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(54) Název vynálezu:
Polypeptidy pro léčbu autoimunitních 
chorob založenou na blokaci podjednotky 
pl9 lidského cytokinu IL-23

(57) Anotace:
Předkládané řešení se týká polypeptidu vhodného pro 
léčbu autoimunitních chorob, který obsahuje 
aminokyselinovou sekvenci:
XlYKNX2INX’’AX4X5VX6X7VI<XsX9H)Xl0II.AXlll.r>
(SEQ ID NO. 1), mající na N-konci nebo na C-konci 
přímo připojenou sekvenci
LAEAKVLANRELDKYGVSD (SEQ ID NO. 2), kde
XI je vybrána z aminokyselin V, I, P, S;
X2 je vybrána z aminokyselin T, W, R, L, M;
X3 je vybrána z aminokyselin P, A, T, M, Q;
X4 je vybrána z aminokyselin A, S, G, V;
X5 je vybrána z aminokyselin W, G, T, F, L;
X6 je vybrána z aminokyselin L, R, A;
X7 je vybrána z aminokyselin A, H, L, Y, R;
X8 je vybrána z aminokyselin R, S;
X9 je vybrána z aminokyselin M, C, W, R, F;
X10 je vybrána z aminokyselin R, M, L, S, V;
XII je vybrána z aminokyselin N, A, G, P, R.
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Polypeptidy pro léčbu autoimunitních chorob založenou na blokaci podjednotky pl9 
lidského cytokinu IL-23

Oblast techniky

Předkládaný vynález se týká nových polypeptidů, které jsou vhodné pro léčbu autoimunitních 
chorob a jako diagnostická činidla.

Dosavadní stav techniky

O autoimunitních chorobách, jakými jsou například psoriáza, Crohnova choroba, revmatoidní 
artritida nebo roztroušená skleróza, je známo, že souvisejí s cytokinem IL-23 indukujícím 
signalizační funkci zprostředkovanou subpopulací Th17 buněk nebo přirozených zabij ečských 
buněk (NKC), které exprimují buněčně povrchový receptor pro IL-23 (Oppmann B et al.: 
Immunity 2000;13(5):715-725; Cua DJ et al.: Nátuře 2003;421(6924):744-748; Langrish CL et 
al.:J Exp Med 2005;201(2):233-240; Chán JR et al.:J Exp Med 2006;203(12):2577-2587; Capon 
F et al: Hum Genet 2007;122(2):201-206; Vaknin-Dembinsky A et al.: Immunol 
2006;176(12):7768-7774; Duerr RH et al: Science 2006;314(5804): 1461-1463). V těchto typech 
buněk cytokin IL-23, uvolněný z dendritických buněk a sestávající z unikátní podjednotky p 19 a 
obecné podjednotky p40 (Beyer BM et al.: J Mol Biol 2008;382(4):942-955; Lupardus PJ et al: J 
Mol Biol 2008;382(4):931-941), aktivuje signální dráhu prostřednictvím interakce pl9 
podjednotky se svým buněčným membránovým receptorem IL-23R a interakcí podjednotky p40 
s povrchovým receptorem (31 cytokinu IL-12 (Parham C et al: J Immunol 2002; 168(11):5699- 
5708; Kastelein RA et al: Annu Rev Immunol 2007;25:221-242). Synergická vazba 
heterodimeru IL-23 k oběma receptorovým jednotkám vede k heterodimerizaci receptoru 
následované tvorbou kvartemího komplexu, která spouští signální kaskádu dráhy jak/stat, 
zahrnující molekuly Jak2, Tyk2, Stati, Stat3, Stat4 a Stat5. Transdukce signálu aktivuje 
transkripci, která vyvolává sekreci směsi modulátorů zánětu, jimiž jsou IL-17A, IL-17F, IL-22 a 
některé chemokiny stimulující keratinocyty a další typy buněk, a tedy hrajících zásadní roli v 
prozánětlivém procesu (přehledový článek Bonifáce K et al.: Immunol Rev 2008;226:132-146).

Efektivní terapeutická intervence potlačující hyperproliferaci keratinocytů jako klinický projev 
psoriázy vede k blokádě interakce mezi podjednotkami pl9/p40 IL-23 a jejich receptory v 
buněčných membránách (Toichi E et al.: J Immunol 2006; 177(7):4917-4926; Krueger GG et al.: 
N Engl J Med 2007;356(6):580-592; Gottlieb AB et al.: Curr Med Res Opin 2007;23(5):1081- 
1092). Nedávno bylo ukázáno, že léčivo na bázi monoklonální protilátky Stelara (ustekinumab, 
Janssen Biotech), blokující podjednotku p40 cytokinu IL-23 a bránící její interakci s βΐ 
receptorem cytokinu IL-12, dosahuje výborných výsledků v léčbě středních a těžkých forem 
psoriázy (Leonardi CL et al.: Lancet 2008;371(9625):1665-1674; Papp KA et al.: Lancet 
2008;371(9625): 1675-1684). Protože však podjednotka p40 je součástí cytokinu IL-12 i IL-23, 
ovlivňuje léčivo dvě rozdílné signální dráhy, což přináší nežádoucí vedlejší účinky včetně 
kardiovaskulárních problémů. Pozornost se proto v současné době soustředí na vývoj nových 
léčiv cíleně zasahujících pouze signální dráhu zprostředkovanou IL-23, jakými jsou specifické 
anti-pl9 protilátky MK-3222 (Měrek), CNTO 1959 (Janssen Biotech) and AMG 139 
(Amgen/Medlmmune) (Garber K: Nat Biotechnol 2()I2;3O(6):475M77), nebo cílené protilátky 
popsané v patentových přihláškách WO 2008/103 432, WO 2010/027 766 a WO 2012/093 127. 
Protilátky jsou však velké molekuly, náročné na přípravu a s omezenou pohyblivostí v 
organismu, a to především z hlediska prostupnosti kůží a tkáněmi. Alternativou ke konvenčním 
léčivům založeným na monoklonálních protilátkách jsou uměle vytvořené vazebné molekuly 
odvozené od malých proteinových struktur (Binz HK et al.: Current Opinion in Biotechnology 
2005;16(4):459-469; Nygren PA et al.: Journal of Immunological Methods 2004;290(l-2):3-28; 
Gronwall C et al.: J Biotechnol 2009; 140(3-4):254-269).
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Protože přesná molekulární struktura komplexu IL-23/IL-23R dosud nebyla objasněna, je 
navrhování efektivních inhibitorů funkce IL-23 se slibným terapeutickým účinkem značně 
problematické.

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Podstata vynálezu

Předmětem vynálezu jsou polypeptidy obsahující aminokyselinovou sekvenci:
X1YKNX2INX3AX4X5VX6X7VKX8X9IDX10ILAX11LP (SEQ ID NO. 1), mající na N-konci nebo 
na C-konci přímo připojenou sekvenci LAEAKVLANRELDKYGVSD (SEQ ID NO. 2).
XI je vybrána z aminokyselin V, I, P, S;
X2 je vybrána z aminokyselin T, W, R, L, M;
X3 je vybrána z aminokyselin P, A, T, M, Q;
X4je vybrána z aminokyselin A, S, G, V;
X5 je vybrána z aminokyselin W, G, T, F, L;
X6 je vybrána z aminokyselin L, R, A;
X7 je vybrána z aminokyselin A, H, L, Y, R;
X8 je vybrána z aminokyselin R, S;
X9 je vybrána z aminokyselin M, C, W, R, F;
X10je vybrána z aminokyselin R, M, L, S, V;
XII je vybrána z aminokyselin N, A, G, P, R.

Předmětem vynálezu jsou s výhodou polypeptidy obsahující sekvenci vybranou ze skupiny
zahrnující:
LAEAKVLANRELDKYGVSDVYKNTINPAAWVLAVKRMIDRILANLP (SEQ. ID NO. 8),
LAEAKVLANRELDKYGVSDIYKNWINAAAGVRHVKRCIDMILAALP (SEQ. ID NO. 9)
LAEAKVLANRELDKYGVSDPYKNRINTASTVALVKSWIDLILAGLP
LAEAKVLANRELDKYGVSDSYKNLINMAGFVRYVKRRIDSILAPLP
LAEAKVLANRELDKYGVSDIYKNMINQAVLVRRVKRFIDVILARLP

(SEQ. ID NO. 10),
(SEQ. ID NO. 11),
(SEQ. ID NO. 12).

V rámci předkládaného vynálezu bylo zjištěno, že polypeptidy podle vynálezu se váží na 
podjednotku pl9 lidského cytokinu IL-23 a blokující tak specificky jeho vazbu s receptorem IL- 
23R. Uváděná sekvence je esenciální pro vazbu. Polypeptid může být na obou stranách libovolně 
prodloužen, například tak, že obsahuje až 100 aminokyselin, s výhodou až 80 nebo až 70 nebo až 
60 nebo až 50 aminokyselin.

Předmětem předkládaného vynálezu je také sekvence DNA vybraná ze skupiny zahrnující 
komplementární DNA kódující aminokyselinovou sekvenci polypeptidů podle předkládaného 
vynálezu a DNA hybridizující s uvedenou komplementární DNA za vysoce stringentních 
podmínek. Vysoce stringentními podmínkami jsou v tomto vynálezu míněny následující 
podmínky pro odmytí značené DNA sondy: použití odmývacího roztoku obsahujícího 0,5 x SSC 
+ 0,1 % SDS o teplotě 60 °C.

Předkládaný vynález dále zahrnuje použití uvedené sekvence DNA pro přípravu polypeptidů 
podle vynálezu produkovaných v bakteriálních, kvasinkových, hmyzích, savčích nebo lidských 
hostitelských buňkách, a rovněž tyto hostitelské buňky, obsahující sekvence DNA podle 
vynálezu.

Polypeptidy podle vynálezu jsou vhodné pro použití v medicíně, zejména v léčbě autoimunitních 
chorob.

Polypeptidy podle vynálezu jsou vhodné pro i pro použití jako diagnostická činidla, zejména pro 
autoimunitní choroby. Za tímto účelem je zejména vhodné připojit k polypeptidům podle 
předkládaného vynálezu chromofor nebo fluorofor.
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Autoimunitní choroby jsou choroby zahrnující prozánětlivé procesy zprostředkované IL-23, a 
zahrnují například psoriázu, Crohnovu chorobu, revmatoidní artritidu a roztroušenou sklerózu.

Polypeptidy podle vynálezu inhibují vazbu lidského cytokinu IL-23 k receptoru IL-23R interakcí 
s proteinem 19, tj. s alfa podjednotkou IL-23, čímž specificky blokují prozánětlivou signální 
dráhu, tedy jsou vhodné jako léčiva další generace pro léčbu autoimunitních chorob. Tato 
inhibiční schopnost byla prokázána v in vitro vazebných stanoveních a kompetičních 
experimentech, ale i v ex vivo funkčním stanovení na lidských T buňkách periferní krve. Dále 
sekvence podle předkládaného vynálezu vykazují sníženou afinitu proti sérovým albuminům.

Objasnění výkresů

Obr 1. Vazebné proteiny ILP-TolA-AVI vážou rekombinantní protein DH-pl9, podjednotku 
cytokinu IL-23. Rekombinantní protein DH-pl9 exprimovaný v buňkách E. coli BL21 (LDE3), 
získaný z inkluzních tělísek a refoldovaný v roztoku 8M močoviny, byl nanesen na ELISA 
destičku typu Polysorp. Vazba in vivo biotinylovaných ILP-TolA-AVI proteinů byla detekována 
pomocí konjugátu streptavidin-HRP. ABDwt-TolA-AVI protein byl použit jako negativní 
kontrola. Výsledky představují tri samostatná stanovení se znázorněním standardních odchylek.

Obr 2. Vazebné proteiny ILP inhibují vazbu proteinu DH-pl9 k IL-23 receptoru na povrchu 
lidských THP-1 buněk. Sériově vyředěné varianty ILP klonů v rozmezí 50 až 1,6 pg/ml byly 
připraveny v roztoku s konstantním množstvím 10 pg/ml rekombinantního proteinu DH-pl9. 
Jednotlivé vzorky byly pak přidány k THP-1 buňkám. Po 30 minutové inkubaci na ledu byly 
buňky opláchnuty roztokem cHBSS a navázaný protein pl9 byl detekován průtokovou cytometrií 
pomocí polyklonální protilátky anti-IL23 (pl9) v kombinaci s konjugátem Cy5-anti-myší IgG. 
ABDwt-TolA-AVI protein byl použit jako negativní kontrola. Naměřené hodnoty jsou 
znázorněny se standardními odchylkami.

Obr 3. Vazebné proteiny ILP inhibují IL-23-stimulovanou ex vivo expanzi IL-17 produkujících 
CD4+ T-buněk. Separované T-buňky, izolované z periferní krve 6 dobrovolníků, aktivované 
pomocí protilátky anti-CD3 a kostimulované pomocí cytokinu IL-23 a IL-2, byly kultivovány 
po dobu 3 dnů v přítomnosti nebo nepřítomnosti ILP vazebných proteinů, a) IL-17 pozitivní 
buňky byly detekovány pomocí průtokové cytometrie nastavením parametrů FSC, SSC, CD3+ a 
CD4+. Znázorněn je jeden reprezentativní experiment, b) Jednotlivá množství IL-17 
produkujících buněk získaných ze vzorků kultivovaných primárních T-buněk v přítomnosti nebo 
nepřítomnosti ILP vazebných proteinů jsou znázorněny ve formě sloupců vyjadřujících 
aritmetrický průměr se standardní odchylkou. Celkový počet buněk byl normalizován k počtu 
buněk ve vzorcích indukovaných IL-23/IL-2.

Příklady uskutečnění vynálezu

Materiály a metody

Protilátky a detekční činidla: myší anti-IL-23(pl9) polyklonální protilátka a křenová peroxidáza 
(HRP)-konjugovaná kozí anti-myší IgG byly získány od Biolegend, San Diego, CA. Cy5- 
konjugovaný kozí anti-myší IgG (F(ab’)2 fragment) byl získán od Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, West Grove, PA. Streptavidin-fycoerytrin byl zakoupen od eBioscience, San 
Diego, CA. Streptavidin-HRP konjugát byl získán od Thermo Scientific, Rockford, IL. 
Monoklonální anti-poly-histidin-HRP protilátka produkovaná v myších byla získána od Sigma- 
Aldrich, Německo.

Buněčné linie a podmínky kultivace: v příkladech byly použity buněčné linie lidské akutní 
monocytické leukémie THP-1 (ATCC číslo: TIB-202). Buňky byly kultivovány v médiu DMEM 
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) suplementovaném 10% fetálním telecím sérem (FCS) (GIBCO, 
Grand Island, N.Y.) a roztokem antibiotik a antimykotik (ATB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

Produkce rekombinantního proteinu pl9, podjednotky cytokinu IL-23

Rekombinantní pl9/IL-23 (jeho vypočtená molámí hmotnost je 23,3 kDa) s N-terminálním 
dvojitým polyhistidylovým motivem Hísď a TEV konzervativním štěpícím místem pro proteázu 
(tzv. DH-pl9 protein) byl připraven použitím syntetické, kodónově optimalizované pl9 kódující 
cDNA (GENEART, Německo), která byla vpravena do vektoru pET-28b klonováním s využitím 
Ncol+Xhol restrikčních míst. Vzniklý plasmid byl vložen do buněk E. coli Top 10, namnožen a 
sekvenováním ověřen. Protein byl poté produkován v hostitelských buňkách E. coli BL21(DE3). 
Kultivace přes noc v 50 ml média LB obsahujícím 60 pg/ml kanamycinu byla použita pro 
inokulaci 1 1 LB média a následnou kultivaci při 37 °C do dosažení ODďoo = 1,0. Kultura byla 
indukována 1 mM IPTG po dobu 4 h při 37 °C. Buňky byly sklizeny centrifugací (6000xg, 
20 min), promyty TN pufřem (50 mM Tris pufř s 150 mM NaCl, pH = 8) a znovu centrifugovány 
(5000 x g, 10 min). Pelety byly resuspendovány v 10 ml TN pufru a rozrušeny sonikátorem 
MISONIX 3000. Lyzáty byly centrifugovány 20 min při 40 000 x g a nerozpustný DH-pl9 byl 
extrahován z inkluzních tělísek 2 ml 8M močoviny v TN pufru. Močovinový extrakt byl 
ponechán třepat 1 h při laboratorní teplotě a centrifůgován 20 min při 40 000 x g. Supernatant byl 
aplikován na 1 ml Ni-NTA agarózovou kolonu ekvilibrovanou 5 ml TN pufru. Promývání bylo 
prováděno 10 ml TN pufru s 8M močovinou a poté TN pufřem obsahujícím 8M močovinu a 20 
mM imidazol. DH-pl9 byl eluován TN pufřem obsahujícím 8M močovinu a 250 mM imidazol v 
0,5 ml frakcích.

Alternativně byl rozpustný pl9 připraven z upraveného konstruktu DNA ve formě fúzního 
proteinu s cDNA proteinu vážícího maltózu (MBP) (Mal E) nesoucího dvojité I lise značení na 
N-konci (vypočtená molámí hmotnost 69 kDa). Bylo zjištěno, že malE cDNA kódující MBP v 
kombinaci s modifikací na C-konci podporuje rozpustnost výsledného pl9-MBP fuzního 
proteinu. Sekvence pl9 byla vložena do vektoru odvozeného od pET-28b, nesoucího sekvenci 
kódující dvojitý polyhistidinylový tag za tvorby výsledné sekvence pro produkci proteinu Hísď- 

MBP-TEV-MCS-TEV-6xHis, a to s použitím primem pl9-F-NheI 
(GGGCTAGCTAGCAGAGCTGTGCCTGGGGGC) a pl9-R-XhoI
(GCGCCTCGAGGGGACTCAGGGTTGCTGCTC). Hostitelské buňky Ecoli TOP 10 (Life 
Technologies, Carlsbad, CA) byly transformovány vektorem s klonovaným pl9 a vysety na LB 
agar suplementovaný 60 pg/ml kanamycinu. Protein byl produkován v E. coli BL21(DE3). K 
inokulaci 50 ml LB média obsahujícího 60 pg/ml kanamycinu byla použita jediná kolonie. 20 ml 
kultury pěstované přes noc bylo použito k inokulaci 1 1 kultivačního média a dále pěstováno při 
37 °C do dosažení ODďoo = 0,6. Kultura byla indukována IPTG při 20 °C a ponechána růst 4 h. 
Buňky byly sklizeny centrifugací 20 min při 6000 x g, promyty TN pufřem (pH = 8) a 
centrifugovány 10 min při 5000 x g. Pelety byly resuspendovány v 10 ml TN pufru a rozrušeny 
ultrazvukovými pulzy na sonikátoru M1SON1X3000. Lyzáty byly centrifugovány 20 min při 
40 000 x g. Cytoplasmatická frakce obsahující rozpustný DH-MBP-pl9 byla nalita na 5 ml His- 
Trap kolonu s Ni-NTA agarózou a přečištěn na AKTA purifier (GE Healthcare, Británie). Eluce 
bylo provedena ve třech krocích s pufřem obsahujícím 250, 500 a 1000 mM imidazolu. Frakce o 
objemu 1,5 ml získané elucí 500 mM imidazolem byly ověřeny na SDS-PAGE a ty, které 
obsahovaly DH-MBP-pl9, byly sloučeny a použity dále.

Test vazebné aktivity exIL-23R a pl9 pomocí metody ELIS A

Rekombinantní extracelulámí receptor IL-23 (exIL-23R) nebo protein pl9 byly imobilizovány 
přímo na NUNC Polysorp 96-jamkovou destičku zředěním ve vazebném pufru (100 mM 
hydrogenuhličitanový/uhličitanový roztok, pH = 9,6) na koncentraci 5 až 10 pg/ml a inkubovány 
za nízké teploty (cca 7 °C) přes noc. Další den byla destička omyta PBS pufřem obsahujícím 
0,05 % Tweenu (PBST) a blokována 1 % BSA rozpuštěným ve stejném roztoku (PBSTB). V 
případě imobilizace exIL-23R (E. coli SHuffle a BL21 (DE3)) byl tento receptor v 4M 
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močovinovém roztoku zředěn alespoň 20 x ve vazebném pufru; a přečištěné rekombinantní 
proteiny DH-MBP-pl9 i DH-pl9 byly aplikovány v sériovém ředění v PBSTB a detegovány za 
použití kozí polyklonální protilátky proti lidskému IL-23 (anti-pl9) a následně myšího anti- 
kozího konjugátu IgG-křenové peroxidázy (HRP) (BioLegend, San Diego, CA), obojí zředěno v 
PBSTB 1:1000. Vazba exIL-23R k imobilizovanému DH-MBP-pl9 byla detegována pomocí 
kozí polyklonální protilátky anti-IL-23R (1:250) a následně sekundárního králičího anti-kozího 
konjugátu s HRP (1:1000) (R&D Systems, Minneapolis, MN).

Všechny experimenty ELISA byly vizualizovány enzymatickou reakcí HRP s OPD substrátem 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) v citrátovém pufru (3,3 % dihydrátu citrátu trisodného, 
fosforečná kyselina, pH = 5,0), reakce byla zastavena 2M kyselinou sírovou a byla měřena 
absorbance při 492 nm.

Screening peptidů metodou ELISA

Pro ELISA analýzu peptidů byl použit buněčný lyzát klonů připravený podle dříve popsaného 
protokolu (Ahmad JN et al.: Proteins 2012;80(3):774-789) nebo přečištěné peptidy. Byla použita 
dvě různá sendvičová uspořádání. V prvním případě byla destička NUNC Polysorp přímo 
pokryta proteinem DH-MBP-pl9 nebo DH-pl9 (5 pg/ml) ve vazebném pufru za nižší teploty 
(cca 7 °C) přes noc. Další den byla destička omyta pufrem PBST a jamky byly blokovány 
PBSTB. Vzorky proteinů testovaných sekvencí s navázanými sekvencemi TolA-AVI byly 
aplikovány v sériovém ředění v PBSTB a vázané biotinylované proteiny byly detekovány 
konjugátem streptavidinu-HRP naředěném ve stejném pufru 1:1000 (Pierce) (Obr. 1). V druhém 
případě byla destička pokryta streptavidinem (1 pg/ml) ve vazebném pufru a blokována stejným 
způsobem. Biotinylované sekvence s navázaným TolA-AVI naředěné v PBSTB na koncentraci 5 
pg/ml byly imobilizovány streptavidinem produkovaným v Arctic Express E.coli a přečištěny na 
iminobiotin agaróze. Sériově ředěné DH-MBP-pl9 nebo DH-pl9 v PBSTB byly přidány do 
jamek a byla detekována vazba pl9 k imobilizováným testovaným peptidům myší anti-IL- 
23(pl9) polyklonální protilátkou (1:1000) a kozí anti-myší polyklonální protilátkou (1:1000).

Testované peptidy vykazovaly specificitu pro pl9 protein, ve srovnání například s lysozymem, 
bovinním sérovým albuminem, ovalbuminem a lidským sérovým albuminem.

Testované peptidy jsou uvedeny v Tabulce 1. Sekvence AA 1-19 ve všech peptidech byla 
LAEAKVLANRELDKYGVSD (SEQ ID. 2). AA 20-46 jsou uvedeny v tabulce.

Tabulka 1.

24

Y K I V D L Pi 7
1

K'1
·.

v1 K l PD1\

ILP272;F IsNΊ K 1 λ V K D Pl L

λ K 1 l PI

Iv K λ I L P

ILP030 obsahuje sekvenci AA 20-46 označenou v seznamu sekvencí jako SEQ. ID NO. 3, 
ILP215 obsahuje sekvenci AA 20-46 označenou v seznamu sekvencí jako SEQ. ID NO. 4, 
ILP 272 obsahuje sekvenci AA 20-46 označenou v seznamu sekvencí jako SEQ. ID NO. 5, 
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ILP 317 obsahuje sekvenci AA 20-46 označenou v seznamu sekvencí jako SEQ. ID NO. 6, 
ILP 323 obsahuje sekvenci AA 20-46 označenou v seznamu sekvencí jako SEQ. ID NO. 7.

Ověření stability proteinů pomocí stanovení posunu teplotní denaturace na bázi fluorescenční 
detekce

Vzorky proteinů (0,1 mg/ml) v PBS a činidlo 5x Sypro Orange (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 
USA) byly smíchány do finálního objemu 25 pl. Pomocí real-time PCR Detection Systém 
CFX96 Touch (Βίο-Rad Laboratories, USA) byly proteiny inkubovány v teplotním gradientu od 
20 °C do 80 °C s přírůstkem teploty 0,5 °C v intervalu 30 s. Stupeň rozbalení proteinů byl 
sledován kanálem FRET (fluorescence resonance energy transfer), který zachycoval spektrální 
vlastnosti komplexů Sypro Orange s rozbaleným proteinem (excitační vlnová délka «470 nm a 
emisní vlnová délka «570 nm). Data byla analyzována softwarem CFX Manager a teploty tání 
byly stanoveny pomocí první derivace spektra.
Teploty tání pro testované peptidy-TolA-AVI byly 52 °C pro ILP030, 51 °C pro ILP272, 59 °C 
pro ILP317 a 61 °C pro ILP323.

Analýza vazby testovaných peptidů a pl9 k buněčným liniím

Všechna stanovení byla prováděna v pufru HBSS (10 mM HEPES, pH 7,4, 140 mM NaCl, 5 mM 
KC1) doplněném 2 mM CaCF, 2 mM MgCF, 1% (w/v) glukózy a 1% (v/v) FCS (cHBSS) na 96- 
jamkových kultivačních destičkách (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 
Switzerland). Pro vazebné stanovení DH-pl9 bylo inkubováno 2,5 x 105 buněk v 50 μΐ pufru 
cHBSS obsahujícího či neobsahujícího DH-pl9 (10 pg/ml) 30 min při 4 °C. Buňky byly promyty 
cHBSS a navázaný DH-pl9 byl barven myší anti-IL-23(pl9) protilátkou (ředění 1:50) 30 min 
při 4 °C a po promytí Cy5-konjugovaným kozím anti-myším IgG, F(ab’)2 fragmentem (ředění 
1:200) 30 min při 4°C. Ve vazebných stanoveních pro testované peptidy bylo inkubováno 2,5 x 
105 buněk v 50 μΐ pufru cHBSS s biotinylovanými peptidy s navázanými sekvencemi TolA-AVI 
po dobu 30 min při 4 °C, promyto cHBSS, a na buňkách vázaný peptid byl barven streptavidin- 
phycoerythrinem (ředění 1:400) po dobu 30 min při 4 °C.

Buňky byly promyty, resuspendovány v 100 μΐ HBSS a analyzovány průtokovou cytometrií na 
přístroji FACS LSRII (BD Biosciences, San Jose, CA) v přítomnosti 1 pg/ml Hoechst 33258. K 
vyloučení buněčných agregátů a mrtvých buněk byla použita odpovídající nastavení parametrů 
pro třídění buněk a vazebná data byla stanovena na základě průměrných intenzit fluorescence 
(MFI).

Kompetice mezi vazbou DH-pl9 a testovaných peptidů k buňkám THP-1

Blokování vazby pl9 k molekule receptoru IL-23 testovanými peptidy bylo zkoumáno tak, že 
byly připraveny směsi sériově ředěných (50 až 1,6 pg/ml) testovaných peptidů s navázanými 
sekvencemi TolA-AVI ve stálé koncentraci 10 pg/ml rekombinantního proteinu DH-pl9 v 
celkovém objemu 50 TI pufru cHBSS. Vzorky byly přidány k buňkám THP-1 (2,5 x 105) a 
inkubovány po dobu 30 min při 4 °C. Buňky byly promyty cHBSS a vázaný pl9 byl detekován 
průtokovou cytometrií s použitím anti-IL-23(pl9) polyklonální protilátky v kombinaci s Cy5- 
konjugovaným kozím anti-myším IgG, F(ab’)2 fragmentem jak je popsáno výše.
Jak je ukázáno na Obr. 2, zvyšující se koncentrace testovaných peptidů významně snižovaly 
vazbu DH-pl9 k buňkám THP-1.

Vazba testovaných peptidů na lidský IL-23 sledovaná metodou ELIS A

Destičky Polysorp (NUNC, Denmark) byly pokryty rekombinantním streptavidinem (1 pg/ml) v 
potahovacím pufru přes nos, při ~7 °C. Opláchnuté destičky byly blokovány PBSTB 2 h při 
laboratorní teplotě. Biotinylované testované peptidy s TolA-AVI sekvencemi byly imobilizovány 
v PBSTB pufru streptavidinem 1 h při laboratorní teplotě. Opláchnuté destičky byly inkubovány 
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s 4 pg/ml lidského IL-23 (R&D systems, Minneapolis, MN) v pufru PBSTB 1 h při laboratorní 
teplotě. Vazba IL-23 k imobilizovaným peptidům byla detekována myší anti-IL-23(pl9) 
polyklonální protilátkou (1:1000) a sekundárním kozím anti-myším-HRP konjugátem (1:1000).

IL-23-dependentní ex vivo expanze lidských T-buněk produkujících IL-17

Zdraví dárci poskytli písemný informovaný souhlas v souladu s Helsinskou deklarací. 
Neseparované buňky periferní krve odebrané do zkumavek obsahujících EDTA byly použity pro 
získání přečištěných mononukleámích buněk (PBMCs) za použití Ficoll-Paque (Pharmacia, 
Uppsala, Sweden). Primární lidské T-buňky izolované z PBMCs za použití Human T Cell 
Enrichment Kit (Stemcell Technologies, Vancouver, Canada) byly jednou promyty PBS, 
resuspendovány v úplném médiu RPMI 1640 (RPMI 1640 suplementované 10% tepelně 
inaktivovaným FCS, lOOU/ml penicilinem, lOOpg/ml streptomycin sulfátem a 1,7 mM 
glutamátem sodným). T-buňky byly vyředěny na koncentraci 2 x 106 buňek/ml a aktivovány na 
96-jamkové destičce předem potažené anti-CD3 (MEM-57, 10 pg/ml, Exbio Praha a.s., Praha) v 
přítomnosti kostimulačních protilátek (CD28/CD49d, 1 pg/ml, BD Biosciences, San Jose, CA, 
USA), IL-23 (10 ng/ml), IL-2 (100 U/ml). Přečištěné testované peptidy s navázaným TolA-AVI 
bez LPS (7 pg/ml) byly přidány do média a buňky byly inkubovány tři dny při 37 °C. Buňky byly 
restimulovány 6 h při 37 °C (poslední 4 hodiny byla exocytoza blokována Brefeldinem A 
(10 pg/ml, Sigma-Aldrich)). Po inkubaci byly buňky barveny protilátkami proti CD8 Horizon V- 
500 (BDB) po dobu 15 min ve tmě. Buňky byly pak promyty promývacím pufrem (PBS 
obsahující 0,1 % azidu sodného a 2 % želatiny (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) a fixovány 
pomocí lyzačního roztoku pro FACS/FACS Perm 2 (BDB) podle instrukcí výrobce. Po fixaci a 
permeabilizaci byly buňky promyty a barveny CD3 PerCP-Cy5.5 (eBioscience, San Diego, CA, 
USA), CD4 ECD (Immunotech, Marseille, France) a intracelulámími markéry lidského 
interferonu-γ PE Cy7, IL2 APC, IL17 PB (eBioscience) a CD 154 PE (Immunotech). Buňky pak 
byly znovu promyty a měřeny na průtokovém cytometru FACS ARIA II (BDB). Pomocí trubiček 
BD Truecount (BDB) naplněných známým množstvím referenčních perliček byly získány 
absolutní počty buněk, a buňky byly barveny Syto-16 a DAPI (Invitrogen).

Třídenní ex vivo kultivace suspenzí T-buněk v přítomnosti testovaných peptidů vedla k 
významnému snížení buněčné expanze Thl7 buněk, detekované jako počty IL-17 sekretujících a 
IFN-γ ne-sekretujících T-buněk v porovnání s neošetřenou kontrolou (Obr. 3a, pravý dolní 
výsek s uvedenými procenty). Zvýšení Thl7+ buněk po IL-23-zprostředkované indukci je 
dokumentován jako rozdíl mezi neindukovanými buňkami (vzorek NO IL-23, 0,463±0,245, n=6, 
p=0,0030) a normalizovanými počty IL-23 stimulace (IL-23 only, =1), uvedenými jako sloupce 
na Obr. 3b. Všechny testované peptidy významně inhibovaly expanzi Thl7+ buněk:
ILP030 (0,613±0,196, n=6, p=0,0047), ILP317 (0,498±0,189, n=6, p=0,0013) a ILP323 
(0,456±0/221, n=6, p=0,0018).

-7 -



CZ 307849 B6

Seznam sekvencí

ásw av Cř, v,vri.

<ÍÍO> RilwtW pro Téi5:bes wtoiwritfrid'» rhšrab íííCůMíW «ό hlohsrí 
poájsšMůlky pl§ 'HřfeMho oykóhMy XL-33

«230» F

X4

«17®» Fatesm y^rghí® V 5

<M&- 1
•:.;h..í> 27
<Hh Í-R7
■.«» Aft; ?;::;■!*:■

«220»
«20» «ustxateid ssqwteo

MÍC»
«20» WW
<232.» {17.,0)
«20» v oř s or ? oř s

<22íi>
<221» WWW
Μ <1> (5.)... (5)
<32 3» 7 ar u> »r R or t or Fi

<■..? ŽO:-

«221» VAítíART
«327» ÍSJ..G3
<237» ř oř X o-ř T or N šř Q

«220»
<221» ¥MW
<O3> (W-.W)
■Ml A >;<:■■ χ »■■ << <:■?■ v

«220»
W.WT

«225» W or G er T ar F ®r L

«320»
«321» VAOAMT
«323» ÍW.MW
<3.21» i., or r pr A

x^2ií>
VARIW'

A ŠJ H sr i. př V <5f R

«KÍOs-
«221» ¥ARJA«T
«323» au.·· cm
« 321» 8 Oř *■

<32M
<321> www
mím crčte
<32M m sr € ar « »r R ®r F

<220»



CZ 307849 B6

<žžlv. VARIANT
<.?!.?>
C:’5> V Šv .Μ ΰΚ L řjf 0 wa

<Z?V>
■a ’1> wtwír

<TIS)
A or A er 6 <>:' i'· ®r R

1

x.í-s t.ys as® xsv ,&s« s:aa au.xsa ste vsi ■«·<* xsa vsi uvs 
Τ' ' · ·" ' ·· ' ' ............................................10 ...........................................Wr ■'

m Ks® j 3 <■ Asp :X»a ťh: sla m kšp m
10 TS

0>T>> ■>

> Iv

X_x.> S'ST
AÓtřflSlšI

'íxtatcá saposaes

.·■>

.. ■·. , ΐΐ ' , \ ' ,5 < > ■■·. < ~ 0 í> χ .s x 'X
t::

VSI &®Í' Mp

*>W
<?11>

XXX-'

■i.
17

MvOvelfti

<V2G>
<íž'h· v>; ·. -í ?:«0 sšíTbWV

<48&::
vsi W tys š.sn "ThP' SlašWArís .a!« Ala W vosi uú Ais vsi tvs
1 Λ i·:' 15

i e « t x > x o " s < i ' * x <■

O. "" ' ' >·

vit -i
a® ®
vlOv m ,v</,, ..
<0 .:.1.-- APVi ř i £:i .0:

W&V .. .. . .. .. .
<■;'.> 1.- r:S::;:.? ::·■><! x>-« í-

■Í««V :?

Šlš TV0 Ě.ys As··; Trp tlé SsA Alš Sis Ais Slv Vsi s.n; His: W.1 :..v.s
i ' 1 10 ' - :1S

-9-



CZ 307849 B6

Atíj Cvs XI® W JíSit Xl® UB Ala Ala 
U

Lea FW

<?λΟ> S
-ti, ;??

>
\ Arrifidal

■<223> w£at®á sázence

<4W 5

řr« Tyr m As-n Ar® XI« asa rhr ala 
i 5

Var Trp xl® asp l«sž xl® Leu Aia siy
28 28

Sas" Thr val Ala Ls® val tys-
W 15 ‘

s.au řra

«n&> 8
<2U> 27
«23.2> 8ST
«MŠ> ArtiUctal

«2Ž9>
«22 ?> s^swc®

*W 8

;W xyr tys Ob Xl® M® Ala 
I S

Aw Arg Tle op s&r XI® Lsu Ala Fre
28 25

šly 8h« ·.·■_;:< : Arg Ty a val tys
10' 1§

Lstí řr«

<Í'šŠ> 7
x2il> 27
<21Z> MT
<313> ArtUUŠíri

<22©>
<223> «lUteíl

■<A88> 7

Xl® Tyr Lvs AsA mt xlě Ašrs 8fe Ala
,1 s

AF8 Fh® 21® Μ» wl Xlš VW Al® AF3
20 2S

Vši t®6i Wl AAíj A;-« Val :..><;
W ' 1>

·,.<:<! Pí;'.:

,' i0 8 
.';’ 28

. . ·. .. m
- U Artffklal

<22&>
«22Χ.» wsatsd ssíí«««cs

<áoa> 8

- 10-



CZ 307849 B6

Ala Síš Ala :..vs val l.W Ala Asrs Aí'0 ■:.: : ■; 1«« ASp i.ys ΙΓs!>'1 5 w

Val šar AS;:5 Val Tyr tys AS« W .1:1« ASS mi Ala Al® Trs Val J <■:.:
30 25 30

Ais Val tys Ar§ Sis Asjs Ar« ϊ:>; tav Ala asa tav Ary
35 40' 45

<ŽU>
x.< xz.x
<ns>

AŠ
PST
Ařtlfkial

■:?..?0;:·
siuaras mm<?s<a

<AÓÓ> 3

US Ais Sis Ala WS Val
1 5

■XĚ« AU ASS Af'$ &1« 5,ŠV AŠŠJ
3.0

•-YS W óly

VSŮ SSf ASiS 1:1 Ř Ívr i,v$ asa ■■■» l'U Asi? aU aU Ala Oly val Ar« 
10 o 30

p-mtůs val

.. ·: x .<·;■«. ;.·>V ' O
Aš

<L<Í UÍN PST
<213> Artí fitšal

<2 ?■)>
<>.?ů SimatŠí} AWřŠAČŘ

<:430> ■o

i.Sw- ®Í® 0 h>
.1

val

val m
35

SAr ASp

Ala tys val teu AÚ. A-an Ara Slu L>Sš ASP Lys Tyr Šly
5 .10' *5

mj vyr tys ash Ar§ 31 s ASP W Ala S«í' Thr Val Ala
20 1’5 30

w w 11« A&p L.ĚP 14? Ala šly í.«ís Prs

<2W> 11
4«
PŠT

<2Ϊ.3·> Artlficial

<330®
<235® ssistatAd ssqwsac:®·

rAÓOř 1,1

L«sí Ais šly Ais. Lys val Um Ala Asn Arg Slu tes Asp Lys Tyr 61y

- 11 -



CZ 307849 B6

> :,0 15

VS1 ÁSP Sí::· Tšř
■ '■ YW ' '

Lý'$ Aši 1,W lila
35

fšat: aU: « Y
Xí;

vsi Árg

ivr Val tys- ašš ar®
35

AšS> Ší;f
40

1W Ala O; :.S'.<

■2JA? ■ ťs ř h: i al

-.>20?.
■" 2 sí á < δ i ■ $< £

i?.

:VíO 184 Ala ζΐ ·: tav As? ryr &Iy.
3.5

WEsef Aš® sis rys ■ L>·X : ASI? Wi g«
25

Αδήί Ak< ýá l L$í&
M

vsi ■'■■?·<?

.■·:■·§ vši Vyš .A'r§ Wj xU ASp val
.<

■W Λ
' -'5

■slW 35'
Mb 3:0

«2115 šřSl f i v; šl

13

Sřy <.;ly s'ly cy.s ΐ'ΐκ 
■i' · i:

A ? ;> W W
10

Ays : A 54
1S.:

<W

cv.s Thr: 11 v WH ® v A.yA WH
35'

W A ly Xly · CVŠ 
w

<2U.» 31
' 222.' m

x\ 1 i>!· 1 -"i··"·

i·’.

®ív Vyš Gly iys Cvs
1 " " iY;

Thr lys lly Ala;
w

■e:Sj' xjt) & sŠ QŠ:
O

O

Cv$ Al a m <23 y fily Thr liš &/.*>;
25

os Thr Cy $

PATENTOVÉ NÁROKY

1. Polypeptid obsahující sekvenci aminokyselin: 
X1YKNX2INX3AX4X5VX6X7VKX8X9IDX10ILAX11LP (SEQ ID NO. 1), mající naN-konci nebo 
na C-konci přímo připojenou sekvenci LAEAKVLANRELDKYGVSD (SEQ. ID NO. 2), kde

X1 je vybrána z aminokyselin V, I, P, S;
X2 je vybrána z aminokyselin T, W, R, L, M;
X3 je vybrána z aminokyselin P, A, T, M, Q;
X4 je vybrána z aminokyselin A, S, G, V;
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X5 je vybrána z aminokyselin W, G, T, F, L;
X6 je vybrána z aminokyselin L, R, A;
X7 je vybrána z aminokyselin A, H, L, Y, R;
X8 je vybrána z aminokyselin R, S;
X9 je vybrána z aminokyselin M, C, W, R, F;
X10 je vybrána z aminokyselin R, M, L, S, V;
X11 je vybrána z aminokyselin N, A, G, P, R;
pro použití v léčbě a/nebo diagnostice autoimunitních chorob založené na blokaci podjednotky 
pl9 lidského cytokinu IL-23

2. Polypeptid pro použití podle nároku 1, obsahující sekvenci vybranou ze skupiny zahrnující:
LAEAKVLANRELDKYGVSDWKNTINPAAWVLAVKRMIDRILANLP 
LAEAKVLANRELDKYGVSDIYKNWINAAAGVRHVKRCIDMILAALP 
LAEAKVLANRELDKYGVSDPYKNRINTASTVALVKSWIDLILAGLP 
LAEAKVLANRELDKYGVSDSYKNLINMAGFVRYVKRRIDSILAPLP 
LAEAKVLANRELDKYGVSDIYKNMINQAVLVRRVKRFIDVILARLP

(SEQ. ID NO. 8),
(SEQ. ID NO. 9),
(SEQ. ID NO. 10),
(SEQ. ID NO. 11),
(SEQ. ID NO. 12).

3. Polypeptid podle kteréhokoliv z nároků 1 a 2 pro použití v léčbě autoimunitních chorob 
vybraných ze skupiny zahrnující psoriázu, Crohnovu chorobu, revmatoidní artritidu a 
roztroušenou sklerózu.

4. Polypeptid obsahující sekvenci vybranou ze skupiny zahrnující:
LAEAKVLANRELDKYGVSDVYKNTINPAAWVLAVKRMIDRILANLP (SEQ. ID NO. 8),
LAEAKVLANRELDKYGVSDIYKNWINAAAGVRHVKRCIDMILAALP 
LAEAKVLANRELDKYGVSDPYKNRINTASTVALVKSWIDLILAGLP 
LAEAKVLANRELDKYGVSDSYKNLINMAGFVRYVKRRIDSILAPLP 
LAEAKVLANRELDKYGVSDIYKNMINQAVLVRRVKRFIDVILARLP

(SEQ. ID NO. 9),
(SEQ. ID NO. 10),
(SEQ. ID NO. 11),
(SEQ. ID NO. 12).

5. Sekvence DNA, vyznačující se tím, že je vybrána ze skupiny zahrnující komplementární 
DNA kódující aminokyselinovou sekvenci polypeptidů podle nároku 4.

6. Použití sekvence DNA podle nároku 5 pro přípravu polypeptidů nebo rekombinantních 
proteinů produkovaných v bakteriálních, kvasinkových, hmyzích, savčích nebo lidských 
hostitelských buňkách.

7. Hostitelské buňky, vyznačující se tím, že obsahují sekvenci DNA podle nároku 5.

8. Polypeptid podle nároku 4 pro použití v medicíně.

9. Polypeptid podle nároku 4 pro použití jako diagnostické činidlo.

2 výkresy
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