG 941
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Obr.2A-1

FeB71-SYNTRO ,

ATGGGTCACGCAGCAAAGTGGAAAACACCACTACTGAAGCACCCATATCCCAAGCTCTTT
lﬁet Gly His Ala Ala Lys Trp Lys Thr Pro Leu Leu Lys His Pro Tyr Pro Lys Leu Phe

CCGCTCTTGATGCTAGCTAGTCTTTTTTACTTCTGTTCAGGTATCATCCAGGTGAACAAG
Pro Leu Leu Met Leu Ala Ser Leu Phe Tyr Phe Cys Ser Gly lle lle Gin Val Asn Lys

ACAGTGGAAGAAGTAGCAGTACTATCCTGTGATTACAACATTTCCACCAAAGAACTGACG
Thr Yol Glu Glu Val Ala Val Leu Ser Cys Asp Tyr Asn lle Ser Thr Lys Glu Leu Thr

GAAATTCGAATCTATTGGCAAAAGGATGATGAAATGGTGTTGGCTGTCATGTCTGGCAAA
Glu lle Arg lle Tyr Trp Gin Lys Asp Asp Glu Met Val Leu Ala Val Met Ser Gly Lys

GTACAAGTGTGGCCCAAGTACAAGAACCGCACATTCACTGACGTCACCGATAACCACTCC
Val Gin Vol Trp Pro Lys Tyr Lys Asn Arg Thr Phe Thr Asp Val Thr Asp Asn His Ser

ATTGTGATCATGGCTCTGCGCCTGTCAGACAATGGCAAATACACTTGTATCATTCAAAAG
llte Val lle Met Ala Leu Arg Leu Ser Asp Asn Gly Lys Tyr Thr Cys lle fle GIn Lys

ATTGAAAAAGGGTCTTACAAAGTGAAACACCTGACTTCGGTGATGTTATTGGTCAGAGCT
lle Glu Lys Gly Ser Tyr Lys Val Lys His Leu Thr Ser Val Met Leu Leu Val Ag Ala

GACTTCCCTGTCCCTAGTATAACTGATCTTGGAAATCCATCTCATAACATCAAAAGGATA
Asp Phe Pro Val Pro Ser lle Thr Asp Leu Gly Asn Pro Ser His Asn lle Lys Ag lle

ATGTGCTTAACTTCTGGAGGTTTTCCAAAGCCTCACCTCTCCTGGCTGGAAAATGAAGAA
Met Cys Leu Thr Ser Gly Gly Phe Pro Lys Pro His Leu Ser Trp Leu Glu Asn Glu Glu

GAATTAAATGCCATCAACACAACAGTTTCCCAAGATCCTGAAACTGAGCTCTACACTATT
Glu Leu Asn Ala lle Asn Thr Thr Vol Ser Gin Asp Pro Glu Thr Glu Leu Tyr Thr lle

AGCAGTGAACTGGATTTCAATATGACAAACAACCATAGCTTCCTGTGTCTTGTCAAGTAT
Ser Ser Glu Leu Asp Phe Asn Met Thr Asn Asn His Ser Phe Leu Cys Leu Val Lys Tyr

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



01-3116-00-Ce

5/13

Obr .22-2

GGAAACTTAATAGTATCACAGATCTTCAACTGGCAAAAATCAGAGCCACAGCCTTCTAAT 720
Gly Asn Leu Ile Val Ser Gin lle Phe Asn Trp Gin Lys Ser Glu Pro Gin Pro Ser Asn

AATCAGCTCTGGATCATTATCCTGAGCTCAGTAGTAAGTGGGATTGTTGTGATCACTGCA 780
Asn Gln Leu Trp lle lle lle Leu Ser Ser Val Val Ser Gly lle Val Val lie Thr Ala

CTTACCTTAAGATGCCTAGTCCACAGACCTGCTGCAAGGTGGAGACAAAGAGAAATGGGE 840
Leu Thr Leu Ag Cys Leu Val His Ag Pro Ala Ala Ag Trp Ag Gin Arg Glu Met GlyA

AGAGCGCGGAAATGGAAAAGATCTCACCTGTCTACATAG 879

Arq Ala Ag Lys Trp Lys Arg Ser His Leu Ser Thr'l
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Obr. 3a-1
FeB72
GTTTCTOTGTTCCTCGGGAATGTCACTGAGCTTATACATCTGGETCTCTGGGAGCTGCAGT

GGATGGGCATTTGTGACAGCACTATGGGACTGAGTCACACTCTCCTTGTGATGGCCCTCC
lHe’( Gly Ile Cys Asp Ser Thr Met Gly Leu Ser His Thr Leu Leu Val Met Ala Leu

60

120

TGCTCTCTGGTGTTTCTTCCATGAAGAGTCAAGCATATTTCAACAAGACTGGAGAACTGC
Leu Leu Ser Gly Val Ser Ser Met Lys Ser Gin Ala Tyr Phe Asn Lys Thr Gly Glu Leu

180

CATGCCATTTTACAAACTCTCAAAACATAAGCCTGGATGAGCTGGTAGTATTTTGGCAGG
Pro Cys His Phe Thr Asn Ser Gin Asn lle Ser Leu Asp Glu Leu Val Val Phe Trp Gin

240

ACCAGGATAAGCTGGTTCTGTATGAGATATTCAGAGGCAAAGAGAACCCTCAAAATGTTC
Asp GIn Asp lys Leu Vol Leu Tyr Glu lie Phe Ag Gly Lys Glu Asn Pro Gin Asn Val

300

ATCTCAAATATAAGGGCCGTACAAGCTTTGACAAGGACAACTGGACCCTGAGACTCCACA
His Leu Lys Tyr Lys Gly Arg Thr Ser Phe Asp Lys Asp Asn Trp Thr Leu Aq Leu His

360

ATGTTCAGATCAAGGACAAGGGCACATATCACTGTTTCATTCATTATAAAGGGCCCAAAG
Asn Yal Gln lle Lys Asp Lys Gly Thr Tyr His Cys Phe lle His Tyr Lys Gly Pro Lys

420

GACTAGTTCCCATGCACCAAATGAGTTCTGACCTATCAGTGCTTGCTAACTTCAGTCAAC
Gly Leu Vol Pro Met His Gln Het Ser Ser Asp Leu Ser Val Leu Alo Asn Phe Ser Gin

480

CTGAAATAACAGTAACTTCTAATAGAACAGAAAATTCTGGCATCATAAATTTGBACCTRET
Pro Glu lle Thr Val Thr Ser Asn Ag Thr Glu Asn Ser Gly lle lle Asn leu Thr Cys

540

CATCTATACAAGGTTACCCAGAACCTAAGGAGATGTATTTTCAGCTAAACACTGAGAATT
Ser Ser lle GIn Gly Tyr Pro Glu Pro Lys Glu Met Tyr Phe Gln Leu Asn Thr Giu Asn

600

CAACTACTAAGTATGATACTGTCATGAAGAAATCTCAAAATAATGTGACAGAACTGTACA
Ser Thr Thr Lys Tyr Asp Thr Val Met Lys Lys Ser Gin Asn Asn Val Thr Glu Leu Tyr

660

ACGTTTCTATCAGCTTGCCTTTTTCAGTCCCTGAAGCACACAATGTGAGCGTCTTTTGTG
Asn Val Ser lie Ser Leu Pro Phe Ser Val Pro Glu Alo His Asn Val Ser Val Phe Cys

720

CCCTGAAACTGGAGACACTGGAGATGCTGCTCTCCCTACCTTTCAATATAGATGCACAAC
Ala Leu Lys Leu Glu Thr Leu Glu Met Leu Leu Ser Leu Pro Phe Asn lle Asp Ala Gln

780

CTAAGGATAAAGACCCTGAACAAGGCCACTTCCTCTGGATTGCGGCTGTACTTGTAATGT
Pro Lys Asp Lys Asp Pro Glu Gin Gly His Phe Leu Trp lle Alo Ala Val Leu Val Met

840

TTGTTGTTTITTTGTGGGATGGTGTCCTTTAAAACACTAAGGAAAAGGAAGAAGAAGCAGC
Phe Val Vol Phe Cys Gly Met Vol Ser Phe Lys Thr Leu Arg'Lys Arg Lys lys Lys GIn

900
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Obr.3A-2

CTGGCCCCTCTCATGAATGTGAAACCATCAAAAGGGAGAGAAAAGAGAGCAAACAGACCA 860
Pro Gly Pro Ser His Glu Cys Glu Thr lie Lys Arg Glu Arg Lys Glu Ser Lys Gin Thr

ACGAAAGAGTACCATACCACGTACCTGAGAGATCTGATGAAGCCCAGTGTGTTAACATTT
Asn Giu Arg Va! Pro Tyr His Val Pro Glu Arg Ser Asp Glu Ala Gln Cys Val Asn lle 1020

TGAAGACAGCCTCAGGGGACAAAAATCAGTAGGAAAATGGTGGCTTGGCGTGCTGACAAT
Leu Lys Thr Ala Ser Gly Asp Lys Asn GIn ¢ | 1080
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Obr.4A
FeCD28

ATGATCCTCAGGCTGCTTCTGGCTCTCAACTTCTTCCCCTCAATTCAAGTAACAGAAAAC

'Met lle Leu Arg Leu Leu Leu Ala Leu Asn Phe Phe Pro Ser lle Gin Yal Thr Glu Asn 60

AAGATTTTGGTGAAGCAGTTGCCCAGGCTTGTGGTGTACAACAATGAGGTCAACCTTAGC 120

Lys lle Leu Val Lys Gin Leu Pro Arg Leu Yal Val Tyr Asn Asn Glu Val Asn leu Ser

TGCAAGTACACTCACAACTTCTTCTCAAAGGAGTTCCGGGCATCCCTTTATAAGGGAGTA
Cys Lys Tyr Thr His Asn Phe Pne Ser Lys Glu Phe Arg Ala Ser Leu Tyr Lys Gly Val

GATAGTGCTGTGGAAGTCTGCGTTGTGAATGGAAATTACTCCCATCAGCCTCAGTTCTAC
Asp Ser Ala Vol Glu Val Cys vVal Val Asn Gly Asn Tyr Ser His Gla Pro Gln Phe Tyr

TCAAGTACAGGATTCGACTGTGATGGGAAATTGGGCAATGAAACAGTGACATTCTACCTC
Ser Ser Thr Gly Phe Asp Cys Aso Gly Lys Leu Gly Asn Glu Thr Val Thr Phe Tyr Leu

CGAAATTTGTTTGTTAACCAAACGGATATTTACTTCTGCAAAATTGAAGTCATGTATCCA
Arg Asn Leu Phe Yal Asn Gin Thr Asp lle Tyr Phe Cys Lys lle Glu Val Met Tyr Pro

CCTCCTTACATAGACAATGAGAAGAGCAATGGGACCATTATCCACGTGAAAGAGAAACAT
Pro Pro Tyr lle Asp Asn Glu Lys Ser Asn Gly Thr lle lie His Val Lys Glu Lys His

CTTTGTCCAGCTCAGCTGTCTCCTGAATCTTCCAAGCCATTTTGGGCACTGGTGGTGGTT
Leu Cys Pro Ala Gin Leu Ser Pro Glu Ser Ser Lys Pro Phe Trp Ala Leu Val Yal Yal

GGTGGAATCCTAGGTTTCTACAGCTTGCTAGCAACAGTGGCTCTTGGT'GCTTGCTGGATG
Gly Gly lie Leu Gly Phe Tyr Ser Leu Leu Ala Thr Val Ala Leu Gly Ala Cys Trp Met

AAGACCAAGAGGAGTAGGATCCTTCAGAGTGACTATATGAACATGACCCCCCGGAGGCCA
Lys Thr Lys Arg Ser Arg lle Leu Gin Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Aq Pro

GGGCCCACCCGAAGGCACTACCAACCTTACGCCCCAGCACGCGACTTTGCGGCATACCGT

Gly Pro Thr Arg Arg His Tyr Gin Pro Tyr Ala Pro Ala Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg

TCCTGACATGGACCCCTATCCAGAAGCC 688

Ser
—

180

2580

300

360

420

480

540

600

660
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Fe CTLA4 Obr.5A

AACCTGAACACTGCTCCCATAAAGCCATGGCTTGCTTTGGATTCCGGAGGCATGGGGCTC 60

Mlet Ala Cys Phe Gly Phe Arg Arg His Gly Ala

AGCTGGACCTGGCTTCTAGGACCTGGCCCTGCACTGCTCTGTTTTCTCTTCTCTTTATCC
Gin Leu Asp Leu Ala Ser Ag Thr Trp Pro Cys Thr Ala Leu Phe Ser Leu Leu Phe lie

CCGTCTTCTCCAAAGGGATGCATGTGGCCCACCCTGCAGTGGTGCTGGCCAGCAGICGAG
Pro Val Phe Ser Lys Gly Met His Val Ala His Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg

GTGTCGCCAGCTTCGTGTGTGAATATGGGTCTTCAGGCAATGCCGCCAAATTCCGAGTGA
Gly Val Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Gly Ser Ser Gly Asn Ala Ala Lys Phe Ag Yal

CTGTGCTGAGGCAAACTGGCAGCCAAATGACTGAAGTCTGTGCTGCGACATACACAGTGG
Thr Val Leu Arg Gin Thr Gly Ser GIn Met Thr Glu Val Cys Ala Ala Thr Tyr Thr Val

AGAATGAGTTGGCCTTCCTAAATGATTCCACCTGCACTGGCATCTCCAGCGGAAACAAAG
Glu Asn Glu Leu Ala Phe Leu Asn Asp Ser Thr Cys Thr Gly le Ser Ser Gly Asn Lys

TGAACCTCACCATCCAAGGGTTGAGGGCCATGGACACGGGACTCTACATCTGCAAGGTGG
Val Asn Leu Thr lie Gin Gly Leu Arg Al Met Asp Thr Gly Leu Tyr He Cys Lys Val

AGCTCATGTACCCACCACCCTACTATGCAGGCATGGGCAATGGAACCCAGATTTATGTCA
Glu Leu Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Ala Gly Met Gly Asn Gly Thr Gin lle Tyr Val

TCGATCCTGAACCTTGCCCAGATTCTGACTTCCTCCTCTGGATCCTCGCAGCAGTCAGTT
lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Phe Leu Leu Trp lle Leu Ala Ala Vol Ser

CAGGATTGTTTTTTTATAGCTTCCTTATCACAGCTGTTTCTTTGAGCAAAATGCTAAAGA
Ser Gly Leu Phe Phe Tyr Ser Phe Leu lle Thr Ala Yal Ser Leu Ser Lys Met Leu Lys

AAAGAAGCCCTCTTACTACAGGGGTCTATGTGAAAATGCCCCCAACAGAGCCAGAATGTG
Lys Arg Ser Pro Leu Thr Thr Gly Val Tyr Val lys Met Pro Pro Thr Glu Pro Glu Cys

AAAAGCAATTTCAGCCTTATTTTATTCCCATCAATTGACACACCGTTATGAAGAAGGAAG
Glu Lys Gin Phe Gin Pro Tyr Phe lie Pro lle Asn -

AACACTGTCCAATTTCTAAGAGCTGAGGC 749

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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<110>

<120>

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<160>

<170>

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

<220>
<221>
<222>

<400>
atg
Met

1

ccc
Pro

tca
Ser

tcc tgt
Ser Cys
50

tat tgg

ggc
Gly

aag
Lys

ggt
Gly

Collisson,

SEKVENCNI PROTOKOL

Hash, 'Stephen M.

Insou, Choi

ko&ic¢i cpso,

And “Polypeptides

54954-A~-PCT

Not-Yet: Know
1999-04~-30

09/071, 699
1998-05-01

Patentln .Ver. -

1

941

DNA

ko&ici cp8o

CDS
(1)..(876)

1
cac gca

Ala

gca

His Ala

cte ttt
Phe

20

ccg

Leu Pro

atc
Ile
35

atc
Ile

cag
Gln

gat tac aac

Asp Tyr Asn

caa aag gat

ctc
Leu

gtg
Val

att
Ile

gat

Ellen W

tgg
Trp

ttg
Leu

aac
Asn

tce
Ser
55

gaa

koZici cpss,

aaa
Lys

atg
Met

aag
Lys
40

acc
Thr

atg

ko¢ici cTLA-4 Nucleic Acid?

aca
Thr

cta
Leu
25

aca
Thr

aaa
Lys

gtg

cca
Pro
10

gct
Ala

gtg
val

gaa
Glu

ttg

cta
Leu

agt
Ser

gaa
Glu

ctg
Leu

gct

ctg
Leu

ctt
Leu

gaa
Glu

acg
Thr
60

gtc

aag
Lys

tte
Phe

gta
val
45

gaa
Glu

atg

cac
His

tac
Tyr
30

gca

Ala

att
Ile

tct

cca
Pro
15

ttc
Phe

gta
vVal

cga
Arg

ggc

tat
Tvr

Cys

cta
Leu

atc
Ile

aaa

A

*

coess s

~\9Lr

i

48
96
144
192

240
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Tyr
65

gta

gat
Asp

aaa
Lys

aaa
Lys

cct
Pro
145

atg

Met

gaa
Glu

aca
Thr

gta
val
225

aat
Asn

gtg

Trp

caa
Gln

aac
Asn

tac
Tyr

cac
His
130
agt

Ser

tgc
Cys

aat
Asn

gaa
Glu

aac
Asn
210

tca
Ser

cag
Gln

atc

Gln

gtg
Val

cac
His

act
Thr
115

ctg

Leu

ata
Ile

tta
Leu

gaa
Glu

act
Thr
195

aac
Asn

cag
Gln

ctc
Leu

act

Lys

tgg
Trp

tce
Ser
100

tgt

Cys

act
Thr

act
Thr

act
Thr

gaa
Glu

180.

gag
Glu

cat
His

atc
Ile

tgg
Trp

gca

Asp

ccc
Pro
85

att
Ile

att
Ile

tcg
Ser

gat
Asp

tct
Ser
165

gaa

Glu

ctc
Leu

agc
Ser

ttc
Phe

atc
Ile
245

ctt

Asp
70

aag
Lys

gtg
Vval

att
Ile

gtg
Val

ctt
Leu
150

gga
Gly

tta
Leu

tac
Tyr

ttc
Phe

aac
Asn
230

att
Ile

acec

Glu

tac
Tyr

atc
Ile

caa
Gln

atg
Met
135

gga
Gly

ggt
Gly

aat
Asn

act
Thr

ctg
Leu
215

tgg
Trp

atc
Ile

tta

Met

aag
Lys

atg
Met

aag
Lys
120

tta

Leu

aat
Asn

ttt
Phe

gcc
Rla

attc
Ile
200

tgt
Cys

caa
Gln

ctg
Leu

aga

val

aac

Asn

gct
Ala
105

att

Ile

ttg
Leu

cca
Pro

cca
Pro

atc
Ile
185

agc
Ser

ctt
Leu

aaa
Lys

agc
Ser

tgc

Leu

cgc
Arg
90

ctg
Leu

gaa
Glu

gtc
val

tct
Ser

aag
Lys
170

aac

Asn

agt
Ser

gtc
val

tca
Ser

teca
Ser
250

cta

Ala
75

aca
Thr

cgce
Arg

aaa
Lys

aga
Arg

cat
His
155

cct

Pro

aca
Thr

gaa
Glu

aag
Lys

gag
Glu
235

gta
vVal

gtc

Val

ttc
Phe

ctg
Leu

999
Gly

gct
Ala
140

aac

Asn

cac
His

aca
Thr

ctg
Leu

tat
Tyr
220

cca
Pro

gta
val

cac

Met

act
Thr

tca
Ser

tct
Ser
125

gac

Asp

atc
Ile

ctc
Leu

gtt
val

gat
Asp
205

gga
Gly

cag
Gln

agt
Ser

aga

Ser

gac
Asp

gac
Asp
110

tac
Tyr

tte
Phe

aaa
Lys

tcc
Ser

tcc
Ser
190

ttc

Phe

aac
Asn

cct’

Pro

999
Gly

cct

Gly

gte
Val
95

aat

Asn

aaa
Lys

cct

Pro

agg
Arg

aat
Asn

tta

Leu

tct
Ser

att
Ile
255

gct

ssese

Lys
80

acc
Thr

ggc
Gly

gtg
val

gtc
val

ata
Ile
160

ctg
Leu

gat

1 Asp

atg
Met

cta
Leu

aat
Asn
240

gtt
val

gca

secans

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816
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Val Ile Thr Ala Leu Thr Leu Arg Cys Leu Val His Arg Pro Ala Ala

260

265

270

agg tgg aga caa aga gaa atg ggg aga gcg cgg aaa tgg aaa aga tct
Arg Trp Arg Gln Arg Glu Met Gly Arg Ala Arg Lys Trp Lys Arg Ser

275

280

285

cac ctg tct aca tagattctgc agaaccactg tatgcagagc atctggaggt

His Leu Ser Thr
290

agcctcttta gctcttctct actag

<210> 2
<211> 292
<212> PRT

<213> kocici CD80

<400> 2
Met Gly His Ala
1

Pro Lys Leu Phe
20

Ser Gly Ile Ile

Ser Cys Asp Tyr

50

Tyr Trp Gln Lys
65

Val Gln vVal Trp

Asp Asn His Ser
100

Lys Tyr Thr Cys
115

Lys His Leu Thr
130

Pro Ser Ile Thr

Ala

Pro

Gln

Asn

Asp

Pro

85

Ile

Ile

Ser

Asp

Lys

Val

Ile

Lys

val

Ile

val

Leu

Trp

Asn

Tyr

Ile

Gln

Met

135

Gly

Lys

Met

Lys

40

Thr

Met

Lys

Met

Lys

120

Leu

Asn

Thr

Leu

25

Thr

Lys

Val

Asn

Ala

105

Ile

Leu

Pro

Pro

10

Ala

Val

Glu

Leu

Arg

90

Leu

Glu

val

Ser

Leu

Ser

Glu

Leu

Ala

75

Thr

Arg

Lys

Arg

His

Leu

Leu

Glu

Thr

60

val

Phe

Leu

Gly

Ala

140

Asn

Lys

Phe

Val

45

Glu

Met

Thr

Ser

Ser

125

Asp

Ile

His

Tyr

30

Ala

Ile

Ser

Asp

Asp

110

Tyr

Phe

Lys

val
95

Asn

Lys

Arg

Tyr

Cys

Ile

Thr

Gly

val

val

Ile

864

916

941
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145

Met

Glu

Pro

Thr

val

225

Asn

Val

Arg

His

Cys

Asn

Glu

Asn

210

Ser

Gln

Ile

Trp

Leu
290

<210> 3

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
222>

<400> 3
atg ggt

Met
1

Gly

ccc aag

Pro Lys

Leu

Glu

Thr

195

Asn

Gln

Leu

Thr

Arg

275

Ser

CDS
(1L)..(876)

cac
His

cte
Leu

Thr

Glu

180

Glu

His

Ile

Trp

Ala

260

Gln

Thr

gca
Ala

ttt
Phe
20

Ser

165

Glu

Leu

Ser

Phe

Ile

245

Leu

Arg

gca
Ala

ccg
Pro

150

Gly

Leu

Tyr

Phe

Asn

230

Ile

Thr

Glu

aag

Lys Trp

ctc ttg
Leu Leu

Gly

Asn

Thr

Leu

215

Trp

Ile

Leu

Met

tgg

Phe Pro Lys
170

Ala Ile Asn
185

Ile Ser Ser
200

Cys Leu Val

Gln Lys Ser

Leu Ser Ser
250

Arg Cys Leu
265

Gly Arg Ala
280

aaa aca cca
Lys Thr Pro
10

atg cta gct
Met Leu Ala
25

155

Pro

Thr

Glu

Lys

Glu

235

val

Val

Arg

cta
Leu

agt
Ser

e
®

d000

His

Thr

Leu

Tyr

220

Pro

Val

Lys

ctg
Leu

ctt
Leu

oove
&
ose

o0
L
P0ONS

£l

Leu Ser

Val Ser

190

Asp Phe
205

Gly Asn

Gln Pro

Ser Gly

Arg Pro
270

Trp Lys
285

aag cac
Lys His

Lttt tac
Phe Tyr
30

e e

Trp
175

Gln

Asn

Leu

Ser

Ile

255

Ala

Arg

cca
Pro
15

ttc
Phe

(X T )
(XXX J

160

Leu

Asp

Met

Leu

Asn

240

Val

Ala

Ser

tat
Tyr

tgt
Cys

.o

48

96
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tca
Ser

tcc
Ser

tat
Tyr
65

gta
val

gat
Asp

aaa
Lys

aaa
Lys

cct
Pro
145

atg
Met

gaa
Glu

cct
Pro

aca
Thr

ggt
Gly

tgt
Cys
50

tgg
Trp

caa
Giln

aac
Asn

tac
Tyr

cac
His
130

agt
Ser

tgc
Cys

aat
Asn

gaa
Glu

aac
Asn
210

atc
Ile
35

gat
Asp

caa
Gln

gtg
Val

cac
His

act
Thr
115

ctg
Leu

ata
Ile

tta
Leu

gaa
Glu

act
Thr
185

aac
Asn

atc
Ile

tac
Tyr

aag
Lys

tgg
Trp

tce
Ser
100

tgc

Cys I

act
Thr

act
Thr

act
Tar

gaa
Glu
180

gag
Glu

cat
His

cag
Gln

aac
Asn

gat
Asp

cce
Pro
85

att
Ile

tcyg
Ser

gat
Asp

tce
Ser
165

gaa
Glu

ctc
Leu

agc
Ser

gtg
Val

att
Ile

gat
Asp

70

aag
Lys

gtg
Val

att
Ile

gtg
Val

ctt
Leu
150

gga
Gly

tta
Leu

tac
Tyr

ttc
Phe

aac
Asn

tce
Ser
55

gaa
Glu

tac
Tyr

atc
Ile

caa
Gln

atg
Met
135

gga
Gly

ggt
Gly

aat
Asn

act
Thr

ctg
Leu
215

aag
Lys
40

acc
Thr

atg
Met

aag
Lys

atg
Met

aag
Lys
120

tta

Leu

aat
Asn

ttt
Phe

att
Ile
200

Cys

aca
Thr

aaa
Lys

gtg
Val

aac
Asn

gct
Rla
105

att
Ile

ttg
Leu

cca
Pro

cca
Pro

atc
Ile
185

agc

Ser

ctt
Leu

gtg
Val

gaa
Glu

cgc
Arg
S0

ctg
Leu

caa
Gln

gtc
vVal

tct
Ser

aag
Lys
170

aac
Asn

agt
Ser

gtc
Val

gaa
Glu

ctg
Leu

gct
Ala
75

aca
Thr

cgc
Arg

aaa
Lys

aga
Arg

cat
His
155

ccT

Pro

aca
Thr

gaa
Glu

aag
Lys

gaa
Glu

acg
Thr
60

gtc
val

ttc
Phe

ctg
Leu

999
Gly

gct
Ala
140

aac
Asn

cac
His

aca
Thr

ctg
Leu

tat
Tyr
220

gta
val
45

gaa
Glu

Thr

tca
Ser

tct
Ser
125

gac
Asp

atc
Ile

gtt
Val

gat
Asp
205

gga
Gly

gca gta
Ala Val

att cga
Ile Arg

tct ggc
Ser Gly

gac gtc
Asp Val
95

gac aat
Asp Asn
110

tac aaa
Tyr Lys

ttc cct
Phe Pro

aaa agg
Lys Arg

tcc tgg
Ser Trp
175

tcc caa
Ser Gln
190

ttc aat

Phe Asn

aac tta
Asn Leu

*e

cta
Leu

atc
Ile

aaa
Lys
80

acc
Thr

ggc
Gly

gtg
Val

gtc
val

ata
Ile
160

ctg
Leu

gat
Asp

atg
Met

ata
Ile

esve

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

*

[EX XXX
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gta
val
225

aat

Asn

gtg
Val

agg
Arg

cac
His

tca
Ser

cag
Gln

atc
Ile

tgg
Trp

ctg
Leu
290

<210> 4

<211>
<212>
<213>

<400> 4

Met
1

Pro

Ser

Ser

Tyr

65

Val

Gly

Lys

Gly

Cys

50

Tro

Gln

Asn

cag
Gln

ctc
Leu

act
Thr

aga
Arg
275

tct
Ser

232
PRT

ko&igi CD8O

His

Leu

Ile

Asp

Gln

val

His

atc
Ile

tgg
Trp

gca
Ala
260

caa

Gln

aca
Thr

Ala

Phe

20

Ile

Tyr

Lys

Trp

Ser
100

ttc
Phe

atc
Ile
245

ctt
Leu

aga
Arg

tag

Ala I

Pro

Gln

Asn

Asp

Pro

85

Ile

aac
Asn
230

att

Ile

acc
Thr

gaa
Glu

Leu

Val

Ile

Asp

70

Lys

val

tgg
Trp

atc
Ile

tta
Leu

atg
Met

Trp

Leu

Asn

Ser

55

Glu

Tyr

Ile

caa
Gln

ctg
Leu

aga
Arg

999
Gly
280

Lys

Met

Lys

40

Thr

Met

Lys

Met

aaa tca gag cca
Lys Ser Glu Pro
235

agc tca gta gta

Ser Ser Val val
250

tgc cta gtc cac

Cys Leu Val His

265

aga gcg cgg aaa
Arg Ala Arg Lys

Thr Pro Leu Leu
10

Leu Ala Ser Leu

Thr Val Glu Glu

Lys Glu Leu Thr

60

Val Leu Ala Val
75

Asn Arg Thr Phe
90

Ala Leu Arg Leu
105

e®

cag
Gln

agt
Ser

aga
Arg

tgg
Trp
285

Lys

Phe

cct
Pro

999
Gly

cct
Pro
270

aaa
Lys

Eis

Tyz
30

Val Ala

45

Glu

Thr

Ser

Ile

Ser’

Asp

Asp
110

esoc e
sce e

tct
Ser

gct
Ala

aga
Arg

vVal

aat
Asn
240

gtt

Val

gca
Ala

tct
Ser

Tyr

Cys

Leu

Ile

Lys

80

Thr

Gly

720

768

816

864

87
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Lys

Lys

Pro

145

Met

Glu

Pro

Thr

Val

225

Asn

val

Arg

His

Tyr

His

130

Ser

Cys

Asn

Glu

Asn

210

Ser

Gln

Trp

Leu
290

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>
<221> CDS

<222>

<400> 5

gtttctgtgt tcctcgggaa tgtcactgag cttatacatc tggtctctgg gagetgcagt 60

(63)

Thr

115

Leu

Ile

Leu

Glu

Thr

195

Asn

Leu

Thr

Cys

Thr

Thr

Thr

Glu

180

Glu

His

Ile

Trp

Ala

260

Gln

Thr

Ile

Ser

Asp

Ser

165

Glu

Leu

Ser

Phe

Ile

245

Arg

.. (1052}

Ile

val

Leu

150

Gly

Leu

Tyr

Phe

Asn

230

Ile

Thr

Glu

Gln
Met
135
Gly
Gly
Asn
Thr
Leu
215
Trp
Ile

Leu

Met

Lys

120

Leu

Asn

Phe

Ala

Ile

200

Cys

Gln

Leu

Arg

Gly
280

Ile

Leu

Pro

Pro

Ile

185

Ser

Leu

Lys

Ser

Cys

265

Arg

Gln

Val

Ser

Lys

170

Asn

Ser

val

Ser

Ser

250

Leu

Ala

Lys

Arg

His

155

Pro

Thr

Glu

Lys

Glu

235

val

val

Arg

Gly

Ala

140

Asn

His

Thr

Leu

Tyr

220

Pro

Val

His

Lys

Ser

125

Asp

Ile

Leu

vVal

Asp

205

Gly

Gln

Ser

Arg

Trp
285

Phe

Lys

Pro

Ser Trp

Ser

190

Phe

Asn

Pro

Gly

Pro

270

Lys

Gln

Asn

Leu

Ser

Ile

253

Ala

Val

Val

Ile

160

Leu

Met

Ile

Asn

240

Val

Ala

Ser

es e

L d
[(E XXX X



01-3116-00-Ce

ssee

gg atg ggc att tgt gac agc act atg gga ctg agt cac act ctc ctt

gtg
val

tat
Tyr

aac
Asn

ctg
Leu

cat
His
80

ctg
Leu

tte
Phe

agt
Ser

gta
Val

tca
Ser
160

aac
Asn

1

atg
Met

ttc
Phe

ata
Ile

gtt
Val
65

ctc
Leu

aga
Arg

att
Ile

tct
Ser

act
Thr
145

tct

Ser

act
Thr

gcc
Ala

aac
Asn

agc
Ser
50

aaa
Lys

ctc
Leu

cat
His

gac
Asp
130

tct

Ser

ata
Ile

gag
Glu

ctc
Leu

aag
Lys
35

ctg
Leu

tat
Tyr

tat
Tyr

cac
His

tat
Tyr
115

cta
Leu

aat
Asn

caa
Gln

aat
Asn

ctg
Leu
20

act
Thr

gat
Asp

gag
Glu

aag
Lys

aat
Asn
100

aaa
Lys

tca
Ser

aga
Arg

ggt
Gly

tca
Ser
180

5

ctc
Leu

gga
Gly

gag
Glu

ata
Ile

ggc
Gly
85

gtt
Val

gg9g
Gly

gtg
val

aca
Thr

tac
Tyr
165

act
Thr

tct
Ser

gaa
Glu

ctg
Leu

ttc
Phe
70

cgt
Ar

cag
Gln

ccc
Pro

gaa
Glu
150

cca

Pro

act
Thr

ggt
Gly

ctg
Leu

gta
Val
55

aga
Arg

aca
Thr

atc
Ile

aaa
Lys

get
Ala
135

aat
Asn

gaa
Glu

aag
Lys

gtt
Val

cca
Pro
40

gta
val

ggc
Gly

agc
Ser

aag
Lys

gga
Gly
120

aac
Asn

tct
Ser

cct
Pro

tat
Tyr

tct
Ser
25

tgc
Cys

ttt
Phe

aaa
Lys

tet
Phe

gac
Asp
105

cta
Leu

tte
Phe

ggc
Gly

aag
Lys

gat
Asp
185

10

tce
Ser

cat
His

tag
Trp

gag
Glu

gac
Asp
90

aag
Lys

gtt
Val

agt
Ser

atc
Ile

gag
Glu
170

act
Thr

atg
Met

ttt
Phe

cag
Gln

aac
Asn
75

aag
Lys

ggc
Gly

caa
Gln

ata
Ile
155

atg

Met

gtc
val

aag
Lys

aca
Thr

gac
Asp
60

cct
Pro

gac
Asp

aca
Thr

atg
Met

cct
Pro
140

aat

Asn

tat
Tyr

atg
Met

agt
Ser

aac
Asn
45

cag
Gln

caa
Gln

aac
Asn

tat
Tyr

cac
His
125

gaa
Glu

ttg
Leu

tte
Phe

aag
Lys

caa
Gln
30

tct
Ser

gat
Asp

aat
Asn

tgg
Trp

caa
Gln

ata
Ile

acc
Thr

cag
Gln

aaa
Lys
190

Met Gly Ile Cys Asp Ser Thr Met Gly Leu Ser His Thr Leu Leu

15

gca
Rla

caa
Gln

tgt

1s Cys

atg
Met

aca
Thr

tgc
Cys

cta
Leu
175

tct
Ser

es e
eees

107

155

203

251

299

347

395

443

491

539

587

635
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caa
Gln

tca
Ser

gag
Glu

cct
Pro
240

gta
vVal

cta
Leu

acc
Thr

cca
Pro

ttg
Leu
320

ctgacaat

aat
Asn

gtc
Val

aca
Thr
225

aag
Lys

ctt
Leu

agg
Arg

atc
Ile

tac
Tyr
305

aag
Lys

<210> 6
<211> 329
<212> PRT
<213> kogigi CD86

<400> 6
Met Gly Ile Cys Asp Ser Thr Met Gly Leu Ser His Thr Leu Leu Val

1

aat
Asn

cct
Pro
210

ctg
Leu

gat
Asp

gta
Val

aaa
Lys

aaa
Lys

290

cac
His

aca
Thr

gtg
val
195

gaa
Glu

gag
Glu

aaa
Lys

atg
Met

agg
Arg
275

agg
Arg

gta
val

gcc
Ala

aca
Thr

gca
Ala

atg
Met

gac
Asp

tce
Phe
260

aag
Lys

gag
Glu

cct
Pro

tca
Ser

5

gaa
Glu

cac
His

ctg
Leu

cct
Pro
245

gtt
val

aag
Lys

aga
Arg

gag
Glu

999
Gly
325

ctg
Leu

aat
Asn

ctc

Leu
230

gaa
Glu

gtt
Val

aag
Lys

aaa
Lys

aga
Arg
310

gac
Asp

tac
Tyr

gtg
val
215

tce
Ser

caa
Gln

tte
Phe

cag
Gln

gag
Glu
295

tct

Ser

aaa
Lys

aac
Asn
200

agc
Ser

cta
Leu

ggc
Gly

tgt
Cys

cct
Pro
280

agc

Ser

gat
Asp

aat
Asn

gtt
val

gtc
val

cct
Pro

cac
His

999
Gly
265

ggc
Gly

aaa
Lys

gaa
Glu

cag
Gln

10

tct
Ser

ttt
Phe

Phe

ttc
Phe
250
atg

Met

cce
Pro

cag
Gln

gcc
Ala

tag

330

atc
Ile

tgt
Cys

aat
Asn
235

ctc
Leu

gtg
val

tct
Ser

acc
Thr

cag
Gln
315

agc
Ser

gcc
Ala
220

ata
Ile

tgg
Trp

tce
Ser

cat
His

aac
Asn
300

tgt
Cys

ttg
Leu
205

ctg
Leu

gat
Asp

att
Ile

gaa
Glu
285

gaa
Glu

cct
Pro

aaa
Lys

gca
Ala

gcg
Ala

aaa
Lvs
270

tgt

Cys

aga
Arg

aac
Asn

ttt
Phe

ctg
Leu

caa
Gln

gct
Ala
255

aca
Thr

gaa
Glu

gta
Val

gaaaatggtg gcttggcgtg

15

.

683

731

779

827

875

923

971

1019

1072

1080
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Met

Phe

Ile

vVal

65

Leu

Arg

Ile

Ser

Thr

145

Ser

Thr

Asn

Val

Thr

225

Lys

Leu

Ala

Asn

Ser

50

Leu

Lys

Leu

His

Asp

130

Ser

Ile

Glu

Asn

Pro

210

Leu

Asp

val

Leu

Lys

Leu

Tyr

Tyr

His

Tyr

115

Leu

Asn

Gln

Asn

val

195

Glu

Glu

Lys

Met

Leu
20

Thr

Asp

Glu

Lys

Asn

100

Ser

Arg

Gly

Ser

180

Thr

Ala

Met

Asp

Phe
260

Leu

Gly

Glu

Ile

Gly

85

val

Gly

val

Thr

Tyr

165

Thr

Glu

His

Leu

Pro

245

val

Ser

Glu

Leu

Phe

70

Arg

Gln

Pro

Leu

Glu ,

150

Thr

Leu

Asn

Leu

230

Glu

Val

Val
215

Ser

Gln

vVal

Pro

40

val

Gly

Ser

Gly

120

Asn

Ser

Pro

Tyr

Asn

200

Ser

Leu

Gly

Cys

10

Ser

25

Cys

Phe

Lys

Phe

Asp

105

Leu

Phe

Gly

Asp

185

val

val

Pro

His

Gly
265

Ser

His

Trp

Glu

Asp

90

Lys

val

Ser

Ile

Glu

170

Thr

Ser

Phe

Phe

Phe

250

Met

Met

Phe

Gln

Asn

75

Lys

Gly

Gln

Ile

155

Met

Val

Ile

Cys

Asn

235

Leu

Val

Lys

Thr

Asp

60

Pro

Asp

Thr

Met

Pro

140

Asn

Tyr

Ser

Ala

220

Ile

Trp

Ser

'SR R]

ae ses

Ser

Asn

45

Gln

Gln

Asn

Tyr

His

125

Glu

Leu

Phe

Lys

Leu

205

Asp

Ile

Phe

Gln

30

Ser

Asp

Asn

Trp

His

110

Gln

Ile

Thr

Gln

Lys

190

Pro

Lys

Ala

Ala

Lys
270

[REXXEX]

Ala

Gln

Lys

val

Thr

95

Cys

Met

Thr

Cys

Leu

175

Ser

Phe

Leu

Gln

Ala
255

Thr

Tyr

Asn

Leu

His

80

Leu

Phe

Ser

Val

Ser

160

Asn

Gln

Ser

Glu

Pro

240

val

Leu



sse
eese
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Arg Lys Arg Lys Lys Lys Gln Pro Gly Pro Ser His Glu Cys Glu Thr
275 280 285

Ile Lys Arg Glu Arg Lys Glu Ser Lys Gln Thr Asn Glu Arg Val Pro
290 295 300

Tyr His Val Pro Glu Arg Ser Asp Glu Ala Gln Cys Val Asn Ile Leu
305 310 315 320

Lys Thr Ala Ser Gly Asp Lys Asn Gln
325

<210> 7

<211> 688

<212> DNA

<213> kodi&i cD28

<220>
<221> CDs
<222> (1)..(8863)

<400> 7
atg atc ctc agg ctg ctt ctg gct ctc aac tic ttc ccc tca att caa 48
Met Ile Leu Arg Leu Leu Leu Ala Leu Asn Phe Phe Pro Ser Ile Gln

1 10 15

w

gta aca gaa aac aag att ttg gtg aag cag ttg ccc agg ctt gtg gtg 96
val Thr Glu Asn Lys Ile Leu Val Lys Gln Leu Pro Arg Leu Val Val
20 25 30

tac aac aat gag gtc aac ctt agc tgc aag tac act cac aac ttc ttc 144
Tyr Asn Asn Glu Val Asn Leu Ser Cys Lys Tyr Thr His Asn Phe Phe
35 40 45

tca aag gag ttc cgg gca tcc ctt tat aag gga gta gat agt gct gtg 192
Ser Lys Glu Phe Arg Ala Ser Leu Tyr Lys Gly Val Asp Ser Ala Val

7

50 35 €0

gaa gtc tgc gtt gtg aat gga aat tac tcc cat cag cct cag ttc tac 240
Glu Val Cys Val Val Asn Gly Asn Tyr Ser His Gln Pro Gln Phe Tyr
65 70 75 8Q

tca agt aca gga ttc gac tgt gat ggg aaa ttg ggc aat gaa aca gtg 288
Ser Ser Thr Gly Phe Asp Cys Asp Gly Lys Leu Gly Asn Glu Thr Val
85 S0 95

11
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aca
Thr

tgc
Cys

agc
Ser

cag
Gln
145

ggt
Gly

gct
Ala

atg
Met

cct
Pro

ttc
Phe

aaa
Lys

aat
Asn
130

ctg
Leu

gga
Gly

tgc
Cys

aac
Asn

tac
Tyr
210

tac
Tyr

att
Ile
115

gg9
Gly

tct
Ser

atc
Ile

tgg
Trp

atg
Met
195

gcc
Ala

ctc
Leu
100

gaa

Glu

acc
Thr

cct
Pro

cta
Leu

atg
Met
180

acc

cca
Pro

cga
Arg

gtc
val

att
Ile

gaa
Glu

ggt
Gly
165

c¢ccratccag aagcece

<210> 8

<211>
<212>
<213>

<400> 8
Met Ile Leu Arg Leu

1

221
PRT
ko&i¢i cD28

5

Val Thr Glu Asn Lys

20

Tyr Asn Asn Glu Val

aat ttg ttt
Asn Leu Phe

atg tat cca
Met Tyr Pro
120

atc cac gtg
Ile His Val
135

tct tcc aag
Ser Ser Lys
150

ttc tac agce
Phe Tyr Ser

g acc aag agg

Thr Lys Arg

cgg agg cca
Arg Arg Pro
200

(8]

cgc gac ttt
Arg Asp Phe
215

Leu Leu Ala

Ile Leu Val

Asn Leu Ser

12

gtt aac
Val Asn
105

cct cct
Pro Pro

aaa gag
Lys Glu

cca ttt
Pro Phe

ttg cta
Leu Leu
170

agt agg
Ser Arg
185

ggg ccc
Gly Pro

gcg gca
Ala Ala

Leu Asn
10

Lys Gln
25

Cys Lys

caa acg
Gln Thr

tac ata
Tyr Ile

aaa cat
Lys His
140

tgg gca
Trp Ala
155

gca aca

Ala Thr

atc ctt
Ile Leu

acc cga
Thr Arg

tac cgt
Tyr Arg
220

Phe Phe

Leu Pro

Tyr Thr

gat att
Asp Ile
110

gac aat
Asp Asn
125

ctt tgt
Leu Cys

ctg gtg
Leu Val

gtg gct
Val Ala

cag agt
Gln Ser
130

agg cac
Arg His
205

.
XXXyl
[ XXX

tac
TYyr

gag
Glu

cca
Pro

gtg
val

ctt
Leu
175

gac

Asp

tac
Tyr

evs oo

ttc
Phe

aag
Lys

gct
Ala

gtt
val
160

ggt
Gly

tat
Tyr

caa
Gln

tcc tgacatggac

Ser

Pro Ser Ile Gln

15
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Ser

Glu
65

Thr

Gln

145

Gly

Ala

Met

Pro

Lys

50

val

Ser

Phe

Lys

Asn

120

Leu

Gly

Cys

Asn

Tyr
210

<210> 9

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<222>

<400> 9
aacctgaaca

35

Glu

Cys

Thr

Tyr

Ile

115

Ser

Ile

Met
195

Ala

CDs
(27)..(698)

Phe

val

Gly

Leu

100

Glu

Thr

Pro

Leu

Met

180

Thr

Pro

Arg

val

Phe

85

Arg

Val

Glu

Gly

165

Lys

Pro

Ala

Ala

Asn

70

Asp

Asn

Met

Ile

Ser

150

Phe

Thr

Arg

Arg

Ser

55

Gly

Cys

Leu

Tyr

His

135

Ser

Tyr

Lys

Arg

Asp
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40

Leu

Asn

Asp

Phe

Pro
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val

Lys

Ser

Arg

Pro
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Phe

Tyr
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Gly

Val
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Pro

Lys
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Leu

Ser
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Ala
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Ser
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Pro

Glu

Phe

Leu
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Arg
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Ala

Gly

His
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Leu
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Trp
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Ala
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Val Asp
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Gln Pro
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Thr Val

Leu Gln

Arg Arg
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Arg Ser
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Ser
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Glu
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Asn

Cys
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Ala

Ser
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His
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95
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Glu
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Val
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Asp
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cac

His

tgt
Cys

ctg
Leu

aca
Thr
S0

atc

ile

i

atg
Met

ccc
Pro

cct
Pro

gtc
val
170

ttg
Leu

gct
Ala

tct

Ser

cct

Pro

gaa
Glu

agg
Arg
75

gtg
val

tcce
Ser

gac
Asp

tac
Tyr

gaa
Glu
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agt

Ser

agc
Ser

cag
Gln

ctt
Leu

gca
Ala

gag
Glu

agc
Ser
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cct

Pro

tca
Ser
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Lys

ctg
Leu

ctc
Leu

gtg
val
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gg99
Gly

act
Thr

aat

Asn

gga
Gly

gga
Gly
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gca a

Ala

tgc
Cys
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Gly
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Met

gac
Asp

ttt
Phe
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gtg
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tct
Ser
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Gly
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Glu
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Asn
110

cca
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ttg
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cta
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Ile

ctg
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Ala
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Gly
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Gln
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Ala

gtg
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Gly
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Ser
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Tttt

Phe
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Lys

tct
Ser

gtc
val

agc
Ser

aat
Asn
65

atg

Met

ttc
Phe

aac
Asn

tgc
Cys

aat
Asn
145

gac

Asp

tat
Tyr
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Arg

14

agg
Arg

ttc
Phe

agc
Ser
50

gcc

Ala

act

cta
Leu

ctc
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Lys
130

gga
Gly

tte
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Ser
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Ser
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Ser
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cga

Arg
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Ala
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Glu
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ctc
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ttc
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tgg
Trp
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ggt
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ctc
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gtg aaa
Val Lys

tat ttt
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Asp Phe Leu Leu Trp Ile Leu Ala Ala Val Ser Ser Gly Leu Phe Phe

165 170 175

Tyr Ser Phe Leu Ile Thr Ala Val Ser Leu Ser Lys Met Leu Lys Lys

i80 185 190

Arg Ser Pro Leu Thr Thr Gly Val Tyr Val Lys Met Pro Pro Thr Glu

195 200 205

Pro Glu Cys Glu Lys Gln Phe Gln Pro Tyr Phe Ile Pro Ile Asn
210 215 220
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<400>

DNA
ko&i¢i CD80O primer

11

cgcggatccg caccatgggt cacgcagcaa agtggaaaac 40

<210>
<211>
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<213>

<400>

12

25

DNA

ko¢i¢i CD80 primer

12

cctagtagag aagagctaaa gaggc 25

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

<400>

13

33

DNA

ko&i&i CD28 primer
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cgcggatcca ccggtagcac aatgatcctc agg 33
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<211>
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<213>

<400>
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DNA
ko&ili CD28 primer
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cgcggatcct ctggataggg gtccatgtca g 31
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<210> 15

<211> 27

<212> DNA

<213> kogigi CTLA-4 primer

<400> 15
atggcttcgc cttggatttc cagcagg

<210> 16

<211> 29

<212> DNA

<213> koCi&i CTLA-4 primer

<400> 16
tcaattgaat gaggaataaa ataaggctg

<210> 17

<211> 28

<212> DNA

<213> ko&idi CTLA-4 primer

<400> 17
tgttgggttt ctgactctga cttcecctg

<210> 18

<211> 24

<212> DNA

<213> ko&i¢&i CTLA-4 primer

<400> 18

gcatagtagg gtggtgggta catg

<210> 19

<211> 28

<212> DNA

<213> kod&ic¢i CTLA-4 primer

<400> 19
tgttgggttt ctgactctga cttccctg
<210> 20
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<211> 20
<212> DNA
<213> ko&i¢i CTLA-4 praimer

<400> 20
acatgagctc caccttgcag

<210> 21

<211i> 27

<212> DNA

<213> koli¢il CTLA-4 primer

<400> 21

ccatcctaat acgactcact atagggce

<210> 22

<211> 24

<212> DNA

<213> ko&isi CTLA-4 primer

<400> 22
gtgaatatgg gtcttcaggc aatg

<210> 23

<211> 23

<212> DNA

<213> kogiadi CTLA-4 praimer

<400> 22
actcactata gggctcgage ggc

<210> 24

<211> 23

<212> DNA

<213> ko&i&i CTLA-4 primer

<400> 24
gaaatccgag tgactgtgct gag

<210> 25

<211> 24

<212> DNA

<213> xo&igi CTLA-4 primer
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<400> 25
aacctgaaca ctgctcccat aaag

<210> 26

<211> 25

<212> DNA

<213> ko&ic¢i CTLA-4 primer

<400> 26

gcctcagctc ttagaaattg gacag

<210> 27

<211> 21

<212> DNA

<213> ko¢i¢i CD86 primer

<400> 27
tagtattttg gcaggaccag g

<210> 28

<211> 23

<212> DNA

<213> kolig¢i CD86 primer

<400> 28
ctgtgacatt atcttgagat ttc

<210> 29

<211> 23

<212> DNA

<213> kolig¢i CD86 primer

<400> 29
gagcatqcac taatgggact gag

<210> 30

<211> 23

<212> DNA

<213> ko¢i&i CD86 primer

<400> 30
ctgtgacatt atcttgagat ttc
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<210> 31

<211> 27

<212> DNA

<213> ko&i&i CD86 primer

<400> 31
ccatcctaat acgactcact atagggce

<210> 32

<211> 28

<212> DNA

<213> ko¢ic¢i CD86 primer

<400> 32

tgggtaacct tgtatagatg agcaggtc

<210> 33

<211> 23

<212> DNA

<213> koc¢iCi CD86 primer

<400> 33
actcactata gggctcgage ggce

<210> 34

<211> 25

<212> DNA

<213> ko¢ig&i CD86 pramer

<400> 34
caggttgact gaagttagca agcac

<210> 35

<211> 27

<212> DNA

<213> koCi¢i CD86 primer

<400> 35
ccatcctaat acgactcact atagggc

<210> 36
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<211> 25
<212> DNA
<213> ko¢i¢i cD86 primer

<400> 36
ggacaagggc acatatcact gtttc

<210> 37

<211> 23

<212> DNA

<213> ko¢ic¢i CD86 primer

<400> 37
actcactata gggctcgagce ggc

<210> 38

<211> 25

<212> DNA

<213> koCié&i CD86 primer

<400> 38
cagtgcttgc taacttcagt caacc

<210> 39

<211> 23

<212> DNA

<213> ko&i¢i CD86 primer

<400> 39
cgggaatgtc actgagctta tag

<210> 40

<211> 23

<212> DNA

213> koCi&i CD86 primer

<400> 40
gatctttttc aggttagcag dgg

<210> 41

<211> 20

<212> DNA

<213> ko€i&i CD80O primer
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<400> 41
atgggtcacg cagcaaagtg

<210> 42

<211> 20

<212> DNA

<213> kod&igji CD80 primer

<400> 42
ctatgtagac aggtgagatc

<210> 43

<211> 17

<212> DNA

<213> xo&igi CD80 primer

<400> 43
caggaaacag ctatgac

<210> 44

<211> 18

<212> DNA

<213> kodidj CDEO0 primer

<400> 44
aatacgactc actatagg

<210> 45

<211> 21

<212> DNA

<213> ko¢i¢i CD80O primer

<400> 45
aacaccattt catcatcctt t

<210> 46

<211> 23

<212> DNA

<213> ko&i&i CD80 primer

<400> 46
atacaagtgt atttgccatt gtc
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. <210> 47

<211> 20

<212> DNA

<213> koc¢ic¢i CD80 primer

<400> 47
agctctgacc aataacatca

<210> 48

<211> 22

<212> DNA

<213> koc¢i&i CD80 primer

<400> 48
attagaaatc cagttcactg ct

<210> 49

<211> 21

<212> DNA

<213> koli¢i CDBO pramer

<400> 49
tcatgtctgg caaagtacaa g

<210> 50

<211> 18

<212> DNA

<213> kocCig&i CD80 primer

<400> 50

attcactgac gtcaccga

<210> 51

<211> 16

<212> DNA

<213> kocic¢i CD80 primer

<400> 51
aaggctgtgg ctctga
<210> 52
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<211> 29
<212> DNA
<213> ko&ic¢i CD80 primer

<400> 52
tcgagaattc gggtcacgca gcaaagtgg

<210> 53

<211> 32

<212> DNA

<213> kodi&i cD80 primer

<400> 53
gctaggatcc aatctatgta gacaggtgag at

<210> 54

<211> 32

<212> DNA

<213>koCi¢i CDB8O primer

<400> 54
gatgaattcc atgatcctca ggctgggett ct

<210> 55

<211> 29

<212> DNA

<213> kocCi&i CD80 primer

<400> 55
gatcagatct caggaacggt atgccgcaa
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