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Polypeptidy pro lé¢bu autoimunitnich chorob zaloZenou na blokaci receptoru pro lidsky

cytokin IL-23

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tykd novych polypeptidii odvozenych od albumin-vazebné domény
(ABD) streptokokového proteinu G, které jsou vhodné pro 1é¢bu autoimunitnich chorob a jako

diagnosticka ¢inidla.

Dosavadni stav techniky

O autoimunitnich chorobéch, jakymi jsou naptiklad psoridza, Crohnova choroba, revmatoidni
artritida nebo roztrouSend skleréza, je zndmo, Ze souviseji s cytokinem IL-23 indukujicim
signalizani funkci zprostfedkovanou subpopulaci Ty17 bunék nebo pfirozenych zabije¢skych
bunek (NKC), které exprimuji bun&ené 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..] Exp Med 2005;201(2):233-240; Chan JR et al..] Exp Med 2006;203(12):2577-2587;
Capon F et al.: Hum Genet 2007;122(2):201-206; Vaknin-Dembinsky A et al.: J Immunol
2006;176(12):7768-7774; Duerr RH et al.: Science 2006;314(5804):1461-1463). V téchto
typech bunek cytokin IL-23, uvolnény z dendritickych bunék a sestavajici z unikatni
podjednotky p19 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 signalni drdhu
prostfednictvim interakce p19 podjednotky se svym bun&&nym membranovym receptorem IL-
- 23R a interakei podjednotky p40 s povrchovym receptorem B1 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). Synergicka vazba heterodimeru IL-23 k ob&ma receptorovym jednotkam
vede k heterodimerizaci receptoru nasledované tvorbou kvarterniho komplexu, ktera spousti
signlni kaskadu drahy jak/stat, zahrnujici molekuly Jak2, Tyk2, Statl, Stat3, Stat4 a Stat5.
Transdukce signalu aktivuje transkripci, ktera vyvolava sekreci smési modulatort zanétu, jimiz
jsou IL-17A, IL-17F, IL-22 a n&které chemokiny stimulujici keratinocyty a dalsi typy bunék, a
tedy hrajicich zésadni roli v prozanstlivém procesu (ptehledovy &lanek Boniface K et al.:

Immunol Rev 2008;226:132-146).
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Efektivni terapeuticka intervence potladujici hyperproliferaci keratinocytt jako klinicky projev
psoriazy vede k blokad¢ interakce mezi podjednotkami p19/p40 IL-23 a jejich receptory v
buné¢nych 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 ukazino, Ze 1é¢ivo na bazi monoklonalni protilatky
Stelara (ustekinumab, Janssen Biotech), blokujici podjednotku p40 cytokinu IL-23 a branici
jeji interakei s B1 receptorem cytokinu IL-12, dosahuje vybornych vysledkd v 168bé stiednich a
tézkych forem psoridzy (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 cytokint IL-
- 121 IL-23, ovliviiuje léCivo dv& rozdilné signalni drahy, coZ pfinasi nezadouci vedlejsi acinky
veetné kardiovaskularnich problémi a vyssiho rizika rakoviny. Pozornost se proto v soucasné
dob¢ soustfedi na vyvoj novych lé&iv cilené zasahujicich pouze signdlni drdhu
zprostfedkovanou IL-23, jakymi jsou specifické anti-p19 protilatky MK-3222 (Merck), CNTO
1959 (Janssen Biotech) and AMG 139 (Amgen/MedImmune) (Garber K: Nat Biotechnol
2012;30(6):475-477), nebo cﬂene protilatky popsane v patentovych piihlaskich WO
2008/ 10%32 WO 2010/027{766 a WO 2012/093127 Protilatky jsou vSak velké molekuly,
narofné na ptipravu a s omezenou pohybhvostl v organismu, a to predev§im z hlediska
prostupnosti kiizi a tkanémi.
Alternativou ke konvenénim 1é¢iviim zaloZenym na monoklonalnich protilatkach jsou umeéle
vytvofené 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). Malé proteinové struktury vznil;lé _ modifikaci aminokyselin ABD
streptokovového proteinu G jsou znamy z US 2008/&187{%17, kde byly ptipraveny za uéelem
zvySeni afinity k lidskému sérovému albuminu (HSAj.i Dgle jsou znamy proteiny odvozené od
fibronektinu, vazici IL-23 (WO 2011/ 103105)
Receptor IL-23 patii do rodiny cytoklnovych receptorit tfidy I a sdili typické znaky s
tandemovymi doménami fibronektinového typu III (Fnlll) obsahujicimi typické disulfidové
vazby a WQPWS sekvenci, podobajici se WSXWS sekvenci cytokinovych receptorti
lokalizované v transmembranové proximélni doméné FnIll (Parham C et al.: J Immunol
2002;168(11):5699-5708). Ob& domény tvoii cytokin-vazici homologni oblast (CHR), ktera je
spolu s terminalni imunoglobulinu podobnou doménou povazovana za zasadni pro vazbu IL-

- 23.
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ProtoZe presna molekularni struktura komplexu IL-23/IL-23R dosud nebyla objasnéna, je
navrhovani efektivnich inhibitori funkce IL-23 se slibnym terapeutickym u¢inkem znacné

problematické.

Podstata vynilezu

Predmetem vynélezu jsou polypeptidy obsahujici sekvenci vybranou ze skupiny zahrnujici:
KYKNGINNALCVRRVKALIDWILAYLP (SEQ. ID NO. 1)
TYKNDINAASYVPAVKWAIDRILASLP (SEQ. ID NO. 2)
YYKNRINPACHVLSVKSNIDWILASLP (SEQ. ID NO. 3)
VYKNTINIAIPVRVVKRVIDWILAVLP (SEQ. ID NO. 4)
AYKNLINAALIVAKVKLLIDAILAPLP (SEQ. ID NO. 5)
HYKNWINPARRVRPVKWLIDAILAALP (SEQ. ID NO. 6)
RYKNSINRALPVAAVKWALDLILAWLP (SEQ. ID NO. 7)
WYKNCITAARAVTTVKLLIDTILALLP (SEQ. ID NO. 8)
HYKNSINPAPQVIVVKVNIDLILAGLP (SEQ. ID NO. 11)
RYKNWINRAWLVALVKRQIDQILALLP (SEQ. ID NO. 12)
EYKNAINAANPVSGVKRPIDVILAALP (SEQ. ID NO. 13)
WYKNRINTALTVACVKLVIDWILAALP (SEQ. ID NO. 15)

pii¢emZ na N-konci uvedené sekvence je pfimo pripojena sekvence majici alesponn 80%
sekven¢ni identitu se sekvenci vybranou ze skupiny zahrnujici

LAEAKVLANRELDKYGVSD (SEQ ID NO. 17)

LAEAKVLTNRELDKYGVSD (SEQ ID NO. 18)

LAETKVLANRELDKYGVSD (SEQ ID NO. 19),

pfiemz asociani a disociaéni rovnovaha vazby uvedeného polypeptidu na receptor pro lidsky
cytokin IL-23 charakterizovana vazebnou afinitni konstantou Ky vykazuje hodnotu mensi nez
107 M.

V ramei predkladaného vynalezu bylo zjisténo, Ze polypeptidy podle vynalezu, odvozené
z albumin-vazebné domény streptokokového proteinu G divokého typu (ABDwt, SEQ. ID NO.
16), jsou vhodnymi kandidaty pro latky véZici se na receptor pro lidsky cytokin IL-23 a
blokujic tak specificky jeho vazbu s podjednotkou p19 IL-23. ABDwt je tiihelikalni struktura

a bylo zjisténo, Ze zejména helixy 2 a 3 (aminokyselinové zbytky 20 az 46) jsou dilezité pro
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vazbu na receptor IL-23. Sekvence helixu 1 (aminokyselinové zbytky 1 az 19) nebo jeji ¢ast
muZe byt ptipojena na N-konec sekvence nebo na C-konec sekvence odvozené od
aminokyselinovych zbytki 20 aZ 46 nebo jeji ¢4sti. Dale mohou byt provéadény bodové zamény
aminokyselin, s vyhodou alespofi 5 aminokyselinovych zbytki, a také zkraceni &i prodlouzeni

sekvence.

Asociatni a disociacni rovnovaha vazby polypeptidu (P) podle ptedkladaného vyndlezu na

receptor IL-23 (L) za vzniku komplexu (C), je vyjadfena vztahem C =P + L je
P L
charakterizovéna vazebnou afinitni konstantou K4 spoéitanou podle vzorce e (kde [P]

Je koncentrace P, [L] je koncentrace L a [C] je koncentrace C vyjadfené¢ v mol/l), ktera
vykazuje hodnotu mensi nez 107 M. Tato vazebna afinitni konstanta muze byt stanovena
znamymi metodami, které poskytuji ekvivalentni vysledky, vhodnou metodou miize byt

napiiklad metoda povrchové rezonance plasmoni (SPR).

S vyhodou je polypeptid vybran ze skupiny zahrnujici sekvence SEQ ID NO. 1 az SEQ ID NO.
8, SEQ ID NO. 11 az SEQ ID NO. 13, a SEQ ID NO. 15, které maji na C-konci nebo na N-
- konci pfipojenu sekvenci vybranou ze skupiny zahrnujici SEQ ID NO. 17 az SEQ ID NO. 19.

Pfedmétem predkladaného vynalezu je také sekvence DNA vybrana ze skupiny zahrnujici
komplementarni DNA kédujici aminokyselinovou sekvenci polypeptidii podle predkladaného
vynalezu a DNA hybridizujici s uvedenou komplementarni DNA za vysoce stringentnich
podminek. Vysoce stringentnimi podminkami jsou v tomto vynalezu minény ndsledyjici
podminky pro odmyti znaené DNA sondy: pouziti odmyvaciho roztoku obsahujiciho 0,5 x
SSC +0,1% SDS o teplot& 60 °C.

Piedkladany vynalez dale zahrnuje pouziti uvedené sekvence DNA pro pfipravu polypeptidi
podle vynalezu produkovanych v bakterialnich, kvasinkovych, hmyzich, savéich nebo lidskych
hostitelskych burikach, a rovn&Z tyto hostitelské buiiky, obsahujici sekvence DNA podle

vynalezu.

Polypeptidy podle vynalezu jsou vhodné pro pouziti v medicing, zejména v 1éCbé
autoimunitnich chorob. Zejména terapeuticky vhodné jsou polypeptidy obsahujici sekvence

SEQ. ID NO. 1-7, nejvhodné;jsi jsou polypeptidy obsahujici sekvence SEQID NO. 3 a6.
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Polypeptidy podle vynalezu jsou vhodné pra i pro pouziti jako diagnosticka ¢inidla, zejména
pro autoimunitni choroby. Za timto ucelem je zejména vhodné pipojit k polypeptidiim podle

piedkladaného vynalezu chromofor nebo fluorofor.

Autoimunitni choroby jsou choroby zahrnujici prozanétlivé procesy zprosttedkované IL-23, a

zahrnuji naptiklad psoriazu, Crohnovu chorobu, revmatoidni artritidu a roztrousenou sklerézu.

Polypeptidy podle vynélezu inhibuji vazbu podjednotky p19 k receptoru IL-23R interakei s
receptorem, ¢imZ specificky blokuji prozanétlivou signalni dréhu, tedy jsou vhodné jako 1é&iva
dalsi generace pro Ié¢bu autoimunitnich chorob. Tato inhibi¢ni schopnost byla prokdzana v in
vitro vazebnych stanovenich, kompeti¢nich experimentech i v ex vivo funkénim stanoveni.
Déle sekvence podle ptedkladaného vyndlezu vykazuji sniZenou afinitu proti sérovym
albumintim.
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Obr. 1. Vazba rozpustného fiizniho rekombinantniho proteinu DH-MBP-p19 a refoldovaného
DH-p19 k imobilizovanému IL-23 receptoru ovéiend testem ELISA. Receptor byl produkovan
v bakteridlnim kmeni E. coli SHuffle a po extrakci refoldovan z roztoku 8M mocoviny.
Interakce byla detegovana pomoci mysi polyklonalni protilatky proti lidskému interleukinu 23

(anti-human IL-23 (p19)) a sekundarni kozi protilatky fiizované s kienovou peroxidazou (anti-
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-IgG-HRP). Vysledek ukazuje, Ze nami pfipravené bakteridlni produkty se vzijemné

rozpoznavaji na zékladeé specifické vazby.

Obr. 2. Vazebna doména ABD jako strukturni kostra pro konstrukci vazebnych proteinti proti
riznym cilovym molekuldm (tzv. ABD scaffold). Proteinova struktura (PDBID 1GJT) s
vyobrazenymi 11 aminokyselinovymi pozicemi vybranymi pro randomizovanou mutagenezi
byla pouzita k tvorbé vysoce komplexni knihovny ABD variant o teoretické kompexite 10
variant (podrobnosti jsou uvedeny v publikaci Ahmad a ost., Proteins 2012;80(3):774-789,
2012).

Obr. 3. Fylogeneticky strom znazorfiujici sekvenéni podobnost klont REX selektovanych pro
vazbu na receptor exIL-23R. Sekvenéni analyza klond ukézala 18 unikétnich variant z
celkového poctu 34 analyzovanych kloni. Pro tuto analyzu byla pouzZita oblast sekvenci mezi
20. a 46. pozici aminokyselin. Pfedchazejici ¢ast (N-konec) aminokyselin 1-19 piedstavujici

nemutovanuu oblast aminokyselinové sekvence nebyla do této analyzy zahrnuta.

Obr. 4.(a) Vazba REX variant k imobilizovanému receptoru exIL-23 s pouzitim ELISA.
Receptor byl produkovan v kmeni E. coli SHuffle a po extrakci refoldovan z roztoku 8M
mocoviny. Interakce byla detegovana pomoci streptavidinu konjugovaného s kienovou
peroxidazou. (b) Vazba receptoru exIL-23R k imobilizovanym REX variantdm. Interakce byla
detegovana pomoci polyklonalni protilatky proti lidskému receptoru exIL-23R (anti-human IL-
-23R) a sekundarni protilatky fuzované s kienovou peroxidazou (anti-goat IgG-HRP). Grafy
ukazuji cilené navozenou vazbu REX variant k IL-23 receptoru v porovnani s puvodni

nemutovanou molekulou ABDwt.

Obr. 5. Kompeti¢ni ELISA stanoveni. Deset variant REX-TolA-AVI (obr. 4 a, b) soutézi s
fuznim proteinem DH-MBP-pl9 o vazbu k imobilizovanému receptoru exIL-23R
vyprodukovanému z bakteridlniho kmene E. coli SHuffle. Z jednotlivych variant REX klont
byly pfipraveny série fedéni v roztoku PBST s 1% BSA obsahujici 20/nM DH-MBP-p19.
Zvy3ujici se koncentrace inhibujicich REX variant méla za nasledek sniZeni vazby pl9

proteinu na receptor v protikladu k pivodni nemutované molekule ABDwt. Vazba p19 na

receptor byla detegovana pomoci my3i polyklondlni protilatky anti-IL-23 (p19) rozpoznané

anti-IgG-HRP konjugatem kozi protilatky s kienovou peroxidazou. Tyto vysledky ukazuji
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inhibi¢ni uCinky piislusnych REX variant ve vazebném systému vyuZivajicim bakterialni

refoldovany receptor.

Obr. 6. Kompetice inhibi¢nich variant REX009 a REX125 s p19/IL-23 o vazbu na receptor IL-
23R. ZvySeni koncentrace inhibi¢nich variant REX (REX-TolA-AVI) ma za nésledek ubytek
vazby jak rekombinantniho fuzniho proteinu DH-MBP-p19 (a) ! tak kompletniho
eukaryotického produktu IL-23 cytokinu (b) k imobilizovanému rozpustnému receptoru ve
formé chiméry IL-23R-IgG vyprodukované v mySich fibroblastech. Vazba pl9 byla
detegovana pomoci mysi polyklonalni protilatky anti-IL-23 (p19) rozpoznané sekundarni kozi
protilatkou anti-IgG-HRP konjugovanou s kienovou peroxiddzou. Pivodni nemodifikovana
varianta ABD pouzita jako negativni kontrola ve formé proteinu ABDwt-TolA-AVI v rozmezi
pouZitych koncentraci proteinii neovlivituyje vazbu pl9 na IL-23R. Tento vysledek
dokumentuje, Ze inhibi¢ni G¢inek pouZitych REX variant nalezeny s pouZitim bakterialniho
receptoru je zachovan i v ptipad€ rozpustné eukaryoticky produkované a glykosylované formy

IL-23 receptoru a je potvrzen i snizenou vazbou kompletniho lidského IL-23.

Obr. 7. Termalni stability vazebnych variant REX-TolA-AVI méfené metodou
fluorescen¢niho posunu vlivem tepelné denaturace (tzv. fluorescence-based thermal-shift
assay). Be€hem vzristajici teploty dochdzi k postupnému rozvoltiovéni struktury proteinu
(denaturaci), a tim zpfistupnéni téchto oblasti pro vazbu fluorescenéniho ¢inidla SYPRO®
Orange, v disledku ¢ehoZ nariistd méteny fluorescenéni signal (excitace pfi 470 nm a emise
570 nm). Grafy ukazuji prubéhy normalizovanych hodnot fluorescence v zavislosti na
vzrastajici denatura¢ni teploté (a) a jeji derivace (b). Zjistén4 teplota tdni Tm pro REX009 je
S0,0gC, pro REX125 je 56,0;%C a pro REX128 je méfenim odhadnuta na 56,5 °C. Tyto

vysledky dokumentuji dostate¢nou stabilitu pouzitych variant.

Obr. 8. (a) K-562 a THP-1 buiiky exprimuji na svém povrchu molekuly IL-23 receptoru a toto
je dokumentovéano vazbou anti-IL23R protilatky. Buiiky byly vystaveny vazbé& protilatky proti
lidskému IL-23R znaCené APC nebo jeji izotypové kontrole konjugované s APC a poté

analyzovany pritokovou cytometrii. (b) Analyza vazby riiznych variant ligand REX-TolA-

-AVI na K-562 a THP-1 butiky. Buiiky byly inkubovany s in vivo biotinylovanymi REX

proteiny nebo s negativnimi kontrolami, a to s ABDwt nebo s variantou His-TolA molekuly

postradajici ABD doménu, tzv. klonem delta (A) ABD. Navazané proteiny byly néslednd
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obarveny streptavidinem znatenym fycoerytrinem a analyzovany priitokovou cytometrii. N.P.

znadi vzorek samotnych bunék bez ABD i REX proteinu.

Obr. 9. Vazba riznych variant REX ligandi na lidské bunééné linie koreluje s expresi IL-23
receptoru na techto burikach. (a) K-562 a Jurkat buiiky exprimuji na svém povrchu molekuly
IL-23 receptoru. Buriky byly vystaveny vazbé protilatky proti lidskému IL-23R znagené APC
nebo jeji izotypové kontrole a analyzovany pritokovou cytometrii. (b) Profil vazby REX
ligandi na K-562 a Jurkat buiiky koreluje s intenzitou vazby protilatky proti lidskému IL-23R.
Buriky byly inkubovany s in vivo biotinylovanymi REX proteiny nebo s negativni kontrolou
(ABDwt) a navézané proteiny byly nasledné obarveny streptavidinem znadenym fycoerytrinem

a analyzovany pritokovou cytometrii.

Obr. 10. REX varianty inhibuji produkci IL-17 pozitivnich T-bunék ziskanych z
mononuklearnich buriek periferni krve. (a) Intracelularni barveni bunék produkujicich IL-17.
Vyznamny pokles vyskytu IL-17+ populace byl pozorovén ve vzorcich stimulovanych IL-23
kultivovanych v pfitomnosti REX ligandt oproti vzorkiim s ABD-WT kontrolou nebo bez
piitomnosti ABD proteinu. (b) Pocet bungk produkujicich IL-17 v jedné jamce po ttidenni
inkubaci s IL-23 a IL-2 bez piidavku ligandu nebo v kombinaci s pfidanym REX009, REX125,
REX128 nebo negativni kontrolou ABDwt. Buiiky byly zpoc¢atku stimulovany anti-CD3
protildtkou a poté znovu stimulovany ve tfetim dni inkubace. Pfitomnost CD4" T-butiek
produkujicich IL-17 byla prokézédna pouzitim intracelularniho barveni cytokind. Tento
vysledek dokumentuje imunomodulac¢ni potencidl vytvotenych antagonista IL-23 receptoru a
potvrzuje, Ze vytvoiené vazebné REX proteiny blokuji IL-23R-zprostiedkovanou aktivaci T-

- bun€k vedouci k produkci a sekreci [L-17.

Priklady provedeni vynalezu

Materialy a metody

Protilatky a detekéni <&inidla: monoklondlni protilatky (mAbs) anti-lidsky IL-23R-
- Allophycocynin (APC) (mysi IgG2B) specificky pro lidsky receptor IL-23 a IgG2B isotypova
kontrola-APC (my3i IgG2b) byly ziskany od R&D Systems, Minneapolis, MN. Mysi anti-pl19
monoklonalni protildtka byla ziskdna od Biolegend, San Diego, CA. Cy5 konjugovany kozi
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anti-mysi IgG (F(ab"), fragment) byl ziskan z Jackson ImmunoResearch Laboratories, West

Grove, PA. Streptavidin-fykoerytrin byl zakoupen od eBioscience, San Diego, CA.

Bun&¢né linie a podminky kultivace: v piikladech byly pouZity bunéené linie lidské akutni
monocytické leukémie THP-1 (ATCC ¢&islo: TIB-202), lidské leukémie K-562 (ATCC &islo:
CCL-243) a lidského T-bun&ného lymfomu Jurkat (ATCC &islo: TIB-152). Buiiky byly
kultivovany v médiu RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) suplementovaném 10%
fetdlnim telecim sérem (FCS) (GIBCO, Grand Island, N.Y.) a roztokem antibiotik a
antimykotik (ATB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

Priprava rekombinantniho IL-23R

Lidsky gen pro receptor IL-23 se sklada z 10 exoni kédujicich 629 aminokyselin receptorové
molekuly. cDNA kédujici extracelularni ¢ast (fragment Gly24-Asn350) lidského receptoru IL-
23 (IL-23R, GenBank: AF461422.1) byla amplifikovdna metodou PCR pomoci forward
primeru IL23Rex-F-Nco-his
(ATTACCATGGGCAGCAGCCACCATCATCATCATCACAGCAGCGGAATTACAAATA
TAAACTGCTCTGG), obsahujiciho startovni kodén a polyhistidinylovou sekvenci (Hisg), a
reverzniho primeru [L23Rex-R-Xho
(GGGCACCTTACTTCTGACAACTGACTCGAGATAT) nesouctho TGA stop kodén.
Vysledny PCR produkt byl vlozen do pET-28b vektoru (Novagen, Némecko) za vyuziti Ncol a
Xhol klonovacich mist a vloZen do bun€k Escherichia coli TOP10. Vysledny plasmid byl
pouzit pro produkci proteinu v E. coli, kmene SHuffle (SHuffle T7 Express Competent E. coli,
New England Biolabs, Ipswich, MA). Bakteridlni butiky byly kultivovany v LB médiu s
kanamycinem (60 pg/l) pfi 30 °C, produkce proteinu byla indukovana pfidavkem lmM
isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosidu (IPTG) poté, co kultura dosahla denzity ODgg = 0,6, a
buiiky byly sklizeny centrifugaci 4 hodiny po indukci. Protein byl extrahovan po sonikaci v TN
pufru (SOg;hiM Tris, ISOi;mM NaCl, pH = 8,0) jako nerozpustny pfi fyziologickém pH.
SraZenina proteinu byla zcentrifugovéana pfi 40000xg po dobu 20 minut a promyta TN pufrem,
poté centrifugovéna a rozpusténa v TN pufru obsahujicim 8M mocovinu (SO’ZmM Tris, 150&:
mM NaCl, 8M mocovina, pH = 8,0). Pro zvySeni &istoty proteinu byla provedena Ni-NTA
afinitni chromatografie a vysledny protein byl eluovan v elu¢nim pufru EB (50 mM Tris, 150% ~
mM NaCl, 250 mM imidazolu, pH = 8,0) obsahujicim 4M mo&ovinu (50 mM Tris, 150 mM
NaCl, 250 mM imidazolu, 4M moc¢ovina, pH = 8,0).
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Pro produkei proteinu v periplasmé byla piislusnd cDNA vloZena po sméru &teni (downstream)
za pelB-vedouci sekvenci do pET-26b vektoru (Novagen, Némecko) s vyuZitim stejnych
restrikCnich mist jak je uvedeno vyse a poté vlozena do E. coli kmene BL21 (DE3). Kultura v
LB médiu s kanamycinem (60 pg/1) byla p&stovéna pti 30 °C do dosaZeni denzity ODgg = 1,0,
produkce proteinu byla indukovana l'iqgnM IPTG a buriky byly sklizeny po 4 hodinach. Exprese
vedla k produkci nerozpustného proteinu, ktery byl po sonikaci extrahovan 8M mo&ovinou v

TN pufru a ptecistén na koloné s Ni-NTA-agar6zou.

Produkce rekombinantni podjednotky p19 cytokinu IL-23

Pro studium interakci mezi IL-23R a IL-23 byly sestrojeny plasmidové konstrukty pro
produkci p19/IL-23 v bakteriich. Rekombinantni p19/IL-23 (jeho vypodtena molarni hmotnost
Je 23,3 kDa) s N-termindlnim dvojitym polyhistidylovym motivem Hiss a TEV konzervativnim
Stépicim mistem pro protedzu (tzv. DH-pl9 protein) byl pfipraven pouZitim syntetické,
kodonove optimalizované p19 kodujici cDNA (GENEART, Némecko), ktera byla vpravena do
vektoru pET-28b klonovanim s vyuZitim Ncol+Xhol restrikénich mist. Vznikly plasmid byl
vloZzen do bunék E. coli Topl0O, namnoZen a sekvenovanim ovéfen. Protein byl poté
produkovén v hostitelskych buiikach E. coli BL21(DE3). Kultivace pfes noc v 50 ml média LB
obsahujicim 60 pg/ml kanamycinu byla pouZita pro inokulaci 1 | LB média a naslednou
kultivaci pti 37 °C do dosaZeni ODggo = 1,0. Kultura byla indukovéna lgnM IPTG po dobu 4 h
pii 37 °C. Buiiky byly sklizeny centrifugaci (6000xg, 20 min), promyty TN pufrem (SO’E}JnM
Tris pufr s ISOE}nM NaCl, pH = 8) a znovu centrifugovany (5000xg, 10 min). Pelety byly
resuspendovany v 10 ml TN pufru a rozrudeny sonikatorem MISONIX 3000. Lyzaty byly
centrifugovany 20 min pii 40000xg a nerozpustny DH-p19 byl extrahovan z inkluznich télisek
2 ml 8M mocoviny v TN pufru. Mogovinovy extrakt byl ponechan tiepat 1 h pii laboratorni
teplot® a centrifugovdn 20 min pfi 40000xg. Supernatant byl aplikovdn na 1 ml Ni-NTA
agar6zovou kolonu ekvilibrovanou 5 ml TN pufru. Promyvéni bylo provadéno 10 ml TN pufru
s 8M mocovinou a poté TN pufrem obsahujicim 8M mod&ovinu a 20:mM imidazol. DH-p19 byl
eluovan TN pufrem obsahujicim 8M mocovinu a 250}nM imidazol v O,S‘Enl frakcich.
Alternativn€ byl rozpustny pl9 pfipraven z upraveného konstruktu DNA ve formé fizniho
proteinu s cDNA proteinu vaZiciho maltézu (MBP) (Mal E) nesouciho dvojité Hise znadeni na
N-konci (vypoétena molarni hmotnost 69 kDa). Bylo zjiiténo, Ze malE cDNA koédujici MBP v
kombinaci s modifikaci na C-konci podporuje rozpustnost vysledného pl19-MBP fazniho

proteinu. Sekvence p19 byla vloZena do vektoru odvozeného od pET-28b, nesouciho sekvenci
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kodujici dvojity polyhistidinylovy tag za tvorby vysledné sekvence pro produkci proteinu
His&MBP-TEV-MC S-TEV-6xHis, a to s  pouzitim  primerd  pl9-F-Nhel
(GGGCTAGCTAGCAGAGCTGTGCCTGGGGGC) a p19-R-Xhol
(GCGCCTCGAGGGGACTCAGGGTTGCTGCTC). Hostitelské buiky E.coli TOP10 (Life
Technologies, Carlsbad, CA) byly transformovany vektorem s klonovanym p19 a vysety na LB
agar suplementovany 60 pg/ml kanamycinu. Protein byl produkovéan v E. coli BL21(DE3). K
inokulaci 50 ml LB média obsahujiciho 60 pg/ml kanamycinu byla pouzita jedina kolonie. 20
ml kultury péstované ptes noc bylo pouzito k inokulaci 1 1 kultivaéniho média a dale péstovano
pfi 37 °C do dosazeni ODsg9 = 0,6. Kultura byla indukovéna IPTG pii 20 °C a ponechana riist 4
h. Buiiky byly sklizeny centrifugaci 20 min pfi 6000xg, promyty TN pufrem (pH = 8) a
centrifugovany 10 min pii 5000xg. Pelety byly resuspendovany v 10 ml TN pufru a rozruseny
ultrazvukovymi pulsy na sonikdtoru MISONIX3000. Lyzaty byly centrifugovany 20 min pii
40000xg. Cytoplasmaticka frakce obsahujici rozpustny DH-MBP-p19 byla nalita na 5}111 His-
Trap kolonu s Ni-NTA agar6zou a pfeéiétérl(zna AKTA purifier (GE Healthcare, Britanie).
Eluce bylo provedena ve tfech krocich s pufrem obsahujicim 250, 500 a 1000i‘£nM imidazolu.
Frakce o objemu 1,5 ml ziskané eluci 500 ;pr imidazolem byly ovéfeny na SDS-PAGE a ty,
které obsahovaly DH-MBP-p19, byly slouceny a pouzity dale.

ELISA test vazebné aktivity exIL-23R a p19

Rekombinantni extracelularni receptor IL-23 (exIL-23R) nebo protein p19 byly imobilizovany
piimo na NUNC Polysorp 96-jamkovou desti¢ku zfedénim ve vazebnem pufru (100! mM
hydrogenuhhcltanovy/uhhcltanovy roztok, pH = 9,6) na koncentraci 5x10 pg/ml a inkubovany
za nizké teploty (cca 7§C) pfes noc. Dalsi den byla destitka omyta PBS pufrem obsahujicim
0,05% Tweenu (PBST) a blokovéana 1% BSA rozpu$ténym ve stejném roztoku (PBSTB). V
pripad® imobilizace exIL-23R (E. coli SHuffle a BL21 (DE3)) byl tento receptor v 4M
mocovinovém roztoku zfedén alespoii 20x ve vazebném pufru; a pfedisténé rekombinantni
proteiny DH-MBP-p19 i DH-p19 byly aplikovany v sériovém fedéni v PBSTB a detegovany za
pouziti kozi polyklondlni 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 néasledn& sekundérniho krali¢iho anti-koziho
konjugatu s HRP (1:1000) (R&D Systems, Minneapolis, MN).
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VSechny experimenty ELISA byly vizualizovany enzymatickou reakci HRP s OPD substratem
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) v citratovém pufru (3,31% dihydratw citratu trisodného,
fosforecna kyselina, pH = 5,0), reakce byla zastavena 2M kyselinou sirovou a byla méfena
absorbance pii 492 nm.

Pomoci ELISA, kde byly imobilizované proteiny exIL-23R testovany na vazbu pl9, bylo
ove&ieno, Ze oba rekombinantni exIL-23R proteiny rozeznavaji p19 protein. Jak je ukazéno na
obr. 1, rozpustny DH-MBP-p19 se vaze na imobilizovany produkt H-exIL23R s vysokou
afinitou. Tento vysledek byl potvrzen i inverznim provedenim ELISA, kde byl imobilizovan
DH-MBP-p19, a také ELISA testy, kde byl protein DH-MBP-p19 zaménén za refoldovany
DH-p19. Obé varianty proteini pl9 vazaly také pelB-H-exIL-23R. Kombinace vsech dat
ukazuje, Ze refolding H-exIL-23R je dostacujici pro to, aby byl protein rozpoznén p19, a tedy
miZe byt pouzivan jako cil pro selekei IL-23R-specifickych vazebnych molekul.

Konstrukce ABD knihovny a selekce pomoci ribozomalniho displeje

Kombinatorialni knihovna DNA o teoretické komplexité 10'* variant proteinti byla vytvofena
metodami popsanymi diive (Ahmad JN et al.. Proteins 2012;80(3):774-789). Sestavena
knihovna byla transkribovana/translatovana in vitro v jediném kroku pomoci extraktu E. coli
(EasyXpress Protein Synthesis Mini Kit, QIAGEN, Némecko) a pouzita pro selekci
pfeloZzenych vazebnych proteini pomoci metody ribozomadlniho displeje. Pro selekci
vazebnych proteint byly jamky na Maxisorp desticce (NUNC, Dénsko) pokryty
rekombinantnim IL-23R, vyprodukovanym kmenem FE. coli SHuffle (DH-exIL-23R) a
blokovany 3% BSA. Preselekce byla provadéna v jamkéach pokrytych jen BSA. Dvé skupiny
cDNA vazebnych proteinii ABD piepsanych po tietim nebo patém kole selekéniho procesu
byly klonovany mezi restrikéni mista Ncol a Xhol ve vektoru pET-28b obsahujicim vlioZenou
uplnou sekvenci tolA ¢cDNA, a transformovany do hostitelskych bunék E. coli TOP10. Dale
byla na C-konec tolA pfidéna sekvence AviTag (GLNDIFEAQKIEWHE), umoziujici in vivo

biotinylaci na lysinu a vazbu streptavidinu. Sekvence AviTag byla vloZena pomoci PCR s

forward primerem EWTS-ABDforl
(TTCCTCCATGGGTATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACTTAGCTGAAGCT
AAAGTCTTA) a reverznim primerem tolA-AVIrevl

(TTTCCGCTCGAGCTATTCGTGCCATTCGATTTTCTGAGCCTCGAAGATGTCGTTCA
GGCCCGGTTTGAAGTCCAATGGCGC). Finalni fizni vazebné proteiny 6xHis-ABD-TolA-
- AviTag byly ptipraveny jako biotinylované proteiny v kmeni Escherichia coli BL21 (DE3)
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BirA exprimujicim biotin ligdzu (BirA). Bakteridlni buriky byly kultivovany v LB médiu
obsahujicim kanamycin (60 pg/ml) a SOiiuM d-biotinu (ptipraven S:mM roztok v 10§:mM
bicinovém pufru, pH = 8.3). Produkce proteinti byla indukovéna ptidanim 2:mM IPTG poté, co
kultura dosaha denzity ODggo = 0,6. Kultura byla sklizena 4 hodiny po ind;kci, sonikovana v
Tris pufru (50’5an Tris, 150?{nM NaCl, pH = 8,0), centrifugovana a protein byl pak ptecistén
na koloné s Ni-NTA agardzou.

Byla identifikovana sada vazebnych polypeptidd vazicich se na rekombinantni H-exIL-23R.
Aby bylo mozno produkovat in vivo biotinylované varianty ABD potiebné pro ovéteni vazebné
afinity metodou ELISA, byly varianty ABD nalezené po tfetim nebo patém kole selekéniho
procesu modifikovany vloZenim Avitag sekvence po sméru piepisu (downstream) od C-konce

TolA.

Dale byly testovany nasledujici sekvence vazebnych polypeptidi:
LAEAKVLANRELDKYGVSDKYKNGINNALCVRRVKALIDWILAYLP (SEQ. ID NO. 20) (REX001)
LAEAKVLANRELDKYGVSDTYKNDINAASYVPAVKWAIDRILASLP (SEQ. ID NO. 21) (REX005)
LAEAKVLANRELDKYGVSDYYKNRINPACHVLSVKSNIDWILASLP (SEQ. ID NO. 22) (REX009)
LAEAKVLANRELDKYGVSDVYKNTINIAIPVRVVKRVIDWILAVLP (SEQ. ID NO. 23) (REX115)
LAEAKVLTNRELDKYGVSDAYKNLINAALIVAKVKLLIDAILAPLP (SEQ. ID NO. 24) (REX122)
LAEAKVLANRELDKYGVSDHYKNWINPARRVRPVKWLIDAILAALP (SEQ. ID NO. 25) (REX125)
LAEAKVLANRELDKYGVSDRYKNSINRALPVAAVKWALDLILAWLP (SEQ. ID NO. 26) (REX128)
LAEAKVLANRELDKYGVSDWYKNCITAARAVTTVKLLIDTILALLP (SEQ. ID NO. 27) (REX129)
LAEAKVLANRELDKYGVSDHYKNPINVAWTVGRVKVWIDAILAPLP (SEQ ID NO. 28) (REX012)
LAEAKVLANRELDKYGVSDPYKNPINCACPVTEVKPPIDAILALLP (SEQ. ID NO. 29) (REX016)
LAEAKVLANRELDKYGVSDHYKNSINPAPQVIVVKVNIDLILAGLP (SEQ. ID NO. 30) (REX101)
LAEAKVLANRELDKYGVSDRYKNWINRAWLVALVKRQIDQILALLP (SEQ. ID NO. 31) (REX107)
LAEAKVLANRELDKYGVSDEYKNAINAANPVSGVKRPIDVILAALP (SEQ. ID NO. 32) (REX108)
LAEAKVLANRELDKYGVSDHYKNSINPAFKVHSVKMGIDWILAGLP (SEQ. ID NO. 33) (REX127)
LAETKVLANRELDKYGVSDWYKNRINTALTVACVKLVIDWILAALP (SEQ. ID NO. 34) (REX136).

Konstrukce a produkce proteinu ABD divokého typu (ABDwt)

Pro vSechny vazebné testy byl pouzivan fizni protein TolA s plvodni albumin-vazebnou
doménou (ABDwt) jako negativni kontrola. Konstrukce ABDwt se sekvencemi TolA a AviTag
(6xHis-ABDwt-TolA-AVI) byla provedena PCR amplifikaci s ABDwt-tolA plasmidovou
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DNA jako templatem, forward primerem EWT5-ABDforl (viz vy3e) a reverznim primerem
ABDrev (TTACTAGGATCCAGGTAATGCAGCTAAAATTTC). Amplifikovany produkt
PCR byl st€pen enzymy Ncol a BamHI a ligovan do vektoru pET-28b nesouciho sekvenci
tolA-AVI po sméru (downstream) od BamHI. Vysledny exprimovany protein ABDwt-TolA-
- AVI byl produkovén a precistén stejnym zpiisobem jako modifikované varianty, jak je popséno

vyse.

Screening vazebnych variant IL-23R metodou ELISA

Pro vazebné testy byly pouzity vybrané klony a vkladand sekvence byla ovéfena restrikéni
analyzou (Ncol, BamHI, Xhol) a DNA sekvenovanim. Klony obsahujici spravnou sekvenci
6xHis-ABD-TolA-AviTag byly pouzity pro izolaci plasmidové DNA a naslednou transformaci
kmene E. coli BL21 (DE3) BirA. Pro ELISA analyzu produkovanych modifikovanych variant
ABD byl pouzit bunéény lyzat kloni pipraveny podle dfive popsaného protokolu (Ahmad JN
et al.: Proteins 2012;80(3):774-789) nebo piedisténé proteiny. Byla pouzZita dvé rlzna
sendviCova uspofadini. V prvnim pfipadé byla desticka NUNC Polysorp piimo pokryta
proteinem exIL-23R (5 pg/ml, rekombinantni varianta produkovana v kmenu E. coli SHuffle)
ve vazebném pufru za nizsi teploty (cca 7§C) pfes noc. Dalsi den byla desti¢ka omyta pufrem
PBST a jamky byly blokovany PBSTB. Vzorky lyzati REX variant v PBSTB nebo varianty
preciSténych proteinii a kontrolni ABDwt byly aplikovany v sériovém fedéni v PBSTB a
vazané biotinylované REX klony byly detegovény konjugatem streptavidinu-HRP nafedéném
ve stejném pufru 1:1000 (Pierce). V druhém ptipadé byla destitka pokryta streptavidinem (1
pg/ml) ve vazebném pufru a blokovana stejnym zptisobem. Biotinylované varianty
modifikovaného ABD nafedéné v PBSTB na koncentraci 5 pg/ml byly imobilizovany
streptavidinem. exIL-23R v roztoku 4M mocoviny byl natedén 20x a pak dale vzdy 3x, takze
byla pfipravena série fedéni proteinu v PBSTB a vazba receptoru k variantdm modifikovaného
ABD byla detegovana kozi polyklonalni protilatkou anti-exIL-23R (1:250) a nasledné
sekundarnim krali¢im anti-kozim HRP konjugatem (1:1000) (R&D Systems, Minneapolis,
MN). Metodou ELISA testované pozitivni bunééné lyzaty klond polypeptidi podle
piedkladaného vyndlezu s TolA-AVI sekvencemi byly pouZity pro dalsi analyzu.

Kompeti¢ni ELISA stanoveni
Desticky Maxisorp nebo Polysorp (NUNC, Denmark) byly pokryty H-exIL-23R
vyprodukovanym v kmeni E. coli SHuffle nebo periplasmatickym pelB-exIL-23R
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vyprodukovanym v E. coli BL21(DE3), a vazba DH-MBP-p19 nebo DH-p19 jako analytii byla
detegovana pomoci protilatek, jak bylo popsdno vyse. Alternativné byly desti¢ky pokryty DH-
MBP-p19 nebo DH-p19 a byla detegovana vazba receptorovych variant pomoci odpovidajicich
protilatek. V obou uspofddanich experimentu byla pouZita konstantni koncentrace kazdého
analytu (20{nM DH-MBP-p19, 50 nM DH-p19, 60§pM oba exIL-23R) v roztoku v PBSTB, z
niz byly sériovym fedénim pfipravévény vzorky pro kompetici s testovanymi modifikovanymi
ABD proteiny. Dvé nejicinnéji inhibujici varianty, REX009 a REX125, byly testovany na
imobilizovaném rekombinantnim IL-23R Fc chimérmim proteinu (R&D Systems, Minneapolis,
MN) produkovaném bunéénou linii mysiho myelomu. Desticka Polysorp byla pokryta 1 az 2
pg/ml IL-23R chimérniho proteinu nafedéného ve vazebném pufru, a DH-MBP-p19 (20'%:nM)
nebo lidsky cytokin IL-23 (23:3:11M) (R&D Systems, Minneapolis, MN) byl nasledn& pouzit pro
kompetici s REX009 a REX125 obsahujicimi klony.

Na zaklade¢ vysledkG vazebnych testi byla dile zkoumdna schopnost nejlepsich
modifikovanych ABD proteinii inhibovat vazbu pl9/IL-23R. Zde byla pouzita kompeti&ni
ELISA s imobilizovanym H-exIL-23R a konstantnim mnozstvim DH-MBP-p19 analytu s
riznymi koncentracemi modifikovanych ABD proteini-TolA-AVI. Zjistili jsme, Ze 11 variant
vykazuje inhibici vazby p19 v mikromolarnich koncentracich, a dvé nejlepsi varianty, REX009
a REX125, dokonce v nanomolérﬁich koncentracich. Vysledky kompeti¢ni ELISA pro 10
nejlepSich modifikovanych ABD proteind jsou ukdzany na obr. 5. Pro ovéfeni inhibiéniho
potenciélu polypeptidii podle pfedkladaného vynalezu byla zopakovana kompetiéni ELISA i v

opac¢ném uspofadani, ktera potvrdila vysledky.

Ovéfeni stability proteind pomoci stanoveni posunu teplotni denaturace na bizi
fluorescencni detekce

Vzorky proteint (0,1 mg/ml) v HEPES pufru a ¢inidlo 5x Sypro Orange (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA) byly smichany do finalniho objemu 25‘1‘,11 Pomoci real-time PCR Detection
System CFX96 Touch (BIO Rad Laboratories, USA) byly proteiny inkubovany v teplotnim
gradientu od 2 do 8&°C s priristkem teploty O, 5°C v intervalu 305 Stupeii rozbaleni
proteinit byl sledovan kanalem FRET (ﬂuorescence resonance energy transfer), ktery
zachycoval spektrélni vlastnosti komplext Sypro Orange s rozbalenym proteinem (excita&ni
vinova délka ~470 nm a emisni vlnova délka =570 nm). Data byla analyzovana softwarem

z o/eb
CFX Manager a;bedy tani byly stanoveny pomoci prvni derivace spektra.
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Detekce IL-23R na povrchu bunék a vazba modifikovanych ABD proteinii a p19/IL-23 k
bunéénym liniim

VSechna stanoveni byla provadena \'% pufru HBSS ( 10 mM HEPES, pH 74, 140 mM NacCl, 5
mM KCIl) doplnéném 2 mM CaCly, 2 mM MgCl, a 1% (v/v) FCS (cHBSS) na 96-Jamkovych
kultivacnich destickiach (NUNC, Roskilde, Denmark). Barveni molekul IL-23R na bunééném
povrchu bylo provadéno tak, Ze bylo 30 min p#i 4%;‘5C inkubovéno 5 x 10° bungk v 50 pl pufru
cHBSS obsahujictho anti-lidsky IL-23R-APC (fedéni 1:5) nebo monoklonalni protilatky
isotypové kontroly-APC (fedéni 1:5). Ve vazebnych stanovenich pro modifikované ABD
proteiny bylo inkubovano 5 x 10° bungk ve 100 ul pufru cHBSS s biotinylovanymi
modifikovanymi ABD proteiny nebo ABD kontrolami (10 pg/ml) po dobu 30 min pti 4 °C,
promyto cHBSS, a na buiikich vézany komplex modifikovaného ABD proteinu s biotinem
nebo ABD-biotin byl barven streptavidin-phycoerythrinem (fedéni 1:400) po dobu 30 min pii 4
°C. Pfi vazebném stanoveni s DH-p19 bylo inkubovano 5 x 10° bungk ve 100 ul cHBSS s
nebo bez DH-pl19 (10 ug/ml) po dobu 30 min pii 4 °C. Buiiky byly promyty cHBSS a na
buiikdch vazany DH-p19 byl barven mysi monoklonalni protilatkou proti p19 (fedéni 1:50) po
dobu 30 min pti 4 °C a po promyti déle koz{ anti-my3i prolatkou IgG znadenou CyS (fedéni
1:50) po dobu 30 min pfi 4 °C.

Buriky byly promyty, resuspendovany v 100 ul HBSS a analyzovéany pritokovou cytometrii na
piistroji FACS LSR II (BD Biosciences, San Jose, CA) v ptitomnosti 5 pg/ml propidium
jodidu. K vylouceni bunéénych agregatd a mrtvych bungk byly pouzity odpovidajici nastaveni
parametrQ pro tfidéni bunék a vazebna data byla stanovena na zikladé pramérnych intenzit

fluorescence (MFI).

DH-p19 blokovani vazby modifikovanych ABD proteini k busikim THP-1

Blokovéni vazby modifikovanych ABD proteintit k buitkim k molekule receptoru IL-23
proteinem DH-p19 bylo zkouméno tak, Ze buiiky THP-1 (2 x 10°) byly preinkubovany po dobu
15 min pfi 4 °C v piitomnosti sériové fedéného DH-p19 v 50 pl pufru cHBSS. Biotinylované
klony REX-TolA-AVI nebo ABD-WT-TolA-AVI jako negativni kontrola v 50 ul pufru
cHBSS v kone¢né koncentraci 13 nM byly pfidény k burikdm ve stalé pfitomnosti DH-p19 a
inkubovany pti 4 °C po dobu 30 min. Buiiky byly promyty cHBSS a na buiice vazané
biotinylované modifikované ABD proteiny nebo ABDwt byly detegovany konjugitem
streptavidinu-fykoerytrinu (fedéni 1:400) po dobu 30 min pi 4 °C. Buriky byly promyty,

resuspendovany v 100 pl HBSS a analyzovany pritokovou cytometrii jak je popsano vyse.
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Testovani T-bunék produkujicich IL-17 pomoci anti-CD3 stimulace PBMC

Neseparované buriky periferni krve odebrané do zkumavek obsahujicich EDTA byly pouzity
pro ziskdni pfecisténych mononuklearnich bunék (PBMCs) za pouziti Ficoll-Paque
(Pharmacia, Uppsala, Sweden). PBMCs byly jednou promyty PBS a resuspendovany v uplném
médiu RPMI 1640 (RPMI 1640 suplementované 10% tepelné inaktivovanym FCS, IOOﬁ/ml
penicilinem, 100 pg/ml streptomycin sulfatem a 1,7}?"inM glutaméatem sodnym). Buriky PBMC
byly vyfedény na koncentraci 2x 10® busiek/ml a ak;ivovény na 96-jamkové desti¢ce predem
potaZené anti-CD3 (MEM-57, 10 pg/ml, Exbio Praha a.s., Praha) v pfitomnosti kostimulaénich
protilatek (CD28/CD49d, lﬁg/ml, BD Biosciences, San Jose, CA, USA), IL-23 (10 ng/ml), IL-
-2 (100 U/ml). Do kaZdéhi jamky bud’ nebyl pfidian Zadny inhibitor’ nebo byly pfidany
modifikované ABD proteiny REX009, REX125, REX128 nebo kontrola ABDwt REXWT
(7}[g/ml), a butiky byly inkubovény tfi dny pti 37 °C. Pak byly buiiky ponechany stét pfes noc
pfi‘ 37 °C v Cerstvych jamkéach. Dalsi rano byly buriky restimulovany v jamkach pifedem
pokrytych protilatkou anti-CD3 (10 pg/ml, Exbio Praha, Praha) a znovu byly ptidany
kostimula¢ni protilatky (CD28/CD49d, 1 pg/ml, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Buiiky
byly inkubovany 2 h pii 37 °C. Poté byl do kazdé¢ jamky pfidan brefeldin A (10 pg/ml, Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA). Stimulace pokratovala dalsi 4 h pfi 37 °C. Po inkubaci byly
buriky barveny protilatkami proti CD8 Horizon V-500 (BDB) po dobu 15 min ve tm&. Buiky
byly pak promyty promyvacim pufrem (PBS obsahujici 0;1% azidw sodnéhg a 2% 2elatiny-uv
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) a fixovany pomoci lyzagniho roztoku pro FACS/FACS
Perm 2 (BDB) podle instrukci vyrobee. Po fixaci a permeabilizaci byly buiiky promyty a
barveny CD3 PerCP-Cy5.5 (eBioscience, San Diego, CA, USA), CD4 ECD (Immunotech,
Marseille, France) a intraceluldrnimi markery lidského interferonu-y PE Cy7, IL2 APC, IL.17
PB (eBioscience) a CD154 PE (Immunotech). Buiiky pak byly znovu promyty a méfeny na
pritokovém cytometru FACS ARIA II (BDB). Pomoci trubicek BD Truecount (BDB)
naplnénych znamym mnoZstvim referen¢nich perlicek byly ziskdny absolutni poéty bungk, a

butiky byly barveny Syto-16 a DAPI (Invitrogen).
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Sequence Listing ABD_ST25
SEQUENCE LISTING

Biotechnologicky ustav Av CR, v. v. 1.

Polypeptidy pro 1é¢bu autoimunitnich chorob zaloZenou na blokaci
receptoru pro lidsky cytokin IL-23

p

34

PatentIn version 3.5
1

27

PRT

artificial

modified ABD sequence

1

Lys Tyr Lys Asn Gly Ile Asn Asn Ala LSU Cys val Arg Arg val Lys
1 5 1 15

Ala Leu Ile Asp Trp Ile Leu Ala Tyr Leu Pro
20 25

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

<220>
<223>

<400>

2

27

PRT
artificial

modified ABD sequence

2

Thr Tyr Lys Asn Asp Ile Asn Ala Ala ier Tyr val Pro Ala ¥a1 Lys
1 5 0 5

Trp Ala Ile égp Arg Ile Leu Ala ger Leu Pro
5

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

<220>
<223>

<400>

3

27

PRT
artificial

modified ABD sequence

3

Tyr Tyr Lys Asn érg Ile Asn Pro Ala Cys His val Leu Ser val Lys
1 10 15

Ser Asn Ile Asp Trp Ile Leu Ala Ser Leu Pro
20

<210>

25

4
Stranka 1



<211> 27

<212> PRT

<213> artificial
<220>

<223> modified ABD
<400> 4

val Tyr Lys Asn Thr
1 5

Arg val Ile Asp Trp
20

<210> 5

<211> 27

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> modified ABD

<400> 5

Ala Tyr Lys Asn Leu
1 5

Leu Leu Ile Asp Ala
20

<210> 6

<211> 27

<212> PRT

<213> artificial
<220>

<223> modified ABD
<400> 6

His Tyr Lys Asn Trp
1 5

Trp Leu Ile Asp Ala
20

<210> 7

<211> 27

<212> PRT

<213> artificial
<220>

<223> modified ABD
<400> 7

érg Tyr Lys Asn Ser
5

Trp Ala Leu Asp Leu

Sequence Listing ABD_ST25

sequence
Ile Asn Ile Ala Ile Pro val Arg val val Lys
15

10

Ile Leu Ala val Leu Pro
25

sequence
Ile Asn Ala Ala Leu Ile val Ala Lys val Lys
1 15

ITe Leu Ala Pro Leu Pro
25

sequence
Ile Asn Pro Ala ?rg Arg val Arg Pro val Lys
0 15

Ile Leu Ala Ala Leu Pro

sequence

Ile Asn Arg Ala Leu Pro val Ala Ala val Lys
10 15

Ile Leu Ala Trp Leu Pro
Stranka 2
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20

8

27

PRT
artificial

modified ABD
8

Trp Tyr Lys Asn Cys
1 5

Leu Leu ITe Asp Thr

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

<220>
<223>

<400>

20

9

27

PRT
artificial

modified ABD
9

His Tyr Lys Asn Pro
1 5

val Trp Ile Asp Ala
20

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

<220>
<223>

<400>

10

27

PRT
artificial

modified ABD
10

Pro Tyr Lys Asn Pro
1 5

Pro Pro Ile Asp Ala

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

<220>
<223>

<400>

20

11

27

PRT
artificial

modified ABD
11

His Tyr Lys Asn Ser

Sequence Listing ABD_ST25
25

sequence
Ile Thr Ala Ala Arg Ala val Thr Thr val Lys
10

15

ITe Leu Ala Leu Leu Pro
25

sequence
Ile Asn val Ala Trp Thr val Gly Arg val Lys
15

10

Ile Leu Ala Pro Leu Pro

sequence
Ile Asn Cys Ala Cys Pro val Thr Glu val Lys
10 15

Ile Leu Ala Leu Leu Pro

sequence

Ile Asn Pro Ala Pro Gln val Ile val val Lys
Sstranka 3



val Asn Ile Asp Leu
20

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

<220>
<223>

<400>

12

27

PRT
artificial

modified ABD
12

Arg Tyr Lys Asn Trp
1 - 5

Arg Gln Ile Asp Gln
20

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

<220>
<223>

<400>

13

27

PRT
artificial

modified ABD
13

Glu Tyr Lys Asn Ala
1 5

Arg Pro Ile Asp val
20

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

<220>
<223>

<400>

His Tyr Lys Asn Ser
1

14

27

PRT
artificial
modified ABD

14

5

Met Gly Ile Asp Trp
20

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

<220>
<223>

15

27

PRT
artificial

modified ABD

sequence Listing ABD_ST25
© 10 15

Ile Leu Ala ggy Leu Pro

sequence
Ile Asn Arg Ala Trp Leu val Ala Leu val Lys
10 15

Ile Leu Ala Leu Leu Pro
25

sequence
Ile Asn Ala Ala Asn Pro val Ser Gly val Lys
15

ITe Leu Ala Ala Leu Pro

sequence
ITe Asn Pro Ala Phe Lys val His Ser val Lys
10 15

Ile Leu Ala Gly Leu Pro
25

sequence
Stranka 4



Sequence Listing ABD_ST25
<400> 15

Trp Tyr Lys Asn Arg Ile Asn Thr Ala igu Thr val Ala Cys Xg] Lys
1 5

Leu val Ile égp Trp Ile Leu Ala gga Leu Pro

<210> 16

<211> 46

<212> PRT

<213> Streptococcus sp.

<400> 16

Leu Ala Glu Ala %ys val Leu Ala Asn ﬁgg Glu Leu Asp Lys Iyr Gly
1 5

val ser Asp E%r Tyr Lys Asn Leu %}e Asn Asn Ala Lys ggr val Glu

Gly val Lys Ala Leu Ile Asp Glu Ile Leu Ala Ala Leu Pro
35 40 45

<210> 17

<211> 19

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> modified ABD sequence

<400> 17

Leu Ala Glu Ala Lys val Leu Ala Asn Arg Glu Leu Asp Lys Tyr Gly
1 5 10 15
val Ser Asp

<210> 18

<211> 19

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> modified ABD sequence

<400> 18
Leu Ala Glu Ala Lys val Leu Thr Asn Arg Glu Leu Asp Lys Tyr Gly
1 5 10 15

val Ser Asp

<210> 19
<211> 19

Stranka 5



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Sequence Listing ABD_ST25
PRT .
artificial
modified ABD sequence
19

Leu Ala Glu Thr Lys val Leu Ala Asn Arg Glu Leu Asp Lys Tyr Gly
1 5 10 15

val Ser Asp

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

<220>
<223>

<400>

20

46

PRT
artificial

modified ABD sequence
20

ieu Ala Glu Ala Lys val Leu Ala Asn ﬁgg Glu Leu Asp Lys Tyr Gly
15

5

val ser Asp Lys Tyr Lys Asn Gly Ile Asn Asn Ala Leu 555 val Arg
20

25

Arg val Lys Ala Leu Ile Asp Tgp Ile Leu Ala Tyr Leu Pro
35 4

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

<220>
<223>

<400>

45

21

46

PRT
artificial

modified ABD sequence

21

Leu Ala Glu Ala Lys val Leu Ala Asn Arg Glu Leu Asp Lys Tyr Gly
1 5 10 15

val ser Asp ;Br Tyr Lys Asn Asp §1e Asn Ala Ala Ser T5r val Pro
5 3

Ala val Lys Trp Ala Ile Asp Agg Ile Leu Ala Ser Leu Pro
35 4

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

<220>
<223>

45

22

46

PRT
artificial

modified ABD sequence

Stranka 6
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<400> 22

Leu Ala Glu Ala Lys
1 5

val Ser Asp Tyr Tyr
20

Ser val Lys Ser Asn
35

<210> 23

<211> 46

<212> PRT

<213> artificial
<220>

<223> modified ABD
<400> 23

Leu Ala Glu Ala Lys
1 5

val ser Asp val Tyr
20
val val Lys Arg val
35

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

<220>
<223>

<400>

24

46

PRT
artificial
modified ABD
24

Leu Ala Glu Ala Lys
1 5

val Sser Asp Ala Tyr
20
Lys val Lys Leu Leu
35

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

<220>
<223>

<400>

25

46

PRT
artificial

modified ABD
25

Sequence Listing ABD_ST25

val Leu Ala Asn

Lys Asn Arg Ile
25

Ile Asp Trp Ile
40

sequence
val Leu Ala

Asn

Ile
25

Lys Asn Thr

Ile Asp Trp Ile
40

sequence
val Leu Thr

Asn

Ile
25

Lys Asn Leu

Ile Asp Ala Ile

40

sequence

Arg Glu Leu
Asn Pro Ala

Leu Ala Ser

Arg Glu Leu
10

Asn Ile Ala

Leu Ala val

Arg Glu Leu
10
Asn Ala Ala

Leu Ala Pro

Stranka 7

Asp Lys Tyr Gly
15
Cys His val Leu
30

Leu Pro
45

Asp Lys Tyr Gly
15

Ile

Pro val Arg
30

Leu
45

Pro

Asp Lys Tyr Gly
15

Ile val Ala
30

Leu

Leu Pro

45

tEC f s



Leu Ala Glu Ala Lys
1 5

val Ser Asp His Tyr
20

Pro val Lys Trp Leu
35

<210> 26

<211> 46

<212> PRT

<213> artificial
<220>

<223> modified ABD
<400> 26

Leu Ala Glu Ala Lys
1 5

val Ser Asp Arg Tyr
20

Ala val %gs Trp Ala

<210> 27

<211> 46

<212> PRT

<213> artificial
<220>

<223> modified ABD
<400> 27

Leu Ala Glu Ala Lys
1 5

val Ser Asp Trp Tyr
20

Thr val Lys Leu Leu
35

<210> 28

<211> 46

<212> PRT

<213> artificial
<220>

<223> modified ABD
<400> 28

Leu Ala Glu Ala Lys
1 5

Sequence Listing ABD_ST25
val Leu Ala Asn Arg Glu Leu Asp Lys Igr Gly
10

Lys Asn Trp Ile Asn Pro Ala Arg ggg val Arg
25

Ile Asp Ala Ile Leu Ala Ala Leu Pro

40

sequence
val Leu Ala
Lys Asnh Ser

Leu Asp Leu
40

sequence
val Leu Ala
Lys Asn Cys

Ile Asp Thr
40

sequence

Asn

Ile

25

Ile

Asn

Ile
25

Arg Glu Leu
10

Asn Arg Ala

Leu Ala Trp

Arg Glu Leu
10
Thr Ala Ala

Leu Ala Leu

Asp Lys Tyr Gly
15

Pro val Ala
30

Leu

Leu
45

Pro

Asp Lys Tyr Gly
15

Arg Ala val Thr
3

Leu Pro

45

val Leu Ala Asn Arg Glu Leu Asp Lys Tyr Gly
10 15

Stranka 8



Sequence Listing ABD_ST25

val Ser Asp His Tyr Lys Asn Pro Ile Asn val Ala Trp ggr val Gly
20

Arg val Lys val Trp Ile Asp Ala Ile Leu Ala Pro Leu Pro
35

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

<220>
<223>

<400>

29

46

PRT
artificial

modified ABD
29

Leu Ala Glu Ala Lys
1 5

40

sequence

val Leu Ala

val Ser Asp Pro Tyr Lys Asn Pro
20

Glu val Lys Pro Pro Ile Asp
35

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

<220>
<223>

<400>

30

46

PRT
artificial

modified ABD
30

Leu Ala Glu Ala Lys

1

5

val Ser Asp His Tyr
20

val val Lys val Asn
35

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

<220>
<223>

<400>

1

31

46

PRT
artificial

modified ABD
31

Leu Ala Glu Ala Lys
5

Ala
40

sequence

val Leu Ala

Lys Asnh Ser

ITe Asp Leu
40

sequence

Asn

Ile
25

Ile

Asn

Ile
25

Ile

Arg Glu Leu
10
Asn Cys Ala

Leu Ala Leu

Arg Glu Leu
10
Asn Pro Ala

Leu Ala Gly

45

Asp Lys Tyr Gly
15

Cys Pro val Thr
3

Leu Pro

45

Asp Lys Tyr Gly
15

Pro

Gln val Ile
30

Leu
45

Pro

val Leu Ala Asn ﬁgg Glu Leu Asp Lys Tgr Gly
1

Strédnka 9



val Ser Asp Arg Tyr
20

Leu val Lys Arg GIn
35

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

<220>
<223>

<400>

32

46

PRT
artificial

modified ABD
32

Leu Ala Glu Ala Lys
1 5

val Ser Asp Glu Tyr
20

Gly val %gs Arg Pro

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

<220>
<223>

<400>

33

46

PRT
artificial

modified ABD
33

Leu Ala Glu Ala Lys

1

5

val Ser Asp His Tyr
20

Ser val %ys Met Gly
5

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

<220>
<223>

<400>

34

46

PRT
artificial

modified ABD
34

Leu Ala Glu Thr Lys
1 5

val Ser Asp Trp Tyr
20

Sequence Listing ABD_ST25
Lys Asn Trp Ile Asn Arg Ala Trp ;Su val Ala
25

Ile Asp GIn Ile Leu Ala Leu Leu Pro
40

sequence
val Leu Ala
Lys Ash Ala

ITe Asp val
40

sequence
val Leu Ala
Lys Asn Ser

Ile Asp Trp
40

sequence

Asn

Ile
25

Ile

Asn

Ile
25

Ile

Arg Glu Leu
10

Asn Ala Ala

Leu Ala Ala

Arg Glu Leu
0
Asn Pro Ala

Leu Ala Gly

Asp Lys Tyr Gly
15

Pro val Ser
30

Asn

Leu Pro

45

Asp Lys Tyr Gly
15

Phe Lys val His
30

Leu Pro

45

val Leu Ala Asn Arg Glu Leu Asp Lys Tyr Gly
10 15

Lys Asn Arg Ile Asn Thr Ala Leu Thr val Ala
25

Stranka 10
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Sequence Listing ABD_ST25

Cys val Lys Leu val Ile Asp Trp Ile Leu Ala Ala Leu Pro
35 40 45

Stranka 11
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L. Polypeptid, obsahujici sekvenci vybranou ze skupiny zahrnujici:
KYKNGINNALCVRRVKALIDWILAYLP (SEQ. ID NO. 1)
TYKNDINAASYVPAVKWAIDRILASLP (SEQ. ID NO. 2)
YYKNRINPACHVLSVKSNIDWILASLP (SEQ. ID NO. 3)
VYKNTINIAIPVRVVKRVIDWILAVLP (SEQ. ID NO. 4)
AYKNLINAALIVAKVKLLIDAILAPLP (SEQ. ID NO. 5)
HYKNWINPARRVRPVKWLIDAILAALP (SEQ. ID NO. 6)
RYKNSINRALPVAAVKWALDLILAWLP (SEQ. ID NO. 7)
WYKNCITAARAVTTVKLLIDTILALLP (SEQ. ID NO. 8)
HYKNSINPAPQVIVVKVNIDLILAGLP (SEQ. ID NO. 11)
RYKNWINRAWLVALVKRQIDQILALLP (SEQ. ID NO. 12)
EYKNAINAANPVSGVKRPIDVILAALP (SEQ. ID NO. 13)
WYKNRINTALTVACVKLVIDWILAALP (SEQ. ID NO. 15)

pii¢emZ na N-konci uvedené sekvence je pfimo piipojena sekvence majici alespon 80%
sekvencni identitu se sekvenci vybranou ze skupiny zahrnujici
LAEAKVLANRELDKYGVSD (SEQ ID NO. 17)

LAEAKVLTNRELDKYGVSD (SEQ ID NO. 18)

LAETKVLANRELDKYGVSD (SEQ ID NO. 19),

pfiemZ asocia¢ni a disocia¢ni rovnovaha vazby uvedeného polypeptidu na receptor pro
lidsky cytokin IL-23 charakterizovana vazebnou afinitni konstantou Ky vykazuje hodnotu

mensi nez 107 M.

2. Sekvence DNA vybrand ze skupiny zahrnujici komplementarni DNA kodujici
aminokyselinovou sekvenci polypeptidi podle naroku 1 a DNA hybridizyjici s uvedenou

komplementarni DNA za vysoce stringentnich podminek.

3. Pouziti sekvence DNA podle niroku 2 pro pripravu polypeptidii podle naroku 1
produkovanych v bakterilnich, kvasinkovych, hmyzich, savéich nebo lidskych hostitelskych
bunkach.

4. Hostitelské buiiky obsahujici komplementarni sekvenci DNA podle néaroku 2 kodujici

aminokyselinovou sekvenci polypeptidi podle naroku 1.



5. Polypeptid podle naroku 1 pro pouziti v medicing.

6. Polypeptid podle naroku 1 pro pouzZiti v Ié¢bé autoimunitnich chorob.

7. Polypeptid podle niroku 1 pro pouziti v 1é¢bé autoimunitnich chorob vybranych ze
skupiny zahrnujici psoridzu, Crohnovu chorobu, revmatoidni artritidu a roztrouenou
sklerézu.

8. Polypeptid podle naroku 1 pro pouZiti jako diagnostické &inidlo.

9. Pouziti polypeptidu podle naroku 1 pro pfipravu lé&iva pro 1é¢bu autoimunitnich chorob.
10. PouZiti polypeptidu podle naroku 1 pro ptipravu 1é¢iva pro 1é&bu autoimunitnich chorob

vybranych ze skupiny zahrnujici psoridzu, Crohnovu chorobu, revmatoidni artritidu a

roztrousenou sklerézu.
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