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(57)  Anotace:
Predkladané reseni se tyka polypeptidu vhodného pro
lé¢bu autoimunitnich chorob, ktery obsahuje
aminokyselinovou sekvenci:
XI'YKNXZINX3AX4XSVXOX VKX EXIDX PILAX P
(SEQ ID NO. 1), majici na N-konci nebo na C-konci
pfimo pfipojenou sekvenci
LAEAKVLANRELDKYGVSD (SEQ ID NO. 2), kde
X! je vybrana z aminokyselin V, I, P, S;
X2 je vybrana z aminokyselin T, W, R, L, M;

X3 je vybrana z aminokyselin P, A, T, M, Q;
X* je vybréana z aminokyselin A, S, G, V;

X5 je vybrana z aminokyselin W, G, T, F, L;
X6 je vybrana z aminokyselin L, R, A;

X7 je vybrana z aminokyselin A, H, L, Y, R;

X8 je vybrana z aminokyselin R, S;

X? je vybrana z aminokyselin M, C, W, R, F;
X0 je vybrana z aminokyselin R, M, L, S, V;
X! je vybrana z aminokyselin N, A, G, P, R
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Polypeptidy pro 1lécbu autoimunitnich chorob zaloZenou na blokaci podjednotky p19
lidského cytokinu IL-23

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka novych polypeptidi, které jsou vhodné pro lé€bu autoimunitnich
chorob a jako diagnosticka ¢inidla.

Dosavadni stav techniky

O autoimunitnich chorobach, jakymi jsou naptiklad psoriaza, Crohnova choroba, revmatoidni
artritida nebo roztrousena sklerdza, je znamo, Ze souviseji s cytokinem IL-23 indukujicim
signalizacni funkei zprostfedkovanou subpopulaci Ty17 bunék nebo pfirozenych zabijecskych
bunék (NKC), které exprimuji bunééné povrchovy receptor pro IL-23 (Oppmann B et al.:
Immunity 2000;13(5):715-725; Cua DJ et al.: Nature 2003;421(6924):744-748; Langrish CL et
al.:J Exp Med 2005;201(2):233-240; Chan 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 téchto typech
bunék cytokin IL-23, uvolnény z dendritickych bunék a sestavajici z unikatni podjednotky p19 a
obecné podjednotky p40 (Beyer BM et al.: ] Mol Biol 2008;382(4):942-955; Lupardus PJ et al: J
Mol Biol 2008;382(4):931-941), aktivuje signalni drahu prostiednictvim interakce pl9
podjednotky se svym bunéénym membranovym receptorem IL-23R a interakci podjednotky p40
s povrchovym 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). Synergickda vazba
heterodimeru IL-23 k obéma receptorovym jednotkam vede k heterodimerizaci receptoru
nasledované tvorbou kvarterniho komplexu, ktera spousti signalni kaskadu drahy jak/stat,
zahrnujici molekuly Jak2, Tyk2, Statl, Stat3, Stat4 a StatS. Transdukce signalu aktivuje
transkripci, kterd vyvolava sekreci smési modulatori zanétu, jimiz jsou IL-17A, IL-17F, IL-22 a
nékteré chemokiny stimulujici keratinocyty a dalsi typy bunék, a tedy hrajicich zasadni roli v
prozanétlivém procesu (prehledovy ¢lanek Boniface K et al.: Immunol Rev 2008;226:132-146).

Efektivni terapeuticka intervence potlacujici hyperproliferaci keratinocytl jako klinicky projev
psoriazy vede k blokadé interakce mezi podjednotkami p19/p40 IL-23 a jejich receptory v
bunéénych membranach (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). Nedavno bylo ukazano, ze 1é¢ivo na bazi monoklonalni protilatky Stelara (ustekinumab,
Janssen Biotech), blokujici podjednotku p40 cytokinu IL-23 a branici jeji interakci s [1
receptorem cytokinu IL—-12, dosahuje vybornych vysledkl v 1é¢bé stfednich a té€zkych forem
psoriazy (Leonardi CL et al.: Lancet 2008;371(9625):1665-1674; Papp KA et al.: Lancet
2008;371(9625):1675-1684). Protoze vSak podjednotka p40 je soucasti cytokinu IL-12 i IL-23,
ovliviiuje 1é€ivo dv€ rozdilné signalni drahy, coz piinaSi neZadouci vedlejsi ucinky véetné
kardiovaskularnich problémt. Pozornost se proto v soucasné dob¢ soustiedi na vyvoj novych
1é¢iv cilené zasahujicich pouze signalni drahu zprostiredkovanou IL-23, jakymi jsou specifické
anti-p19 protilatky MK-3222 (Merck), CNTO 1959 (Janssen Biotech) and AMG 139
(Amgen/Medlmmune) (Garber K: Nat Biotechnol 2012;30(6):475-477), nebo cilené protilatky
popsané v patentovych piihlaskach WO 2008/103 432, WO 2010/027 766 a WO 2012/093 127.
Protilatky jsou vSak velké molekuly, naroéné na pfipravu a s omezenou pohyblivosti v
organismu, a to predevs§im z hlediska prostupnosti kiizi a tkanémi. Alternativou ke konven¢nim
léc¢iviim zaloZenym na monoklonalnich protilatkach jsou uméle vytvorené vazebné molekuly
odvozené od malych proteinovych struktur (Binz HK et al.: Current Opinion in Biotechnology
2005;16(4):459-469; Nygren PA et al.: Journal of Immunological Methods 2004;290(1-2):3-28;
Gronwall C et al.: J Biotechnol 2009;140(3-4):254-269).
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Protoze ptresna molekularni struktura komplexu IL-23/IL-23R dosud nebyla objasnéna, je
navrhovani efektivnich inhibitorli funkce IL-23 se slibnym terapeutickym t¢inkem znacné
problematické.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu jsou polypeptidy obsahujici aminokyselinovou sekvenci:

X'YKNXANXAXXSVX X' VKXEXIDX PILAX ! LP (SEQ ID NO. 1), majici na N-konci nebo

na C—konci pfimo pfipojenou sekvenci LAEAKVLANRELDKYGVSD (SEQ ID NO. 2).

X! je vybrana z aminokyselin V, I, P, S;

X2 je vybrana z aminokyselin T, W, R, L, M;

X? je vybrana z aminokyselin P, A, T, M, Q;

X*je vybrana z aminokyselin A, S, G, V;

X5 je vybrana z aminokyselin W, G, T, F, L;

X®je vybrana z aminokyselin L, R, A;
S.

B

R.

-
M

X’ je vybrana z aminokyselin A, H, L, Y
X8 je vybrana z aminokyselin R, S;

X?je vybrana z aminokyselin M, C, W, R, F;
X!%je vybrana z aminokyselin R, M, L, S, V;
X! je vybrana z aminokyselin N, A, G, P, R.
Piedmétem vynalezu jsou s vyhodou polypeptidy obsahujici sekvenci vybranou ze skupiny
zahrnujici:

LAEAKVLANRELDKYGVSDVYKNTINPAAWVLAVKRMIDRILANLP (SEQ. ID NO. 8),
LAEAKVLANRELDKYGVSDIYKNWINAAAGVRHVKRCIDMILAALP (SEQ. ID NO. 9)
LAEAKVLANRELDKYGVSDPYKNRINTASTVALVKSWIDLILAGLP  (SEQ. ID NO. 10),
LAEAKVLANRELDKYGVSDSYKNLINMAGFVRYVKRRIDSILAPLP  (SEQ.ID NO. 11),
LAEAKVLANRELDKYGVSDIYKNMINQAVLVRRVKRFIDVILARLP (SEQ. ID NO. 12).

V ramci ptredkladaného vynalezu bylo zjiSténo, Ze polypeptidy podle vynalezu se vazi na
podjednotku p19 lidského cytokinu IL-23 a blokujici tak specificky jeho vazbu s receptorem IL—
23R. Uvadéna sekvence je esencialni pro vazbu. Polypeptid miizZe byt na obou stranach libovolné
prodlouzen, napiiklad tak, Ze obsahuje az 100 aminokyselin, s vyhodou az 80 nebo az 70 nebo az
60 nebo az 50 aminokyselin.

Piedmétem piedkladané¢ho vynalezu je také sekvence DNA vybrand ze skupiny zahrnujici
komplementarni DNA kodujici aminokyselinovou sekvenci polypeptidi podle predkladaného
vynalezu a DNA hybridizujici s uvedenou komplementarni DNA za vysoce stringentnich
podminek. Vysoce stringentnimi podminkami jsou v tomto vynalezu minény nasledujici
podminky pro odmyti zna¢ené DNA sondy: pouziti odmyvaciho roztoku obsahujiciho 0,5 x SSC
+ 0,1 % SDS o teploté 60 °C.

Predkladany vynalez dale zahrnuje pouziti uvedené sekvence DNA pro pfipravu polypeptidi
podle vynalezu produkovanych v bakterialnich, kvasinkovych, hmyzich, sav€ich nebo lidskych
hostitelskych bunkach, a rovnéz tyto hostitelské buinky, obsahujici sekvence DNA podle
vynalezu.

Polypeptidy podle vynalezu jsou vhodné pro pouziti v medicing, zejména v 1¢¢b¢ autoimunitnich
chorob.

Polypeptidy podle vynalezu jsou vhodné pro i pro pouziti jako diagnosticka ¢inidla, zejména pro
autoimunitni choroby. Za timto ucelem je zejména vhodné piipojit k polypeptidim podle
predkladaného vynalezu chromofor nebo fluorofor.
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Autoimunitni choroby jsou choroby zahrnujici prozanétlivé procesy zprostredkované IL-23, a
zahrnuji naptiklad psoriazu, Crohnovu chorobu, revmatoidni artritidu a roztrouSenou sklerézu.

Polypeptidy podle vynalezu inhibuji vazbu lidského cytokinu IL-23 k receptoru IL-23R interakci
s proteinem 19, tj. s alfa podjednotkou IL-23, ¢imZ specificky blokuji prozanétlivou signalni
drahu, tedy jsou vhodné jako léCiva dalSi generace pro léCbu autoimunitnich chorob. Tato
inhibiéni schopnost byla prokdzana v in vitro vazebnych stanovenich a kompeti¢nich
experimentech, ale i v ex vivo funkénim stanoveni na lidskych T buikach periferni krve. Dale
sekvence podle predkladaného vynalezu vykazuji sniZenou afinitu proti sérovym albumintim.

Objasnéni vykresu

Obr 1. Vazebné proteiny ILP-TolA-AVI vaZou rekombinantni protein DH-p19, podjednotku
cytokinu IL-23. Rekombinantni protein DH-p19 exprimovany v bunkéach E. coli BL21(ADE3),
ziskany z inkluznich télisek a refoldovany v roztoku 8M mocoviny, byl nanesen na ELISA
desti¢ku typu Polysorp. Vazba in vivo biotinylovanych ILP-TolA-AVI proteinti byla detekovana
pomoci konjugatu streptavidin—-HRP. ABDwt-TolA-AVI protein byl pouzit jako negativni
kontrola. Vysledky predstavuji tfi samostatna stanoveni se znazornénim standardnich odchylek.

Obr 2. Vazebné proteiny ILP inhibuji vazbu proteinu DH-p19 k IL-23 receptoru na povrchu
lidskych THP-1 buné¢k. Sériové vyfedéné varianty ILP klonli v rozmezi 50 az 1,6 ug/ml byly
pfipraveny v roztoku s konstantnim mnoZstvim 10 pg/ml rekombinantniho proteinu DH—p19.
Jednotlivé vzorky byly pak pfidany k THP-1 buinkam. Po 30 minutové inkubaci na ledu byly
bunky oplachnuty roztokem cHBSS a navazany protein p19 byl detekovan priitokovou cytometrii
pomoci polyklonalni protilatky anti-IL23 (p19) v kombinaci s konjugatem CyS-anti-mysi IgG.
ABDwt-TolA-AVI protein byl pouzZit jako negativni kontrola. Naméfené hodnoty jsou
znazornény se standardnimi odchylkami.

Obr 3. Vazebné proteiny ILP inhibuji IL-23—stimulovanou ex vivo expanzi IL—17 produkujicich
CD4+ T-bun¢k. Separované T-buiky, izolované z periferni krve 6 dobrovolniki, aktivované
pomoci protilatky anti-CD3 a kostimulované pomoci cytokinu IL-23 a IL-2, byly kultivovany
po dobu 3 dnll v pfitomnosti nebo nepfitomnosti ILP vazebnych proteinti, a) IL-17 pozitivni
buiky byly detekovany pomoci pritokové cytometrie nastavenim parametri FSC, SSC, CD3* a
CD4*. Znazormén je jeden reprezentativni experiment, b) Jednotliva mnozstvi IL-17
produkujicich bun¢k ziskanych ze vzorkl kultivovanych primarnich T-bunék v pfitomnosti nebo
nepiitomnosti ILP vazebnych proteindi jsou znazornény ve formé sloupcli vyjadiujicich
aritmetricky primér se standardni odchylkou. Celkovy pocet bun¢k byl normalizovan k poctu
bunék ve vzorcich indukovanych IL-23/IL-2.

Priklady uskute¢néni vynalezu

Materialy a metody

Protilatky a detekéni Cinidla: mysi anti—-IL-23(p19) polyklonalni protilatka a kienova peroxidaza
(HRP)-konjugovana kozi anti-mysi IgG byly ziskany od Biolegend, San Diego, CA. Cy5-
konjugovany kozi anti-mysi IgG (F(ab')2 fragment) byl ziskan od Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA. Streptavidin—fycoerytrin byl zakoupen od eBioscience, San
Diego, CA. Streptavidin-HRP konjugat byl ziskan od Thermo Scientific, Rockford, IL.
Monoklonalni anti—poly-histidin—-HRP protilatka produkovana v mysich byla ziskana od Sigma—
Aldrich, Némecko.

Bunééné linie a podminky kultivace: v ptikladech byly pouZity buné¢né linie lidské akutni
monocytické leukémie THP-1 (ATCC ¢islo: TIB-202). Buiky byly kultivovany v médiu DMEM
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) suplementovaném 10% fetalnim telecim sérem (FCS) (GIBCO,
Grand Island, N.Y.) a roztokem antibiotik a antimykotik (ATB) (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO).

Produkce rekombinantniho proteinu p19, podjednotky cytokinu IL-23

Rekombinantni pl9/IL-23 (jeho vypoctena molarni hmotnost je 23,3 kDa) s N—terminalnim
dvojitym polyhistidylovym motivem Hiss a TEV konzervativnim §t€picim mistem pro proteazu
(tzv. DH-p19 protein) byl pfipraven pouzitim syntetické, kodonoveé optimalizované p19 kodujici
cDNA (GENEART, Némecko), ktera byla vpravena do vektoru pET-28b klonovanim s vyuZzitim
Ncol+Xhol restrikénich mist. Vznikly plasmid byl vloZen do bunék E. coli Top 10, namnoZen a
sekvenovanim ovéfen. Protein byl poté produkovan v hostitelskych bunkach E. coli BL21(DE3).
Kultivace pfes noc v 50 ml média LB obsahujicim 60 pg/ml kanamycinu byla pouZita pro
inokulaci 1 1 LB média a naslednou kultivaci pti 37 °C do dosaZeni ODgoo = 1,0. Kultura byla
indukovana 1 mM IPTG po dobu 4 h pii 37 °C. Buiky byly sklizeny centrifugaci (6000xg,
20 min), promyty TN pufrem (50 mM Tris pufr s 150 mM NaCl, pH = 8) a znovu centrifugovany
(5000 x g, 10 min). Pelety byly resuspendovany v 10 ml TN pufru a rozruseny sonikatorem
MISONIX 3000. Lyzaty byly centrifugovany 20 min pti 40 000 x g a nerozpustny DH-p19 byl
extrahovan z inkluznich télisek 2 ml 8M mocoviny v TN pufru. Mocovinovy extrakt byl
ponechan tepat 1 h pii laboratorni teploté a centrifugovan 20 min pii 40 000 x g. Supernatant byl
aplikovan na 1 ml Ni-NTA agarézovou kolonu ekvilibrovanou 5 ml TN pufru. Promyvani bylo
provadéno 10 ml TN pufru s 8M mocovinou a poté TN pufrem obsahujicim 8M mocovinu a 20
mM imidazol. DH-p19 byl eluovan TN pufrem obsahujicim 8M mocovinu a 250 mM imidazol v
0,5 ml frakcich.

Alternativné byl rozpustny pl9 pfipraven z upravené¢ho konstruktu DNA ve formé fuzniho
proteinu s cDNA proteinu vaziciho maltézu (MBP) (Mal E) nesouciho dvojité Hiss znaceni na
N-konci (vypoc¢tena molarni hmotnost 69 kDa). Bylo zji§téno, Ze malE cDNA kodujici MBP v
kombinaci s modifikaci na C-konci podporuje rozpustnost vysledného pl9-MBP fazniho
proteinu. Sekvence p19 byla vlozena do vektoru odvozené¢ho od pET-28b, nesouciho sekvenci
kodujici dvojity polyhistidinylovy tag za tvorby vysledné sekvence pro produkci proteinu Hiss—
MBP-TEV-MCS-TEV-6xHis, a to s pouzitim primem p19-F-Nhel
(GGGCTAGCTAGCAGAGCTGTGCCTGGGGGO) a p19-R-Xhol
(GCGCCTCGAGGGGACTCAGGGTTGCTGCTC). Hostitelské bunky Ecoli TOP 10 (Life
Technologies, Carlsbad, CA) byly transformovany vektorem s klonovanym p19 a vysety na LB
agar suplementovany 60 pg/ml kanamycinu. Protein byl produkovan v E. coli BL21(DE3). K
inokulaci 50 ml LB média obsahujiciho 60 pg/ml kanamycinu byla pouZita jedina kolonie. 20 ml
kultury péstované pies noc bylo pouzito k inokulaci 1 I kultivaéniho média a dale péstovano pii
37 °C do dosazeni ODsoo = 0,6. Kultura byla indukovana IPTG pfi 20 °C a ponechéna riist 4 h.
Buiiky byly sklizeny centrifugaci 20 min pii 6000 x g, promyty TN pufrem (pH = 8) a
centrifugovany 10 min pfi 5000 x g. Pelety byly resuspendovany v 10 ml TN pufru a rozruseny
ultrazvukovymi pulzy na sonikatoru MISONIX3000. Lyzaty byly centrifugovany 20 min pii
40 000 x g. Cytoplasmaticka frakce obsahujici rozpustny DH-MBP-p19 byla nalita na 5 ml His—
Trap kolonu s Ni-NTA agarézou a pie¢istén na AKTA purifier (GE Healthcare, Britanie). Eluce
bylo provedena ve tiech krocich s pufrem obsahujicim 250, 500 a 1000 mM imidazolu. Frakce o
objemu 1,5 ml ziskané eluci 500 mM imidazolem byly ovéfeny na SDS-PAGE a ty, které
obsahovaly DH-MBP-p19, byly slouceny a pouzity dale.

Test vazebné aktivity exIL-23R a pl9 pomoci metody ELISA

Rekombinantni extracelularni receptor IL-23 (exIL-23R) nebo protein p19 byly imobilizovany
pfimo na NUNC Polysorp 96—jamkovou desti¢ku ziedénim ve vazebném pufru (100 mM
hydrogenuhli¢itanovy/uhli¢itanovy roztok, pH = 9,6) na koncentraci 5 az 10 pg/ml a inkubovany
za nizké teploty (cca 7 °C) ptes noc. Dalsi den byla desticka omyta PBS pufrem obsahujicim
0,05 % Tweenu (PBST) a blokovana 1 % BSA rozpusténym ve stejném roztoku (PBSTB). V
piipadé imobilizace exIL-23R (E. coli SHuffle a BL21 (DE3)) byl tento receptor v 4M
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mocovinovém roztoku zfedén alespon 20 x ve vazebném pufru; a pifeciSténé rekombinantni
proteiny DH-MBP-p19 i DH-p19 byly aplikovany v sériovém fedéni v PBSTB a detegovany za
pouziti kozi polyklonalni protilatky proti lidskému IL-23 (anti-p19) a nasledné mysiho anti—
koziho konjugatu IgG—kienové peroxidazy (HRP) (BioLegend, San Diego, CA), oboji zfedéno v
PBSTB 1:1000. Vazba exIL-23R k imobilizovanému DH-MBP-p19 byla detegovana pomoci
kozi polyklonalni protilatky anti—-IL-23R (1:250) a nasledné sekundarniho krali¢iho anti—koziho
konjugatu s HRP (1:1000) (R&D Systems, Minneapolis, MN).

Vsechny experimenty ELISA byly vizualizovany enzymatickou reakci HRP s OPD substratem
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) v citratovém pufru (3,3 % dihydratu citratu trisodného,
fosforecna kyselina, pH = 5,0), reakce byla zastavena 2M kyselinou sirovou a byla méfena
absorbance pfi 492 nm.

Screening peptidii metodou ELISA

Pro ELISA analyzu peptidd byl pouzit bunécny lyzat klonl pfipraveny podle dfive popsaného
protokolu (Ahmad JN et al.: Proteins 2012;80(3):774-789) nebo piecisténé peptidy. Byla pouzita
dvé rGzna sendvicova uspotfadani. V prvnim pfipadé byla desticka NUNC Polysorp ptimo
pokryta proteinem DH-MBP-p19 nebo DH-p19 (5 pg/ml) ve vazebném pufru za niZsi teploty
(cca 7 °C) ptes noc. Dalsi den byla desticka omyta pufrem PBST a jamky byly blokovany
PBSTB. Vzorky proteinii testovanych sekvenci s navazanymi sekvencemi TolA-AVI byly
aplikovany v sériovém fedéni v PBSTB a vazané biotinylované proteiny byly detekovany
konjugatem streptavidinu—-HRP nafedéném ve stejném pufru 1:1000 (Pierce) (Obr. 1). V druhém
ptipad¢ byla desticka pokryta streptavidinem (1 pg/ml) ve vazebném pufru a blokovana stejnym
zptsobem. Biotinylované sekvence s navazanym TolA-AVI nafedéné v PBSTB na koncentraci 5
pg/ml byly imobilizovany streptavidinem produkovanym v Arctic Express E.coli a pfeciStény na
iminobiotin agaréze. Sériové fedéné DH-MBP-pl9 nebo DH-p19 v PBSTB byly ptfidany do
jamek a byla detekovana vazba pl19 k imobilizovanym testovanym peptidim mysi anti-IL—
23(p19) polyklonalni protilatkou (1:1000) a kozi anti-mysi polyklonalni protilatkou (1:1000).

Testované peptidy vykazovaly specificitu pro p19 protein, ve srovnani naptiklad s lysozymem,
bovinnim sérovym albuminem, ovalbuminem a lidskym sérovym albuminem.

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

Tabulka 1.

RED B OAX 28025 26 27 28 20 30 31 32 53 34 3% 36 37 38 39 40 41 42

S

ILP0O30 obsahuje sekvenci AA 20-46 ozna€enou v seznamu sekvenci jako SEQ. ID NO. 3,
ILP215 obsahuje sekvenci AA 20-46 oznacenou v seznamu sekvenci jako SEQ. ID NO. 4,
ILP 272 obsahuje sekvenci AA 20-46 oznacenou v seznamu sekvenci jako SEQ. ID NO. §,
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ILP 317 obsahuje sekvenci AA 20-46 oznacenou v seznamu sekvenci jako SEQ. ID NO. 6,
ILP 323 obsahuje sekvenci AA 20-46 oznacenou v seznamu sekvenci jako SEQ. ID NO. 7.

Ovéreni stability proteinli pomoci stanoveni posunu teplotni denaturace na bazi fluorescencni
detekce

Vzorky proteinti (0,1 mg/ml) v PBS a ¢inidlo 5x Sypro Orange (Sigma—Aldrich, St Louis, MO,
USA) byly smichany do finalniho objemu 25 pl. Pomoci real-time PCR Detection System
CFX96 Touch (Bio—Rad Laboratories, USA) byly proteiny inkubovany v teplotnim gradientu od
20°C do 80 °C s piirtistkem teploty 0,5 °C v intervalu 30s. Stupen rozbaleni proteinii byl
sledovan kanalem FRET (fluorescence resonance energy transfer), ktery zachycoval spektralni
vlastnosti komplexd Sypro Orange s rozbalenym proteinem (excitaéni vlnova délka =470 nm a
emisni vlnova délka =570 nm). Data byla analyzovana softwarem CFX Manager a teploty tani
byly stanoveny pomoci prvni derivace spektra.

Teploty tani pro testované peptidy—TolA—-AVI byly 52 °C pro ILP030, 51 °C pro ILP272, 59 °C
pro ILP317 a 61 °C pro ILP323.

Analyza vazby testovanych peptidli a p19 k bunéénym liniim

Vsechna stanoveni byla provadéna v pufru HBSS (10 mM HEPES, pH 7.4, 140 mM NaCl, 5 mM
KC1) doplnéném 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 1% (w/v) glukézy a 1% (v/v) FCS (cHBSS) na 96—
jamkovych kultiva¢nich destickach (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Switzerland). Pro vazebné stanoveni DH-p19 bylo inkubovano 2,5 x 10° bunék v 50 ul pufru
cHBSS obsahujiciho ¢i neobsahujiciho DH-p19 (10 pg/ml) 30 min pii 4 °C. Bunky byly promyty
cHBSS a navazany DH-p19 byl barven mysi anti-IL-23(p19) protilatkou (fedéni 1:50) 30 min
pii 4 °C a po promyti CyS—konjugovanym kozim anti-mysim IgG, F(ab')2 fragmentem (fedéni
1:200) 30 min pii 4°C. Ve vazebnych stanovenich pro testované peptidy bylo inkubovano 2,5 x
10° bunék v 50 pl pufru cHBSS s biotinylovanymi peptidy s navazanymi sekvencemi TolA-AVI
po dobu 30 min pfi 4 °C, promyto cHBSS, a na buiikach vazany peptid byl barven streptavidin—
phycoerythrinem (fedéni 1:400) po dobu 30 min pii 4 °C.

Buiiky byly promyty, resuspendovany v 100 pul HBSS a analyzovany pritokovou cytometrii na
ptistroji FACS LSRII (BD Biosciences, San Jose, CA) v pfitomnosti 1 pg/ml Hoechst 33258. K
vylou€eni bunéénych agregatli a mrtvych bun€k byla pouzita odpovidajici nastaveni parametrii
pro tfidéni bun€k a vazebna data byla stanovena na zaklad¢ primémych intenzit fluorescence
(MFI).

Kompetice mezi vazbou DH—p19 a testovanych peptidii k buitkkdam THP-1

Blokovani vazby p19 k molekule receptoru IL-23 testovanymi peptidy bylo zkoumano tak, ze
byly pfipraveny smési sériové fedénych (50 az 1,6 pg/ml) testovanych peptidi s navazanymi
sekvencemi TolA-AVI ve stalé koncentraci 10 pg/ml rekombinantniho proteinu DH-p19 v
celkovém objemu 50 1 pufru cHBSS. Vzorky byly ptidany k buiikam THP-1 (2,5 x 10°) a
inkubovany po dobu 30 min pfi 4 °C. Buiky byly promyty cHBSS a vazany p19 byl detekovan
pritokovou cytometrii s pouzitim anti-IL-23(p19) polyklonalni protilatky v kombinaci s Cy5—
konjugovanym kozim anti-my$im IgG, F(ab')2 fragmentem jak je popsano vyse.

Jak je ukézano na Obr. 2, zvySujici se koncentrace testovanych peptidii vyznamné sniZzovaly
vazbu DH-p19 k bunkam THP-1.

Vazba testovanych peptidi na lidsky IL-23 sledovana metodou ELISA

Desticky Polysorp (NUNC, Denmark) byly pokryty rekombinantnim streptavidinem (1 pg/ml) v
potahovacim pufru ptes nos, pii ~7 °C. Oplachnuté desticky byly blokovany PBSTB 2 h pii
laboratorni teploté. Biotinylované testované peptidy s TolJA—AVI sekvencemi byly imobilizovany
v PBSTB pufru streptavidinem 1 h pii laboratorni teploté. Oplachnuté desticky byly inkubovany
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s 4 ug/ml lidského IL-23 (R&D systems, Minneapolis, MN) v pufru PBSTB 1 h pii laboratorni
teploté. Vazba IL-23 k imobilizovanym peptidim byla detekovana mysi anti-IL-23(p19)
polyklonalni protilatkou (1:1000) a sekundarnim kozim anti-my$im-HRP konjugéatem (1:1000).

IL-23-dependentni ex vivo expanze lidskych T-bunék produkujicich IL-17

Zdravi darci poskytli pisemny informovany souhlas v souladu s Helsinskou deklaraci.
Neseparované bunky periferni krve odebrané do zkumavek obsahujicich EDTA byly pouzity pro
ziskani pteciSténych mononuklearnich bun¢k (PBMCs) za pouziti Ficoll-Paque (Pharmacia,
Uppsala, Sweden). Primami lidské T-buiky izolované z PBMCs za pouziti Human T Cell
Enrichment Kit (Stemcell Technologies, Vancouver, Canada) byly jednou promyty PBS,
resuspendovany v Uplném médiu RPMI 1640 (RPMI 1640 suplementované 10% tepelné
inaktivovanym FCS, 100 U/ml penicilinem, 100 pg/ml streptomycin sulfatem a 1,7 mM
glutamatem sodnym). T-buiiky byly vyfedény na koncentraci 2 x 10° buniek/ml a aktivovany na
96—jamkové desti¢ce predem potazené anti-CD3 (MEM-57, 10 pg/ml, Exbio Praha a.s., Praha) v
pritomnosti kostimula¢nich protilatek (CD28/CD49d, 1 pg/ml, BD Biosciences, San Jose, CA,
USA), IL-23 (10 ng/ml), IL-2 (100 U/ml). Precisténé testované peptidy s navazanym TolA-AVI
bez LPS (7 ug/ml) byly pfidany do média a bunky byly inkubovany tfi dny pti 37 °C. Bunky byly
restimulovany 6 h pfi 37 °C (posledni 4 hodiny byla exocytoza blokovana Brefeldinem A
(10 pg/ml, Sigma—Aldrich)). Po inkubaci byly bunky barveny protilatkami proti CD8 Horizon V-
500 (BDB) po dobu 15 min ve tm¢. Bunky byly pak promyty promyvacim pufrem (PBS
obsahujici 0,1 % azidu sodného a 2 % Zelatiny (Sigma—Aldrich, St Louis, MO, USA) a fixovany
pomoci lyza¢niho roztoku pro FACS/FACS Perm 2 (BDB) podle instrukci vyrobce. Po fixaci a
permeabilizaci byly buniky promyty a barveny CD3 PerCP-CyS5.5 (eBioscience, San Diego, CA,
USA), CD4 ECD (Immunotech, Marseille, France) a intracelularnimi markery lidského
interferonu—y PE Cy7, IL2 APC, IL17 PB (eBioscience) a CD 154 PE (Immunotech). Bunky pak
byly znovu promyty a méfeny na pritokovém cytometru FACS ARIA II (BDB). Pomoci trubi¢ek
BD Truecount (BDB) naplnénych znamym mnoZstvim referencnich perlicek byly ziskany
absolutni pocty bunék, a buiiky byly barveny Syto—16 a DAPI (Invitrogen).

Tfidenni ex vivo kultivace suspenzi T-bun€k v pfitomnosti testovanych peptidi vedla k
vyznamnému sniZzeni bunécné expanze Th17 bungk, detekované jako pocty IL—17 sekretujicich a
IFN—y ne-sekretujicich T-bunék v porovnani s neoSetfenou kontrolou (Obr. 3a, pravy dolni
vysek s uvedenymi procenty). ZvySeni Thl7+ bun€k po IL-23—zprostfedkované indukei je
dokumentovan jako rozdil mezi neindukovanymi bunkami (vzorek NO IL-23, 0,463+0,245, n=6,
p=0,0030) a normalizovanymi pocty IL-23 stimulace (IL-23 only, =1), uvedenymi jako sloupce
na Obr. 3b. VSechny testované peptidy vyznamné inhibovaly expanzi Thl7+ bunék:

ILPO30 (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).
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PATENTOVE NAROKY

1. Polypeptid obsahujici sekvenci aminokyselin:
X'YKNXVINXCAXXSVXX'VKXEXIDX PILAX!'LP (SEQ ID NO. 1), majici na N-konci nebo
na C—konci pfimo piipojenou sekvenci LAEAKVLANRELDKYGVSD (SEQ. ID NO. 2), kde

X! je vybrana z aminokyselin V, I, P, S;
X? je vybrana z aminokyselin T, W, R, L
X3 je vybrana z aminokyselin P, A, T, M, Q;
X* je vybrana z aminokyselin A, S, G, V;

-12 -
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X5 je vybrana z aminokyselin W, G, T, F, L;

X® je vybrana z aminokyselin L, R, A;

X’ je vybrana z aminokyselin A, H, L, Y, R;

X" je vybrana z aminokyselin R, S;

X? je vybrana z aminokyselin M, C, W, R, F;

X! je vybrana z aminokyselin R, M, L, S, V;

X! je vybrana z aminokyselin N, A, G, P, R;

pro pouZiti v 1é€b€ a/nebo diagnostice autoimunitnich chorob zaloZené na blokaci podjednotky
p19 lidského cytokinu IL-23

2. Polypeptid pro pouziti podle naroku 1, obsahujici sekvenci vybranou ze skupiny zahrnujici:
LAEAKVLANRELDKYGVSDWKNTINPAAWVLAVKRMIDRILANLP  (SEQ. ID NO. 8),
LAEAKVLANRELDKYGVSDIYKNWINAAAGVRHVKRCIDMILAALP (SEQ. ID NO. 9),
LAEAKVLANRELDKYGVSDPYKNRINTASTVALVKSWIDLILAGLP  (SEQ. ID NO. 10),
LAEAKVLANRELDKYGVSDSYKNLINMAGFVRYVKRRIDSILAPLP  (SEQ. ID NO. 11),
LAEAKVLANRELDKYGVSDIYKNMINQAVLVRRVKRFIDVILARLP  (SEQ. ID NO. 12).

3.  Polypeptid podle kteréhokoliv z narokd 1 a 2 pro pouziti v 1é€b€ autoimunitnich chorob
vybranych ze skupiny zahrnujici psoridzu, Crohnovu chorobu, revmatoidni artritidu a
roztrousenou sklerézu.

4. Polypeptid obsahujici sekvenci vybranou ze skupiny zahrnuyjici:

LAEAKVLANRELDKYGVSDVYKNTINPAAWVLAVKRMIDRILANLP (SEQ. ID NO. 8),
LAEAKVLANRELDKYGVSDIYKNWINAAAGVRHVKRCIDMILAALP (SEQ. ID NO. 9),
LAEAKVLANRELDKYGVSDPYKNRINTASTVALVKSWIDLILAGLP  (SEQ. ID NO. 10),
LAEAKVLANRELDKYGVSDSYKNLINMAGFVRYVKRRIDSILAPLP  (SEQ. ID NO. 11),
LAEAKVLANRELDKYGVSDIYKNMINQAVLVRRVKRFIDVILARLP (SEQ.ID NO. 12).

5. Sekvence DNA, vyznacujici se tim, Ze je vybrana ze skupiny zahrnujici komplementarni
DNA kodujici aminokyselinovou sekvenci polypeptidli podle naroku 4.

6. Pouziti sekvence DNA podle naroku 5 pro pfipravu polypeptidli nebo rekombinantnich
proteinii produkovanych v bakterialnich, kvasinkovych, hmyzich, sav¢ich nebo lidskych
hostitelskych buikach.

7. Hostitelské bunky, vyznacujici se tim, Ze obsahuji sekvenci DNA podle naroku 5.

8. Polypeptid podle naroku 4 pro pouziti v mediciné.

9. Polypeptid podle naroku 4 pro pouziti jako diagnostické €inidlo.

2 vykresy
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Obr. 3
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