CZ 3333-98 A3

PRIHLASKA VYNALEZU

zvefejnénd podle 8 31 zdkona ¢. 527/1990 Sb.

(22) Ptihlageno: 15. 04. 97
(32) Datum podan{ prioritnf pfihlasky: 18.04.96
CESKA (31) Cislo prioritnf pFihlasky: 96/634493
P
REPUBLIKA
(33) Zemé priority: US

(19)

(40) Datum zvetejnéni piihlagky vynalezu: 17. 03, 99
(Véstnik ¢. 3/99)

(86) PCT ¢islo: PCT/EP97/01903
(87) PCT ¥slo zvetejnéni: WO 97 /40149

URAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(21) Cislo dokumentu:

3333-98

(13) Druh dokumentu: A3

(51) Int. c1.5:

N
K
K 38/17
K

{7 1) Ptihlagovatel:
AKZO NOBEL N. V., Arnhem, NL;

(72) Piivodce:
Boots Anna Maria Helena, Megen, NL;
Verheijden Gijsbertus Franciscus Maria,
Oss, NL;
Bos Ebo Sybren, Oss, NL;

(74) zastupce:
Korejzova Zdeiika JUDr., Biehova 1, Praha
1, 11000;

(54) Nazev ptihlagky vynalezu:
Protein a farmaceuticky prostiedek
s jeho obsahem

(57) Anotace:

PouZ#iti autoantigenu HC gp-39 a proteinti ob-
sahujicich aminokyselinovou sekvenci, jeZ vy-
kazuje alespoii 50 % homologii a aminokyseli-
novou sekvenci HC gp-39, obzvlasté s amino-
kyselinovou sekvenci YKLVCYYTSWSQY-
REGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND
/SEQ ID NO: 1/ pro antigen-specifickou
1é¢bu destrukce kloubni chrupavky v auto-
imunitnich chorobach savct tim, Ze se navodi
systémova tolerance imunitniho systému. Au-
toantifen HC gp-39 a artritogenni proteiny ob-
sahujici aminokyselinovou sekvenci, jeZ vyka-
zuje alesponl 50 % homologii s aminokyselino-
vou sekvenci YRKLVCYYTSWSQY-
EEGSGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND
/SEQ@ ID NO:1/ jsou rovnéZz vhodné pro vy-
vplan{ artritidy u zvifat, s vyhodou u mysi.
Farmaceutické prostfedky, obsahuji uvedeny
autoantigen a/nebo uvedené artritogenni pro-
teiny, zplisob diagnostiky na urceni autore-
aktivnich bunék T v testovaném vzorku a
testovaci soupravy pro pouZiti v uvedeném
zptusobu diagnostiky.
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Protein a farmaceuticky prostredek s jeho obsahem

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka nového autoantigenu a jemu
pfibuznych proteind, jejich pouziti v lécbé chronické destrukce
kloubni chrupavky pfi autoimunitnich onemocnénich, farmaceutickych
prostfedki obsahujicich uvedeny autoantigen a/nebo  proteiny,
zpusobu diagnostiky pro uréeni autoreaktivnich bunék T v testovaném

vzorku a testovaci soupravy pro uvedenou diagnostickou metodu.

Dosavadni stav techniky

Imunitni systém je zalozen na schopnosti rozliSit mezi cizimi
antigeny  (,non-self* antigeny) a autoantigeny (,self* antigeny,
odvozené z vlastniho organismu), jiz je dosazeno vytvorenim

tolerance vuci autoantigenim.

Imunitni systém chrani jedince pred cizimi antigeny a na
setkani s cizim antigenem odpovida tim, Ze aktivuje specifické buriky,
jako jsou lymfocyty T a B, a produkuje rozpusthé faktory jako
interleukiny, protilatky a komplementovy systém. Antigen, vicéi némuz
imunitni systém reaguje, je degradovan bunkami presentujicimi
antigen (APCs, antigen presenting cells) afragment antigenu je
exprimovan na bunééném povrchu v kombinaci s glykoproteiny
hlavniho histokompatibilitniho komplexu (MHC) Il. tfidy. Komplex
glykoprotein MHC - fragment antigenu je predkladan bunce T, ktera
prostrednictvim svého T receptoru rozpozna fragment antigenu
spoleéné s proteinem MHC Il.tfidy, s nimZ je svazan. Burka T je
aktivovana, tzn. proliferuje a/nebo produkuje interleukiny, coz vede
k expansi  aktivovanych lymfocytd namifenych proti danému
antigenu (Grey et al., Sci.Am., 261: 38-46,1989).
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Vlastni antigeny jsou rovnéz prﬁbéir;é degradovany a jako
fragmenty antigenu vazané na glykoproteinech MHC predkladany
bunkam T (Jardetsky et al.,, Nature 353:326-329,1991). Sebe
rozpoznavani je tedy vlastni imunitnimu systému. Za normalnich
okolnosti je imunitni systém tolerantni vi¢i svym vlastnim antigentm

a k aktivaci imunitni odpovédi témito autoantigeny nedochazi.

PFi ztraté tolerance vUéi viastnim antigenim je imunitni systém
aktivovan proti jednomu nebo vice vlastnim antigenim, coz vede
k aktivaci autoreaktivnch bunék T a k produkci autoprotilatek.
Tento jev se nazyva autoimunita. Jelikoz imunitni odpovéd je obecné
vzato destruktivni, tzn. ma za akol znicit cizi ahtigen, ktery vnikl do
organismu, mUlzZe autoimunitni odpovéd zpusobit destrukci viastni
tkane.

Role bunék T v autoimunitnich chorobach byla prokazana
nékolika studiemi. U mysi je experimentalni autoimunitni
encefalomyelitida (EAE) zprostfedkovana velmi tzkou skupinou bunék
T, maijicich spoleénou specifitu k jedinému epitopu myelinového
basického proteinu (MBP) v komplexu s molekulou MHC Il. tridy.
U laboratornich potkant inbredniho kmene Lewis, tj. kmene s velkou
nachylnosti k rGznym autoimunitnim chorobam, bylo prokazano, ze
choroba je zprostiedkovana burikami T. U lidi se rovnéz predpoklada,
Ze autoimunitni choroby souviseji se vznikem autoagresivnich bunék
T.

Na autoimunitni destruktivni odpovéd se usuzuje u riznych
chorob jako je napf. revmatoidni artritida (RA), pri které dochazi
k posSkozeni kloubni chrupavky chronickym zanétlivym procesem
zpUsobenym pritomnosti velkého poctu aktivovanych lymfocytd
a bunék exprimujicich MHC |l. tfidy. Pouha pfitomnost chrupavky se
zda byt postacujici k udrzeni lokalni zanétlivé reakce: bylo prokazano,
Ze poskozeni chrupavky pfi RA souvisi s aktivitou autoreaktivnich

bunék T namifenych proti chrupavce (Sigall et al., Clin.Exp.Rheumat.
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6:59, 1988; Glant et al., Biochem.Sé’c.Trans. 18:796, 1990; Burmester
et al., Rheumatoid arthritis, Smolen, Kalden, Maini (Eds) Springer-
Veriag, Berlin, Heidelberg, 1992). Kromé toho, chirurgické
odstranéni chrupavky vedlo u pacienti s RA k potlaceni zanétlivého
procesu (G.S.Panayi et al., Clin.Exp.Rheumatol. 11 (suppl.8):S1-S8,
1993). Bilkoviny chrupavky jsou proto povazovany za cilové
autoantigeny,  schopné stimulovat bunky T.  Aktivace téchto
autoreaktivnich bunék T  vede ke vzniku autoimunitni choroby.
Autoantigenni komponenty, které hraji roli pfi nastartovani revmatoidni

artritidy vSak dosud ztstavaji neznamé.

Zanétliva odpovéd vedouci k destrukci chrupavky mize byt
léCena nékolika typy Iéciv jako jsou naprfiklad steroidni
antirevmatika.. Tyto léky vSak Casto plsobi jako imunosupresiva,
ktera jsou nespecificka a maji toxické vedlejsi GCinky. Vzhledem

k nespecifické imunosupresi neni tato terapie prilis vyhodna.

Lakavou alternativu k nespecifické imunosupresi predstavuje
netoxicka, k antigenu specifickd, imunosupresivni terapie. Tato
terapie specifickd vuci antigenu spociva v tom, Ze pacientim je
podavan cilovy autoantigen nebo antigeny majici aminokyselinovou
sekvenci, jez vykazuje sekvenéni homologii s aminokyselinovou
sekvenci cilového autoantigenu, nebo syntetické peptidy odvozené
z uvedeného autoantigenu nebo uvedeného antigenu. Tyto syntetické
peptidy odpovidaji epitopim, viéi nimz jsou namifeny bufiky T,
a mohou byt pouzity k indukci specifické T-bunécéné tolerance jak
vici sobé samym, tak vGCi autoantigenu. Ackoliv se mulze zdat
paradoxni desenzibilizovat imunitni systém pravé tim antigenem,
ktery je zodpovédny za aktivaci imunitniho systému, regulované
podavani cilového (auto)antigenu muze byt velmi Géinnym pfi
desenzibilizaci imunitniho  systému. Desenzibilizace nebo
imunologicka tolerance imunitniho systému je zaloZena na davno

pozorovaném jevu, Ze zvifata, ktera byla krmena nebo inhalovala
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antigen nebo jeho epitop byla méné schopna vytvorit systémovou
imunitni odpovéd vici uvedenému antigenu nebo epitopu, kdyZ jim
byl nasledné uvedeny antigen nebo epitop podan standardnim

zpUsobem.

Pro ucinné vyuziti tolerancni terapie na lécbu destrukce
chrupavky zprostredkované bunkami T je velmi Zadouci urcit
zodpovédny autoantigen nebo antigeny majici aminokyselinovou
sekvenci, jez vykazuje sekvencni homologii s aminokyselinovou
sekvenci cilového autoantigenu, aby bylo mozné desenzibilizovat
pacienty proti autoantigenu, ktery aktivuje bunky T zodpovédné za
zanétlivy proces.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu je poskytnout autoantigen a proteiny
majici aminokyselinovou sekvenci, ktera vykazuje  dostatecnou
homologii s aminokyselinovou sekvenci autoantigenu, pricemz
uvedeny autoantigen a/nebo protein je vhodny k indukci specifické
T-bunécné tolerance vici antigenu chrupavky a je u pacientu trpicich
destrukci chrupavky zprostredkovanou burfkami T zodpovédny za
tento stav. DalSim predmétem vynalezu je poskytnout zvifeci modely
artritidy, které by byly vhodné pro systematické testovani novych
|IékG pro potladeni symptomi artritidy. Dal§im cilem vynalezu je
poskytnout zplusob detekce autoreaktivnich bunék T, které se
ucastni destrukce kloubni chrupavky a testovaci soupravy k pouZiti
pfi uvedeném zpUsobu detekce.

U pacientll trpicich RA bylo pfekvapivé zji§téno, ze lidsky
chrupavkovy glykoprotein 39 (dale zde oznacovany jako HC gp-39)
je cilovym autoantigenem, ktery aktivuje specifické buriky T, atim
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zplsobuje ¢i se podili na zanétlivém procesu. Artritogenni potencial
HC gp-39 byl potvrzen u mysi kmene Balb/c. Jedina podkozni
injekce uvedeného proteinu byla umysi Balb/c schopna vyvolat
artritické priznaky. Prubéh onemocnéni vyvolaného HC gp-39
proteinem se vyznacoval pravideinymi relapsy na prednich a/nebo
zadnich tlapkach, a postupnym prechodem od mirné artritidy do
tézsi formy. Rovnéz bylo pozorovano symetrické postiZzeni kloubu,
coz spolu s opakovanymi relapsy atvorbou noduli pfipomina
progresi choroby pfi artritidé, zejména RA.

swr

Jesté prekvapivéjsi byl nalez, ze podavani HC gp-39 vedlo k
imunologické toleranci, a co je jesté dulezitéjsi, ze doslo k oddaleni
a/nebo potlaceni rozvoje artritidy.

Dale bylo prekvapivé zjisténo, ze proteiny = obsahujici
aminokyselinovou sekvenci, jeZz vykazuje alespon 50% homologii
s aminokyselinovou sekvenci HC gp-39 jsou schopné po injikovani do
zvirat vyvolat artritidu. Obzviasté proteiny obsahujici
aminokyselinovou sekvenci, ktera vykazuje alespon 50% homologii
s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHII'YSFANISND (SEQ ID
NO: 1) byly schopné indukovat ve zvifatech artritidu stejnym
zpusobem, jak bylo popsano pro HC gp-39.

Tyto artritogenni proteiny s vyhodou obsahuji aminokyselinovou
sekvenci, ktera vykazuje alespon 70%, vyhodnéji 80%, jesté vyhodnéji
90% homologii s aminokyselinovou sekvenci proteinu HC gp-39,
obzviaste s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHII'YSFANISND (SEQ ID
NO: 1).

Procento sekvenéni homologie mezi artritogennimi proteiny
podle vynalezu a aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1 se
stanovuje pomoci programl obecné uzivanych pro srovnavani
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sekvenci, napr. . FASTA (W.R. Pearson aD.J. Lipman,
Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 85,2444-2448,1988).

Vhodné artritogenni proteiny podle vynalezu jsou napf. praseci
heparin-vazebny 38kDa protein, hovézi syrovatkovy 39kDa protein,
lidsky YKL-39 protein, my$i 39kDa protein regredujici mléénou zlazu
(brp39, breast regressing protein), lidsky ovidukt-specificky
glykoprotein, mys$i ovidukt-specificky glykoprotein, krecci ovidukt-
specificky glykoprotein, hovézi ovidukt-specificky glykoprotein,
prekursor lidské chitotriosidasy a prekursor mySiho sekrecniho
proteinu YM-1. Artritogenni  proteiny podle vynalezu jsou velmi
vhodné Kk indukci systémové tolerance imunitniho systému vuci
homolognim autoantigenim a mohou byt pouzity k oddaleni a/nebo

potlaéeni rozvoje artritidy u savcu.

HC gp-39 je pfitomen v séru jak pacientd, tak zdravych
dospélych jedincu, pfiéemz koncentrace proteinu je asi dvakrat vyssi
u pacientl nez u zdravych dospélych. Mimoto se mRNA kddujici HC
gp-39 protein vyskytuje v synovialnich vzorcich nebo v chrupavce
pacientt trpicich RA, zatimco chrupavka ziskana pfi chirurgickych
zakrocich od zdravych dospélych jedincli neobsahuje vyznamné
mnozstvi této mRNA. Pfi kultivaci kloubnich chondrocyt
a synovialnich bunék se jako hlavni sekrec¢ni produkt nachazi HC gp-
39 (Hakala et al., J Biol.Chem. 268 (34):25803,1993). Artritogenni
povaha HC gp-39 nebyla ani popsana, ani zminéna v publikaci

Hakala et al., ani v zadné jiné praci.

Byly popsany proteiny, jejichz aminokyselinova sekvence
vykazuje alesponn 50% homologii s aminokyselinovou sekvenci HC
gp-39, obzvlasté s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1). Shackelton et al. (1995), J Biol.Chem. 270 (22): 13076-13083
popsal praseéi heparin-vazebny 38kDa protein, avSak zadnou funkci

tohoto proteinu nestanovil. lzolaci a charakterizaci hovéziho
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syrovétko\vého 39kDa proteinu popsal J. J. Rejman et al. (1988),
Biochem.Biophys.Res.Comm. 150 (1), 329-334. Mysi 39kDa protein
regredujici mléénou zlazu (brp39) popisuji Morrison a Leder, 1994,
Oncogene 9, 3417. Naklonovani cDNA kdédujici lidsky ovidukt-
specificky glykoprotein a odpovidajici aminokyselinova sekvence jsou
popsany v Arias et al. (1994), Biology of Reproduction 51, 685-694.
Dals§i savcCi ovidukt-specifické glykoproteiny jako jsou mysSi a kifecci
ovidukt-specificky glykoprotein jsou zverejnény v JP-A-07107979,
Kinosei Peptide Kenkyusho KK. Purifikace a molekularni klonovani
hovéziho ovidukt-specifického glykoproteinu je popsana v Y. Senday
et al.,, 1994, Biol. of Reprod. 50, 927-934. Prekursor lidské
chitotriosidasy je secernovan aktivovanymi lidskymi  makrofagy,
a klonovani odpovidajici cDNA a aminokyselinova sekvence jsou
popsany v Boot et al. (1995) J Biol.Chem. 270 (44), 26252-26256.
Aminokyselinova sekvence prekursoru mysiho sekreéniho proteinu
YM-1 byla postoupena do databaze EMBL Data Library, June 1992,
Accession No. M94584 (Chang et al, nepublikovano).
Aminokyselinovou sekvenci lidského chondrocytového proteinu YKL-
39 popsal Hu et al. (1996), J Biol.Chem. 271 (32), 19415-19420.
Zadna z vyse uvedenych publikaci v8ak ani v nejmensim nenaznaéuje
cokoli o artritogenni povaze proteinl podle vynalezu, ani neuvadi
skuteénost, Ze tyto proteiny by mohly byt pouzity v terapii jako
Ié¢ebny prostiedek k indukci specifické T-bunécné tolerance vuci HC
gp-39 u savcu, presnéji u lidi, trpicich destrukci chrupavky
zprostiedkovanou buikami T, jako je napf. artritida, presnéji
revmatoidni artritida.

Podle vynalezu jsou tedy HC gp-39 a proteiny obsahujici
aminokyselinovou sekvenci, jez vykazuje alespon 50% homologii
s aminokyselinovou sekvenci proteinu HC gp-39, obzvlasté s
aminokyselinovou sekvenci
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YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1) velmi vhodné pro terapii, kdy indukuji specifickou T-
bunécnou toleranci vaéi HC gp-39 u pacientli trpicich destrukci
chrupavky zprostredkovanou bunkami T, jako je napr. artritida,
presnéji revmatoidni artritida. Vyndlez se rovnéz tyka fragmentu
proteinu HC gp-39 a artritogennich proteinti podle vynalezu, které
jsou schopné v napadené chrupavce indukovat T-bunécnou toleranci

vaci HC gp-39 autoantigenu.

Diagnostické vyuziti HC gp-39 jako markeru pro RA je popsano
v dokumentech WO 95/01995 a WO 95/02188, avSak artritogenni
povaha HC gp-39 v nich neni ani zverejnéna ani navrzena. Neni
v nich ani zminky ¢éi naznaku ohledné pouziti v predkliadaném
vynalezu uvedeného proteinu HC gp-39 nebo jeho fragmenti nebo
peptidd, vuéi nimZz reaguji bunky T v antigen-specifické terapii
navozujici v napadené chrupavce T-bunécnou toleranci vici HC gp-
39.

Glykoprotein HC gp-39, artritogenni proteiny obsahujici
aminokyselinovou sekvenci, jez vykazuje alespon 50% homologii
s aminokyselinovou  sekvenci HC  gp-39, obzviaste
s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1), afragmenty odvozené z uvedenych artritogennich proteint
podle vynalezu mohou byt pfripraveny pomoci technik rekombinantni
DNA. Ktomuto Ucelu se vilozi do expresniho vektoru nukleova

kyselina kédujici HC gp-39 nebo protein obsahujici
aminokyselinovou sekvenci, jez vykazuje alespon 50% homologii
s aminokyselinovou sekvenci HC gp-39, obzviasté
s aminokyselinovou sekvenci

YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1), nebo fragment odvozeny z proteini podie vynalezu nebo
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multimér uvedeného fragmentu. Vhodné expresni véktory jsou mj.
plasmidy, kosmidy, viry a YACy (Yeast Artificial Chromosome, t;.
kvasinkovy umély chromosom), které obsahuji potfebné kontrolni
oblasti pro replikaci a expresi. Expresni vektor se mlze privést
k expresi v hostitelské burice. Vhodné hostitelské buriky jsou napr.
bakterie, kvasinky a savcCi bunky. Takovéto techniky jsou v oboru
dobfe znamé (manual Sambrook et al., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, 1989).

Témito technikami rekombinantni DNA Ize pripravit
v hostitelské bunce hovézi syrovatkovy protein, jehoz sekvence je

zde zvefejnéna.

Pfedkladany vynalez tedy poskytuje rovnéz izolovanou cDNA,
uvedenou v SEQ ID NO:3, jez kdduje hovézi syrovatkovy protein,
jakoZ i hovézi syrovatkovy protein podle sekvence SEQ ID NO:2. Je
zfejmé, Ze na zakladé faktu plynoucich z predkladaného vynalezu
mohou byt pfipraveny rovnéz fragmenty. Terminem ,fragment* se
oznaduje jakakoli aminokyselinova sekvence, ktera je casti proteinu
a ktera ma spoleéné prvky puvodu, struktury a mechanismu ucinku,
jichz se tyka predkladany vynalez.

Vhodné fragmenty odvozené z artritogennich proteinii podle
vynalezu mohou byt téZ pripraveny metodami znamymi v organické
chemii pro syntézu peptidi. Metody organické chemie pro peptidovou
syntézu zahrnuji spojovani pozadovanych aminokyselin pomoci
kondensaéni reakce, bud v roztoku nebo s pouzitim tzv. pevné faze.
Nejb&znéj§i zpusoby provedeni vySe uvedenych kondensacnich
reakci jsou: metoda karbodiimidova, metoda azidova, metoda uzivajici
smésného anhydridu a metoda uZivajici aktivovanych esterd, jak jsou
popsany v The Peptides, Analysis, Synthesis, Biology Vol. 1-3 (Ed.
Gross, E. A Meienhofer, J.) 1979, 1980, 1981 (Academic Press, Inc.).
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Pfiprava vhodnych fragmenti vySe uvedeného proteinu HC
gp-39 a artritogennich protein( podle vynalezu metodou ,pevné faze*
je popsana napf. v J.Am.Chem.Soc. 85: 2149 (1963) a v Int.J.Peptide
Protein Res. 35: 161-214 (1990).

Obzvlasté vhodna pevna faze je napi. p-alkoxybenzyl
alkoholova pryskyfice (4-hydroxy-metyl-fenoxy-metyl-kopolystyren-1%
divinylbenzen), kterou popsal Wang (1974) J.Am.Chem.Soc. 95:1328.
Po syntéze mohou byt peptidy od takovéhoto nosiCe za mirnych

podminek odstépeny.

Po s-yntéze pozadované aminokyselinové sekvence nasleduje
odstédpeni peptidu z pryskyfice, napf. kyselinou trifluoroctovou
v pfitomnosti akceptort, napf. triisopropyl silanu, anisolu nebo
etandithiolu nebo thioanisolu.

Reaktivni skupiny, které se nemaji Gcastnit kondensacni
reakce je tfeba G&inné chranit skupinami, které mohou byt opét
snadno odstranény hydrolyzou pomoci kyseliny, baze nebo redukci.
Podrobnéjsi rozbor moZnych chranicich skupin lze najit v The
Peptides, Analysis, Synthesis, Biology Vol. 1-9 (Eds. Gross,
Udenfriend a Meienhofer) 1979 - 1987 (Academic Press, Inc.).
Chranici skupiny mohou byt odstépeny ruznymi obvyklymi metodami
v zavislosti na povaze konkrétni skupiny, napf. pomoci kyseliny

trifluoroctové nebo mirnou redukci, napf. vodikem v pritomnosti

- katalyzatoru, napf. paladia, nebo pomoci HBr v ledové kyseliné

octové.

Prestoze se desenzibilizace imunitniho systému presné tymz
antigenem, ktery je za jeho aktivaci zodpovédny mize zdat paradoxni,
je tento postup zaloZen na dlouho znamem (kazu, Ze zvirata, ktera
byla krmena nebo ktera vdechla antigen nebo jeho epitop byla méné
schopna vytvofit systémovou imunitni odpovéd viéi uvedenému
antigenu nebo epitopu, kdyz jim byl nasledné uvedeny antigen nebo

epitop injikovan standardnim zpisobem. TakzZe regulované podavani
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HC gp-39 a/nebo proteinii obsahujicich aminokyselinovou sekvenci,
jez vykazuje alespon 50% homologii s aminokyselinovou sekvenci HC
gp-39, obzvlasté s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1) maze uéinné desenzibilizovat imunitni systém. Fragmenty
proteind podle vynalezu, jez jsou schopné desenzibilizovat pacienty
vuéi HC gp-39 jsou rovnéz soucasti vynalezu.

Pacienti, jejichz chrupavka je napadana autoreaktivnimi
bufikami T, mohou byt podle vynalezu léceni farmaceutickym
prostredkem obsahujicim HC gp-39, jeden nebo vice proteind
obsahujicich aminokyselinovou sekvenci, jez vykazuje alespon 50%
homologii s aminokyselinovou sekvenci HC gp-39, obzviasté
s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1) nebo jeden nebo vice fragment odvozenych z proteinu podle
vynalezu, a farmaceuticky prijatelny nosi¢, aby se specifické
autoreaktivni buriky T téchto pacientd staly tolerantnimi vaci HC
gp-39 v napadené chrupavce a doslo ke snizeni zanétlivé odpovédi.

Proteiny pouzitelné pro farmaceuticky prostredek podle
vynalezu jsou proteiny obsahujici aminokyselinovou sekvenci, jez
vykazuje alespon  70%, svyhodou 80%, jesté vyhodnéji 90%
homologii s aminokyselinovou sekvenci HC gp-39, obzviasté
s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1).

Proteiny velmi vhodné na pouziti do farmaceutického prostredku
podle vynalezu jsou napf. praseci heparin-vazebny 38kDa protein,
hovézi syrovatkovy 39kDa protein, mysi 39kDa protein regredujici
mléénou Zlazu (brp39), mysi ovidukt-specificky glykoprotein, krecci
ovidukt-specificky glykoprotein, hovézi ovidukt-specificky
glykoprotein, lidsky YKL-39, lidsky ovidukt-specificky glykoprotein,
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prekufSor lidské chitotriosidasy a prekursor mysiho sekrecniho
proteinu YM-1.

Velmi vhodné pro pouziti jako farmaceuticky prostredek podle
vynalezu jsou rovnéz DNA (expresni) vektory obsahujici DNA, ktera
kéduje HC gp-39 nebo protein obsahujici aminokyselinovou sekvenci,
jez vykazuje alespon 50% homologii s aminokyselinovou sekvenci HC
gp-39, obzvlaste s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1), nebo jeden nebo vice fragmenti odvozenych z proteinu
podie vynalezu. Po vneseni muze DNA (expresni) vektor
exprimovat rekombinantni HC gp-39 nebo protein obsahujici
aminokyselinovou sekvenci, jez vykazuje alespoin 50% homologii
s aminokyselinovou sekvenci HC gp-39, obzvlasté s aminokyselinovou
sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1), nebo fragmenty podle vynalezu v hladiné, ktera je podobna
hladiné, jez by byla dosazena pfimym podanim farmaceutického
prostredku obsahujiciho HC gp-39 protein nebo peptidy.

Autoantigen HC gp-39, artritogenni proteiny obsahujici
aminokyselinovou sekvenci, jeZz vykazuje alespon 50% homologii
s aminokyselinovou sekvenci HC gp-39, obzviaste
s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1) afragmenty odvozené z uvedenych artritogennich protein
podle vynalezu jsou vyhodné v tom, Ze narozdil od nespecifického
supresivniho ucinku steroidnich imunosupresiv, maji specificky
tolerizujici Géinek na autoreaktivni bunky T, zatimco ostatni slozky
imunitniho systému ponechavaji intaktni. Lécba autoantigenem
nebo proteiny obsahujicimi aminokyselinovou sekvenci, jez vykazuje
alesponn 50% homologii s aminokyselinovou sekvenci HC gp-39,

obzviaste s aminokyselinovou sekvenci
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YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIHYSFANISND k’SEQ ID
NO: 1), nebo fragmenty podle vynalezu bude bezpeéna, bez tdxick)’/ch
vedlejsich Géinkd.

Tolerance muze byt dosazeno podavanim vysokych nebo
nizkych davek autoantigenu nebo proteini podle vynalezu. Mnozstvi
autoantigenu nebo proteinu bude zavislé na zpUsobu a délce aplikace,
véku pacienta, jakoZ ina jeho vSeobecném zdravotnim stavu
a vyzive.

Obeqné mohou byt pouzity davky 0,01 az 1000 g, s vyhodou
0,5 az 500 pg, jesté vyhodnéji 0,1 aZ 100 pg proteinu na kg télesné
vahy.

Farmaceuticky pfijateiné nosice jsou dobfe znamé pracovnikim
v oboru a zahrnuji napfiklad sterilni fyziologicky roztok, laktosu,
sacharosu, fosforeénan vapenaty, Zzelatinu, dextrin, agar, pektin,
podzemnicovy olej, olivovy olej, sezamovy olej a vodu. DalSi nosice,
napriklad molekuly MHC ILtfidy, mohou byt, je-li to Zadouci,

zabudované v liposomech.

Farmaceuticky prostfedek podle vynalezu mulze navic
obsahovat jedno nebo vice adjuvans. Vhodna adjuvans zahrnuji mimo
jiné  hydroxid hlinity, fosforecnan hlinity, amfigen, tokofenoly,
monofosfenyl lipid A, muramyl dipeptid a saponiny jako je Quill A.

Mnozstvi adjuvans zavisi na viastnostech samotného adjuvans.

Mimoto muze farmaceuticky prostfedek podle vynalezu
obsahovat jeden nebo vice stabilizatorG jako jsou napfiklad
karbohydraty vé. sorbitolu, manitolu, Skrobu, sacharodextrinu
a glukosy, proteiny jako jsou albumin nebo kasein a pufry, napf.
fosfatové.

Vhodné zpusoby aplikace jsou nitrosvalové injekce, podkozni
injekce, nitrozilni injekce nebo intraperitonealni injekce, oralni a
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intranazalni podavani. Oralni a intranazalni podavani je preferovanym

zpusobem aplikace.

HC gp-39, jakoz i proteiny obsahujici aminokyselinovou
sekvenci, jez vykazuje alespon 50% homologii s aminokyselinovou
sekvenci HC gp-39, obzvlasté s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1), mohou byt diky svym artritogennim vlastnostem pouzity na
vyvolani klinické artritidy u zvifat. Po podani malych mnozstvi HC
gp-39 nebo jednoho nebo vice proteind  obsahujicich
aminokyselinovou sekvenci, jez vykazuje alesponn 50% homologii
s aminokyselinovou sekvenci HC gp-39, obzviasté
s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1) nebo jednoho nebo vice fragmentd proteind podle vynalezu se
u uvedenych zvifat objevi artritické pfiznaky vedouci k obrazu
choroby, ktery pfipomina progresi choroby u artritidy, zejména
revmatoidni artritidy. Kdyz byly mySi kmene Balb/c injikovany
podkozné proteinem HC gp-39 nebo proteinem obsahujicim
aminokyselinovou sekvenci, jez vykazuje alespon 50% homologii s
aminokyselinovou sekvenci HC gp-39, obzvlasté s aminokyselinovou
sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHII'YSFANISND (SEQ ID
NO: 1) objevily se u zvifat artritické priznaky. Pribéh choroby
vyvolané proteinem HC gp-39, jakoz ichoroby indukované
proteinem obsahujicim aminokyselinovou sekvenci, jez vykazuje
alespori 50% homologii s aminokyselinovou sekvenci HC gp-39,
obzvlaste s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1) se vyznadoval pravidelné opakovanymi relapsy v prednich
a/nebo zadnich tlapkach a postupnym rozvojem artritidy od mirné do
téz3i formy. Rovnéz bylo pozorovano symetrické postizeni kloubd ,




coz spolu s pozorovanymi relapsy a tvorbou nodulld pfipomina

progresi choroby pfi artritidé, zejména RA.

Tato postizena zvirata tedy poskytuji vhodny zvireci model pro

studium mechanismu vzniku a postupného rozvoje artritidy. Navic

5 mohou takto postizena zvirata slouzit pfi vyhledavani novych Iéka

na artritidu a studiu jejich acinku. Jako zvifeci model artritidy, zejména
revmatoidni artritidy jsou s vyhodou pouzivany mysi.

K vyvolani artritidy u uvedenych zvirat jim musi byt podano

vhodné mnozstvi HC gp-39 nebo jednoho nebo vice proteini podle

10 vynalezu. Vhodna mnozstvi jsou 0,1 -1000ug, s vyvhodou 1 - 100ug,
jesté vyhodnéji 10 - 50ug na kg télesné vahy. Mnozstvi HC gp-39
nebo proteinu obsahujicich aminokyselinovou sekvenci, jez vykazuje
alespon 50% homologii s aminokyselinovou sekvenci HC gp-39,
obzvlaste s aminokyselinovou sekvenci

15 YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1) nebo jejich fragmenti bude zaviset na zpGsobu a délce
aplikace a na typu pouzitého zvifete. Vhodné zpusoby aplikace jsou
shodné s jiz drive uvedenymi. HC gp-39 protein nebo proteiny
obsahujici aminokyselinovou sekvenci, jez vykazuje alespon 50%

2o homologii s aminokyselinovou sekvenci HC gp-39, obzvlasté s
aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1), nebo peptidy podle vynalezu mohou k vyvolani artritidy
obsahovat jeden nebo vice stabilizatori nebo adjuvans, jak jiz bylo

25 uvedeno.

HC gp-39, proteiny obsahujici aminokyselinovou sekvenci, jez
vykazuje alesponn 50% homologii s aminokyselinovou sekvenci HC
gp-39, obzvlaste s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID

30 NO: 1), nebo jejich fragmenty podle vynalezu jsou rovnéz velmi

vhodné pro vyuziti v diagnostice na urceni pritomnosti aktivovanych
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autoreaktivnich bunék T zddastnénych v chronickém zanétu kloubni
chrupavky.

Zpusob diagnostiky podle vynalezu zahrnuje nasledujici kroky:

a) izolace mononuklearnich bunék periferni krve (PBMC)
ze vzorku odebrané krve,

b) kultivace uvedenych PBMC za vhodnych podminek,

c) inkubace uvedené kultury PMBC v pritomnosti autoantigenu
nebo proteinl podle vynalezu a jejich fragmentd, a

d) detekce odpovédi bunék T, napfiklad proliferaéni odpovédi,
jez indikuje pritomnost aktivovanych autoreaktivhich bunék T
u testované osoby.

Pri detekci odpovédi mérenim proliferacni ~ odpovédi
autoreaktivnich bunék T je mirou proliferace inkorporace radioizotopu
jako je napfiklad °H-thymidin. Odpovéd autoreaktivnich bunék T
pritomnych v PBMC muZe byt téZ urCena stanovenim uvolnéného
cytokinu pomoci cytokin - specifického testu ELISA nebo stanovenim
cytotoxicity pomoci testu na uvolnéni *'Cr. Dal$i detekéni metodou je
stanoveni exprese markerd aktivace, napr. receptoru IL-2R, pomoci
FACS analyzy. Diagnosticky prostfedek obsahujici jeden nebo vice
peptidi podle vynalezu a vhodné detekéni cinidlo je tedy soucasti
vynalezu. V zavislosti na typu detekce muze detekénim Cinidlem byt
radioizotop, enzym nebo protilatky specifické pro bunééné povrchové
nebo aktivacni markery.

Vynalez rovnéz zahrnuje testovaci soupravy, které obsahuiji
jeden nebo vice peptidi podle vynalezu. Tyto soupravy jsou vhodné
pro pouziti pfi zpGsobu diagnostiky podle vynalezu.

Predkladany vyndlez tak poskytuje zpusob jak urcit, zda
pacienti trpici destrukci chrupavky zprostredkovanou bunkami T, jako

napf. artritidou, obzvlasté revmatoidni artritidou, maji pfitomny
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autoagresivni burky T reaktivni vaéi proteinu HC gp-39. Jsou-li tyto
HC gp-39 - specifické bunky T pfitomny, Ize oddalit nebo potlacit
progresi artritidy tolerizaci téchto bunék T pomoci farmaceutického
prostiedku, ktery obsahuje HC gp-39 nebo jeden ¢&i vice artritogennich
proteini  obsahujicich aminokyselinovou sekvenci, jez vykazuje
alesponn 50% homologii s aminokyselinovou sekvenci HC gp-39,
obzvlasté s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1), nebo peptidy podle predkladaného vynalezu, nebo néjakou
jejich kombinaci.

Prehled obrazku na vykresech

Obrazek 1: Zacatek a progrese artritidy u mysi kmene Balb/c
tolerizovanych  a netolerizovanych proteinem HC gp-39. AS =
celkové artritické skore postizenych zvirat na den po senzibilizaci. N

= pocet postizenych zvirat na den po senzibilizaci.

Obrazek 2: Zacatek a progrese artritidy u mysi kmene Balb/c
po podani 0,2 ng, 1 ug, 5 ng a 25 ug hovéziho syrovatkového 39
kDa proteinu. Zacatek/progrese je vyjadren jako kumulativni skore

(celkové arthritické skore postizenych zvirat) na den po senzibilizaci

Nasledujici priklady slouzi k ilustraci vynalezu av zadném

pfipadé je nelze chapat jako omezeni rozsahu vynalezu.
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Priklady provedeni vyhélezu

PRIKLAD 1

METODY
Purifikace HC gp-39 z bunécné linie osteosarkomu MG63

Bufiky MG63 (lidsky osteosarkom, ATCC CRL 1427) byly
kultivovany v kultivatorech v bezsérovém médiu DMEM/HAM F12.
Protein HC gp-39 byl vyéistén z bun&éného supernatantu afinitni
chromatografii na heparinu a dale chromatografii na Superdexu 75.
Cistota byla kontrolovana pomoci SDS-PAGE. Kromé toho bylo
stanovenim N-koncové aminokyselinové sekvence potvrzeno, ze
purifikovany protein je identicky s proteinem, ktery popsali Hakala et
al.

Artritogenita HC gp-39 u mysi kmene Balb/c

10 nebo 50 pg purifikovaného HC gp-39 ve 100 ul PBS (0,5M
NaCl, 0,01M pufr fosforeénanu sodného pH 7,5) smichanych
vpoméru 1:1 s nekompletnim Freundovym adjuvans (IFA) bylo
injikovano podkozné v hrudni oblasti 2 x 4 samic mysi kmene Baib/c
(Harlan CPB, Zeist, Holandsko), zatimco 4 kontroly byly injikovany
roztokem PBS (1:1 v IFA). U my$i byly denné vysetfovany klinické
pfiznaky artritidy. ZavaZnost artritidy byla hodnocena skérem pro
kazdou tlapku podle stupnice 0 - 3 (viz ¢lanek Glant et al.). Struéné,
hodnota skére 0 = zadné zmény, skére 1 = zarudnuti a zdufeni, skére
2 = zdufeni a vyskyt deformit, skére 3 = nepohyblivost zpisobena
ztratou schopnosti ohybu a natazeni.

Navozeni tolerance intranazalni aplikaci HC gp-39

28 pg proteinu bylo aplikovano intranazainé (2 x 10 pl) 10

samicim mysi kmene Balb/c (lehce znecitlivénym preparatem
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Enflurance) pomoci mikrotrubiéky PT45 a injekeni strikacky Hamilton.
Antigen byl podavan 15., 10., a 5. den pred indukci artritidy.
Kontrolni mys$i (n = 10) byly podrobeny stejné procedure, ale byl jim

podavan pouze nosié (PBS) (Tabulka 1).

Imunologicka tolerance  byla hodnocena  stanovenim
precitlivélosti oddaleného typu (DTH, delayed type hypersensitivity),
ktera nasledovala po senzibilizaci v den 0, jak je popsano vySe, pfi
pouziti 10 pug proteinu. Senzibilizaci v den 0 nasledovala 8.den
vyzevna davka (challenge) ve formé injekce 10 ug HC gp-39 v objemu
50 pl do levé zadni tlapky. DTH reakce byly méfeny jako zvétSeni
tlapky ([zduFeni levé (mm x 10 ) - zdufeni pravé (mm x 107)] /
zdufeni pravé (mm x 102 )) x 100%. Zdufeni tlapky bylo méfeno
pomoci mikrometru viastni konstrukce v Casovém odstupu 0, 24 a 48

hodin po vyzevné davce.

Tolerance k vyvolani artritidy u tychz mysi byla dale
monitorovana az do 31.dne po senzibilizaci a u mySi byly denné
vySetfovany klinické pfiznaky. Zavaznost artritidy byla hodnocena

jak uvedeno vyse.
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Tabulka 1. Tolerizaéni schéma.

DEN tolerizace vaci HC gp-39 bez tolerizace
-15 28ugHC gp-39 intranazalné PBS
-10 28ugHC gp-39 intranazalné PBS
-5 28ugHC gp-39 intranazalné PBS
0 10ugHC gp-39 subkutanné 10ugHC gp-39 subkutanné
8 10ugHC gp-39 do tlapky 10ugHC gp-39 do tiapky
9 24 hodin DTH 24 hodin DTH
10 48 hodin DTH 48 hodin DTH
0-31 hodnoceni priznaku artritidy hodnoceni pfiznakt artritidy

DTH =precitlivélost oddéleného typu, PBS = 0,5M NaCl, 0,01M pufr
fosforecnanu sodného pH 7,5

VYSLEDKY
Artritogenita HC gp-39

Po jedné injekci 50 pg HC gp-39 smichaného s IFA se u vSech
my$i postupné vyvinula té2ka artritida (Tabulka 2). Prvni pfiznaky
artritidy se objevily 15 aZ 20 dnl po senzibilizaci v pfednich tlapkach
u 3 ze 4 zvirat. U mysSi, kterd v pfednich tlapkdch neméla zadny
nalez, se artritida projevila v zadnich tlapkach do 34. dne po
senzibilizaci. Pribéh choroby  vyvolané proteinem HC gp-39 se
vyznaéoval pravidelnymi relapsy v prednich nebo zadnich tlapkach
a mirna artritida se postupné vyvinula v tézsi formu (progrese choroby

byla sledovana po dobu 62 dnd). Velmi €asto (vic nez v 50%) byla
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‘pozorovana symetrie v postizeni kloubd, tzn., Ze pfiznaky artritidy se

objevily soucasné v obou prednich tlapkach nebo v obou zadnich
tlapkach.

Vyvolani artritidy bylo podobné docileno pri pouziti 10 pg
namisto 50 pg HC gp-39 smichaného s IFA. Hodnoty (skére)
artritickych pfiznakQ vSak byly ponékud nizs§i (data neukazana). U tfi
ze Ctyf mysSi se vyvinula tézka artritida. U jedné mysi byly po dobu
trvani experimentu pozorovany pouze mirné pfiznaky. Kontrolni mysi
nevykazaly po celou dobu trvani experimentu zadné priznaky artritidy.

\Y so.uhrnu, jak 10pg tak 50ug proteinu postacovalo na vyvolani
progresivni artritidy u mysi kmene Balb/c. Artritida vyvolana
proteinem HC gp-39 pfipomina svoji chronickou povahou, vyznacujici
se opakovanymi relapsy, spolecné se symetrickym postizenim kloubdq,

progresi choroby pfi revmatoidni artritidé (RA).

Tabulka 2.
senzibilizovanych HC gp-39.

Vznik a progrese artritidy u mySi kmene Balb/c

Senzibilizace (n=4) | nastup artritidy (den) priznaky artritidy

FP HP zidné | mirné | tézké
PBS kontroly - - 4 0 0
10 pg HC gp-39 |-, 13, 15, 57| 32,34,36,43 0 1 3
50 pg HC gp-39 | 13,15,15,48 | 29,34,34,53 0 0 4

FP=predni tlapka. HP= zadni tlapka. Prfiznaky artritidy: Zadné: skére=0, mirné:

skére na zvire neprevy$uje 2, tézké: skére na zvire2> 3.




Imunologicka tolerance méfena DTH testem

Kontrolni mysi injikované proteinem HC gp-39 vden O
vykazovaly silnou, antigen-specifickou DTH odpovéd, coz naznaduje,
3e senzibilizaci byla vyvolana bunééna imunitni odpovéd  vagi

5 HC gp-39 (Tabulka 3). Intranazalni podani HC gp-39 vSak zcela
zruSilo tuto DTH odpovéd na vyzvu autoantigenem, &imz bylo
prokazano, ze HC gp-39-specifické buiky T byly = vskutku
tolerizovany.

Pozoruhodné je, ze u 4 z 10 zvifat netolerizované skupiny se

10 vyvinula airtritida v kotniku sousedicim s mistem, kam byla
aplikovana injekce vyzevné davky. Naopak, u mys$i z tolerizované
skupiny  se artritida v kloubech sousedicich s mistem vpichu
nevyvinula, coz naznaduje, Ze imunologicka tolerance viéi HC gp-39

vede K ochrané pred vznikem artritidy.

15

Tabulka 3. DTH odpovédi na HC gp-39 po tolerizaci nazéini aplikaci

osetreni stfedni % zdufeni artriticky kotnik

0 hod |24 hod | 48 hod

kontroly (n=10) -1,3 31,4 38,6 4/10

tolerizované (n=9) | -0,05| 3,7 1,5 0/9

Tolerance vuéi vyvolani nebo progresi artritidy

20 U mysi kmene Balb/c, tolerizovanych proteinem HC gp-39

a netolerizovanych kontrol, byl sledovan vznik a progrese artritidy.

U vSech my$i kontrolni (netolerizované) skupiny byl po
senzibilizaci proteinem HC gp-39 zaznamenan pocatek choroby
(Tabulka 4). U sedmi mySi se postupné vyvinula tézka artritida,
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zatimco u tfi mysi se projevily jen mirné priznaky (nejvyssi skore 2).
Naproti tomu pét mysi ze skupiny tolerizované proteinem HC gp-39
bylo po celou dobu experimentu ochranéno pfed chorobou. Kromé
toho, u dvou zvifat z tolerizované skupiny se po kratka ¢asova obdobi
projevily jen mirné pfiznaky. U tfi zvifat se vyvinula tézsi artritida

s hodnotou skore 4.

Je zajimavé, Ze u tolerizovanych zvifat byl nastup artritidy
oddalen jak v zadnich tak v pfednich tlapkach, a to minimainé o 7-9
dnd (Obrazek 1). Prestoze v tolerizované skupiné bylo méné
postizenych zvifat, artritické skére na zvife pro predni tlapky bylo
srovnatelné s hodnotami nalezenymi u netolerizovanych zvirat.
Artritické skore na zvife pro zadni tlapky vSak bylo u tolerizovanych
zvirat ponékud nizsi (Obrazek 1).

Tabulka 4. Vznik a progrese artritidy uHC gp-39 - tolerizovanych
a netolerizovanych mys$i kmene Balb/c.

zvirata nastup artritidy priznaky artritidy
(den)
zadné mirné tézkeé
kontroly (n=10) 13 -16 0 3 7
tolerizované (n=10) 23 - 24 5 2 3

Néstup artritidy: vyskyt prvnich pfiznaki - nejvy$$i pocet postiZenych
zvitat. Pfiznaky artritidy: 24dné: skére = 0, mirné: skére na zvife

nepfevy$uje 2, téZké: skdre na zvife je 24.

VySe uvedené experimenty prokazuji artritogenni uc¢inek HC
gp-39 u mys$i kmene Balb/c. Pribéh choroby vyvolané HC gp-39
proteinem se vyznacoval pravidelnymi relapsy v pfednich a/nebo
zadnich tlapkach a mirna artritida postupné prechazela do tézsi formy.
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Rovnéz bylo pozorovano s&(metrické postizeni kloubl, coZz spolu
s opakovanymi relapsy | pfipomina progresi onemocnéni pfi
revmatoidni artritidé. Vyrazné artritogenni  vlastnosti proteinu HC
gp-39 byly patrné po jediné podkozni injekci 10 nebo 50 ug
proteinu, ktera vyvolala pfiznaky artritidy uvSech zvifat. Ze
senzibilizace proteinem HC gp-39 skutecné zpusobi aktivaci HC
gp-39 - specifickych bunék T bylo prokdzano navozenim HC gp-39 -
specifickych DTH odpovédi. Tyto vysledky byly dale potvrzeny
prikazem HC gp-39- specifickych in vitro proliferaénich odpovédi
u zvirat, jez byla imunizovana proteinem HC gp-39 do tlapky (data
neukazana). Je dllezité, ze u netolerizovanych zvifat se vyvinula
artritida v kotniku sousedicim s mistem injekce, coz skuteéné svédci
o Gcasti HC gp-39-specifickych bunék T v indukci artritidy.

Intranazalni podani peptidového antigenu se pouziva k navozeni
antigen-specifické imunitni tolerance. Pokusy ukazaly, Ze intranazalni
aplikace HC gp-39 vede k imunologické neodpovidavosti. DTH
odpovéd nasledujici po desenzibilizaci byla GpIné zruSena u HC gp-
39-tolerizovanych mys$i, zatimco kontrolni mysi vykazaly antigen-
specifické zdufeni. Tato pozorovani naznacuji, ze podani HC gp-39

vede k periferni imunitni toleranci.

Ve skupiné netolerizovanych zvifat byly DTH odpovédi u Ctyr
my$i z deseti provazeny artritidou v kotniku (sousedicim s mistem
injekce vyzevné davky). Naproti tomu kotniky HC gp-39-tolerizovanych
zvifat byly plné chranéné, coz svédci o tom, Ze autoreaktivni buriky
T byly Géinné umléeny. Predstava, ze tolerizace proteinem HC gp-39
chrani pfed rozvinutim choroby byla dale podporena zjisténim, ze 5z
10 zvifat v tolerizované skupiné bylo zcela ochranéno po celou dobu
trvani experimentu. PfestoZe ostatnich pét zvirat ze skupiny nakonec
vykézalo klinické pfiznaky, nastup artritidy byl znacné oddalen. Lze
tedy udinit zavér, ze HC gp-39-specifické bunky T se acastni

vvvvvv

artritogenniho procesu, a co je dulezitéjSi, Ze tolerizaci téchto T-
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bunék farmaceutickym prostfedkem podle predkladaného vynalezu

Ize oddalit nebo potlacit vznik artritidy.

PRIKLAD 2

METODY

Artritogenita hovéziho syrovatkového 39 kDa proteinu
u mysi kmene Balb/c

0,2, 1, 5 nebo 25 png purifikovaného hovéziho 39 kDa
syrovatkového proteinu v objemu 100 pi (0,5M NaCl, 0,01M pufr
fosforeénanu sodného, pH 7,5) smichanych v poméru 1:1 s
nekompletnim Freundovym adjuvans (IFA) bylo injikovano podkozné
v hrudni oblasti 4 x 10 mysich samic kmene Balb/c (Charles River,
Sulzfeld, Germany), zatimco 10 kontrol bylo injikovano roztokem PBS
(1:1 vIFA). U mys$i byly kazdy druhy den vySetfovany klinické
pfiznaky artritidy. Zavaznost artritidy byla hodnocena skérem pro
kazdou tlapku podle stupnice 0 - 3 (viz ¢lanek Glant et al.). Strucné,
hodnota skére 0 = zadné zmény, skére 1 = zarudnuti a/nebo zdufeni,
skére 2 = silné zdufeni a/nebo vyskyt deformit, skére 3 =
nepohyblivost zpusobena ztratou schopnosti ohybu a natazeni.

Klonovani cDNA hovéziho syrovatkového gp39

Lambda Bluemid(-) cDNA knihovna pfipravena z kravské mlécné zlazy
(jako primery pouzity oligo-dT a randomni oligonukleotidy, na zakazku
zhotovena v Clontech Laboratories Inc.) byla amplifikovana
v hostitelském kmeni XL1 Blue MRF. Vyseti knihovny a pfiprava replik
na filtrech byly provedeny podle instrukci vyrobce. Filtry byly
hybridizovany s **P znaéenym Pvull fragmentem z HC gp-39 cDNA
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(ke znaéeni byl pouzit oligonukleotidovy znacici kit firmy Pharmacia).’
Pozitivni plaky byly amplifikovany, znovu hybridizovany se znacenou
sondou a DNA inserty z odpovidajicich fagi byly osekvenovany
s pouzitim Thermosequenasového kitu (Amersham). Sekvence je
uvedena v SEQ ID NO:3. V nukleotidové pozici 954 obsahoval jeden
klon C, zatimco jiny klon mél v této pozici T.

VYSLEDKY
Artritogenita hovéziho syrovatkového 39 kDa proteinu

Po jedné injekci 25 ug hovéziho syrovatkového 39 kDa proteinu
smichaného s IFA se u vSech mySi postupné vyvinula artritida
(Tabulka 5). Prvni pfiznaky artritidy byly pozorovany v piednich nebo
zadnich tlapkach 8-20 dnl po senzibilizaci. Prubéh artritidy vyvolané
hovézim syrovatkovym 39 kDa proteinem se vyznacoval periodickymi
relapsy v zadnich tlapkach a mirna artritida se postupné vyvinula do
tézsi podoby (progrese choroby byla sledovdna po dobu 70 dnu).
Velmi éasto bylo pozorovano symetrické postizeni kloubd, tj. pfiznaky
artritidy byly zaznamenany souéasné v obou prednich tlapkach nebo

v obou zadnich tlapkach.

Vyvolani artritidy bylo podobné docileno pfi pouziti 5, 1, nebo
0,2 pg namisto 25 pg hovéziho syrovatkového 39 kDa proteinu

smichaného s IFA.

U mysi, kde bylo pouzito 1 nebo 0,2 ug hovéziho syrovatkového
39 kDa proteinu byla pozorovana mirnéjsi forma artritidy: u 7,
pfipadné u 6 mysi se vyvinula mirna artritida, zatimco pouze u 3,
pfipadné u 4 mysi se vyvinula tézka artritida.

Na konci experimentu byla vypoétena kumulativni skére na den
pro viechny skupiny mys$i (Obrazek 2). Po imunizaci pomoci 25 pg
hovéziho syrovatkového 39 kDa proteinu bylo dosaZzeno maximaliniho

skére 27 (25 ng) po 30 dnech a pak nasledovaly zfetelné relapsy. Pri
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imunizaci niz§imi davkami hovéziho syrovatkového 39 kDa proteinu
vykazovala zvifata ponékud nizsi artritické skére ve srovnani se
zvifaty, ktera obdrZela davku 25 pg. Pres nizSi docilené skére byla

artritida ve v§ech skupinach provazena typickymi relapsy.

U kontrolnich mysi, které byly injikovany roztokem PBS, bylo
nékdy pozorovano lehké a prechodné zdureni zadnich tlapek. Tento
jev byl téZz pozorovan u naivnich, neinjikovanych zvirat. Stredni
kumulativni zdufeni pfipadajici na hodnotici (skérovaci) den mélo
v téchto skupinach mysi stfedni hodnotu 3,4 a bylo povazovano za

biologicky variabilni pozadi.

Zavérem, hovézi syrovatkovy 39 kDa protein (25, 5, 1 i
0,2 ug) je schopen u mysich samic kmene Balb/c vyvolat progresivni
artritidu. Artritida vyvolana hovézim syrovatkovym 39 kDa proteinem
pfipomina svoji chronickou povahou, vyznacujici se opakovanymi
relapsy, spoleéné se symetrickym postizenim kloubd, progresi choroby
pfi revmatoidni artritidé (RA).
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Tabulka 5: Vznik a progrese artritidy u my$§i kmene Balb/c

senzibilizovanych hovézim syrovatkovym 39 kDa proteinem.

senzibilizace (n=10)

nastup artritidy (den)

priznaky artritidy

FP HP zadné |mirné |tézké

0,2 ug hovéziho R 8,14,14,14, |0 6 4
39kDa syrovatkového 18
proteinu ---14,18 |18,18,18,

30,54
1 ng hovéziho 39kDa (-,-,-,-,-, 8,8,8,8,8 0 7 3
syrovatkového 8,12,12, 8,14,16,18,
proteinu 16,18 18
5 ug hovéziho 39kDa |-,-,-,-,-, 6,6,8,10,10 |0 0 10
syrovatkového 8,10,10,12|16,16,18,
proteinu 14 20,30
25 ug hovéziho 39kDa |-,-,-,-,-, 8,8,10,12, |0 1 9
syrovatkového 12
proteinu -===12 14,14,18,

18,20

FP=pfedni tlapka, HP=zadni tlapka. Pfiznaky artritidy: 2adné:skére=0, mirné: skére
na zvife neprevysuje 2, tézké:skore na zvife2 3.
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SEZNAM SEKVENCi\‘f
(1) OBECNE INFORMACE:
(i) PRIHLASOVATEL:

(A) JMENO: AKZO NOBEL N V.
(B) ULICE: Velperweg 76
(C) MESTO: Arnhem
(E) ZEME: Holandsko
(F) PSC (ZIP): 6824 BM

" (G) TELEFON: 0412 666376
(H) TELEFAX: 0412 650592

() TELEX: 37503 akpha nl

(ii) NAZEV VYNALEZU: Nové peptidy odvozené z autoantigenu pro pouziti

v imunoterapii autoimunitnich chorob
(iii) POGET SEKVENCI: 3
(iv) POCITACOVY FORMAT:
(A) TYP MEDIA: Disketa
(B) POCITAC: 1IBM PC kompatibilni
(C) OPERACNI SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPO)

(2) INFORMACE O SEQ ID NO: 1:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 42 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselinova
(C) TYP RETEZCE: jednoietézova

(D) TOPOLOGIE: linearni




£

BAST ATV 22 IR

O AL R

RN T

T

NS

E R I G O A TP S PN D

10

15

(i) TYP MOLEKULY: peptid

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 1:

Tyr Lys Leu Val Cys Tyr Tyr Thr Ser Trp Ser Gln Tyr Arg Glu Gly

1 5 10
Asp Gly Ser Cys Phe Pro Asp Ala Leu Asp
20 25

Ile Ile Tyr Ser Phe Ala Asn Ile Ser Asn
35 40

(2) INFORMACE O SEQ ID NO: 2:

(ii) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 383 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselinova
(C) TYP RETEZCE: dvouretézcova
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 2:

Met Gly Leu Arg Ala Ala Gln Thr Gly Phe
1 5 10

Gln Ser Cys Ala Ala Tyr Lys Leu Ile Cys
20 25

Gln Tyr Arg Glu Gly Asp Gly Ser Cys Phe
35 40

Phe Leu Cys Thr His Val Ile Tyr Ser Phe
S0 55

Glu Ile Asp Thr Trp Glu Trp Asn Asp Val
65 70

Asn Thr Leu Lys Asn Arg Asn Pro Asn Leu
8s 90

15

Arg Phe Leu Cys Thr His
30

Asp

Val Val Leu Val Leu Leu
15

Tyr Tyr Thr Ser Trp Ser
30

Pro Asp Ala Ile Asp Pro
45

Ala Asn Ile Ser Asn Asn
60

Thr Leu Tyr Asp Thr Leu
75 80

Lys Thr Leu Leu Ser Val
S5




Gly

Thr

Thr

145

Phe

Ala

Gln

His

Gly

225

Val

Gly

Asp

Lys

Gly

305

Lys

Gly Trp

Arg Ser
115

His Gly
130

Asp Lys

Val Arg

Val Pro

Ile Ser
195

Gly Ala
210

Gln Glu

Ser Tyr

Ile Pro

Val Gly

275

Glu Lys
290

Ala Thr

Gly Asn

100

Axg

Phe

Arg

Glu

Ala

180

Arg

Txp

Asp

Met

Thr

260

Ala

Gly

Thr

Gln

Phe

Arg

Asp

His

Ala

165

Gly

His

Arg

Ala

Leu

245

Phe

Pro

Ile

His

Trp
325

rély

Thr
Gly
Leu
150
Gln
Lys
Leu
Gln
Serx
230
Arg
Gly
Ile
Leu
Arg

310

val

Ser Gln

Phe Ile
120

Leu Asp
135

Thr Thr

Ala Gly

Ile Ala

Asp Phe

200

Thr val
215

Sex Asp

Leu Gly

Arg Ser

Ser Gly
280

Ala Tyr
295

Phe Arg

Ala Tyr

Arg
105

Lys

Leu

Leu

Thr

Ile

185

Ile

Gly

Arg

Ala

265

Pro

Tyr

Asp

Asp

Ser

Val

Glu

170

Asp

Ser

His

Phe

Pro

250

Thr

Gly

Glu

Gln

Asp
330

Val Pro

Trp Leu

140

Lys Glu
155

Gln Leu

Axrg Gly

Leu Leu

His Ser
220

Ser Asn
235

Ala Asn

Leu Ala

Ile Pro

Ile Cys

300

Gln val
318

Gln Glu

Ile

Pro
125

Tyr

Met

Leu

Tyr

Thr

205

Pro

Ala

Lys

Ser

Gly

285

Asp

Pro

Ser

Ala
110

Phe

Pro

Lys

Leu

Asp

1390

Leu

Asp

Leu

Ser

270

Gln

Phe

val

Leu

Gly

Ala

Ser

17S

Ile

Asp

Phe

vVal

255

Lys

Phe

Leu

Ala

Lys

Txp
Glu
160
Ala
Ala
Pﬂe
Arg
Ala

240

Met

Thr

Thr

His

Thr

320

Asn




-32-

Lys Ala Arg Tyr Leu Lys Asn Arg Gln Leu Ala Gly Ala Met Val Trp
340 345 350

Ala Leu Asp Leu Asp Asp Phe Arg Gly Thr Phe Cys Gly Gln Asn Leu
355 360 365

Ala Phe Pro Leu Thr Ser Ala Ile Lys Asp Val Leu Ala Glu Val
370 37s 380

(2) INFORMACE O SEQ ID NO: 3:
(ii) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
10 (A) DELKA: 1152 para bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: cDNA

15

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 3:

ATGGGGCTGA GGGCGGCTCA GACAGGTTTT GTGGTCCTGG TGCTGCTCCA GAGCTGTGCT 60
: GCATACAAGC TGATCTGCTA CTACACCAGC TGGTCCCAGT ACCGGGAGGG TGATGGGAGC 120
TGCTTCCCAG ACGCCATCGA CCCCTTCCTG TGCACCCATG TCATCTACAG CTTTGCCAAC 180
ATAAGCAACA ATGAGATCGA CACCTGGGAG TGGAATGACG TGACGCTCTA TGACACACTG 240
- AACACACTCA AGAACAGGAA CCCCAACCTG AAGACCCTCC TATCTGTTGG AGGATGGAAC 300
TTCGGTTCTC AAAGATTTTC CAAGATAGCT TCCAAGACCC GGAGTCGCAG GACTTTCATC 360
AAGTCGGTGC CACCATTTCT GCGGACCCAT GGCTTTGATG GACTGGACCT AGCATGGCTC 420
TACCCCGGGT GGAGAGACAA GCGGCATCTC ACCACTCTGG TCA;\GGAAAT GAAGGCTGAG 480
TTTGTAAGGG AAGCCCAAGC AGGCACAGAG CAGCTTCTGC TCAGTGCAGC AGTACCTGCA 540

B 2 3 AU L P TR S RS PUNEY
A&




GGGAAGATTG

ATCAGCCTTT

CCCCTGTTTC

GTGAGCTACA

TTTGGGAGGA

CCAGGAATTC

GACTTCCTCC

AAGGGCAACC

CTGAAGAACA

GGCACCTTCT

GCTGAGGTGT

CTATTGACAG
TGACCTATGA
GAGGCCAGGA
TGCTGAGGCT
GCTACACTCT
CAGGCCAGTT
ACGGAGCCAC
AGTGGGTGGC
GGCAGCTGGC
éTGGGCAGAA

AG

\

AGGCTATGAC
CTTTCACGGA
AGATGCAAGT
GGGGGCTCCA
GGCCTCTTCC
CACCAAGGAG
CACCCACAGA
GTATGACGAC
TGGCGCCATG

CCTGGCCTTT

ATCGCCCAGA

GCCTGGCGCC

TCTGACAGAT

GCCAATAAGC

AAGACAGATG

AAAGGGATCC

TTCCGTGACC

CAGGAGAGTG

GTGTGGGCCC

CCTCTCACAA

TATCCCGACA

AGACAGTCGG

TCAGTAACGC

TGGTGATGGG

TGGGAGCCCC

TTGCCTATTA

AGCAGGTCCC

TCAAAAACAA

TGGACTTGGA

GTGCCATCAA

CCTGGACTTC

ACACCACAGC

TGACTACGCT

TATCCCCACT

"CATCTCAGGG

TGAGATCTGT

CTATGCCACC

GGCACGGTAC

TGACTTCCGG

AGATGTGCTT

Zastupuje:

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1152
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PATENTOVE NAROKY

1. Protein obsahujici aminokyselinovou sekvenci, jez vykazuje
alespon 50% homologii s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1) pro pouziti jako latky k terapeutickym téeltm.

2. Pouziti podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze
uvedeny protein je hovézi syrovatkovy 39 kDa protein nebo lidsky
YKL-39 protein.

3. Farmaceuticky prostfedek, vyznacujici se tim,
zZe . obsahuje jeden nebo vice proteinU obsahujicich
aminokyselinovou sekvenci, jez vykazuje alespoi 50% homologii
s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1), a farmaceuticky pfijateiny nosic.

4, Farmaceuticky prostifedek podle naroku 3, vyznadujici se tim,
Ze uvedeny protein je hovézi syrovatkovy 39 kDa protein nebo lidsky
YKL-39 protein.

5. Pouziti proteinu obsahujiciho aminokyselinovou sekvenci, jez
vykazuje alespoii 50% homologii s aminokyselinovou sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1) na vyrobu farmaceutického prostredku pro indukci specifické
T- bunééné tolerance vié&i homolognimu autoantigenu u savcu

trpicich destrukci chrupavky zprostredkovanou burikami T.
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6. Pouziti podle naroku 5, vyznadujici se tim, ze uvedeny protein je
hovézi 39 kDa syrovatkovy protein nebo lidsky YKL-39 protein.
7. Jeden nebo vice proteinG, obsahujicich aminokyselinovou

sekvenci, jez vykazuje alespofi 50% homologii s aminokyselinovou

sekvenci
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (SEQ ID
NO: 1) pro pouziti pro vyvolani artritidy u zvifat, s vyhodou u mysi.

8. Zpusob podle naroku 7, vyznacujici se tim,
% e uvedeny protein je hovézi 39 kDa syrovatkovy protein nebo
lidsky YKL-39 protein.

9. Zvirata, ktera trpi artritidou, pfiCemz uvedena artritida byla

vyvolana zpUsobem podle naroku 7 nebo 8.

10. Pouziti zvitat podle naroku 9 pro systematické testovani

novych lékl pro 1éébu artritidy, zejména revmatoidni artritidy.
11. Protein, majici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:2.

12. lzolovana DNA, kodujici arﬁinokyselinovou sekvenci podle

naroku 11.

13. lzolovana DNA podle naroku 12, majici nukleotidovou sekvenci
SEQ ID NO:3

Zastupuje:
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