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Peptid, ktery ma aminokyselinovou sekvenci podle vzorce I : Aj-
Xaa—Gly—44—A5-Gly-A7-Xaa-Gly, kde A1 je ammokysehnov;"
zbytek s aromatickym nebo alifatickym postrannim fetézeem, A
je asparaginovy nebo argininovy zbytek nebo aminokyselinovy
zbytek s arometickym nebo alifatickym postrannim fet€zcem, As
je jakakoliv pfirozené se vyskytujici aminokyselina, A je
aminokyselina s negativné nabitym zbytkem, Xaa je jakykoliv
aminokyselinovy zbytek a Gly je glycinovy zbytek. PouZiti
takovych peptidi k 1é¢eni, zv1ast€ k 1é¢eni autoimumitnich nemoci
jako je revmatoidn artritida.
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Peptidy obsahujici T-bun&dny epitop specificky pro kolagen,
jejich pouZiti a farmaceutické p¥ipravky obsahujici takové

peptidy

Oblast techniky

Pfedkladany vynalez poskytuje nové peptidy odvozené
z kolagenu CII, zpusoby Jjejich pF¥ipravy a Jejich pouziti
v terapii, zv1asté pro léceni revmatoidni artritidy

a pribuznych autoimunitnich nemoci.

Dosavadni stav techniky

Molekuly kolagenu patfi k hlavnim strukturnim proteinum
pojivové tkané&. Skladaji se ze t¥i polypeptidovych Fetézcu,
které vytvareji rozséhlou troj&roubovicovou strukturu
s jedinednou repetitivni aminokyselinovou sekvenci X-Y-Gly.
Extracelularni matrix chrupavky je jedine¢nd tim, Ze obsahuje
hlavné kolagen typu II, ale obsahuje i typy IX a XI. CII byl
nedadvno klonovadn z mySi a byla stanovena <celé jeho
aminokyselinova sekvence v délce 1419 aminokyselin
(Metsarantam et al., 1991, J.Biol. Chem. 266: 16862-9).

Ma se zato, Ze kolagen typu II je "skryty" pfed bufikami
imunitniho systému, nebot se vyskytuje pouze v avaskularnich
(neprokrvenych) tkanich 3jako Jje chrupavka a hmota sklivce
oka. JakoZto takto izolovany protein mé& CII schopnost, kdyZ
je injikovan s Freundovym kompletnim adjuvans, vyvolat
tkatové specifickou autoimunitni nemoc. Tato indukovanad nemoc
se nazyvad kolagenem indukovanad artritida (CIA). CIA Je

normalné indukovana injekci ciziho CII, ktery vyvola produkci
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T-pbunék a protilatek schopnych rozpoznat ocdpovidajicl vlastni

protein ("self-protein").
Citlivost k CIA u mv3i je cmezena na my3i s MHEC typu

I-A% a I-A°. Vazebné motivy tachto molekul Jsou p

a®uii  imunitni  odpovéd. Soucasny vyzkum naznalll, Ze
v

patogenezi RA hrajl autoreaktivni T-bunky,

r
(D¢

chto patocgennich

Py

coc? vedlo k predstavé, Ze tolerizace

T-bundk nasalnim/perordlnim podénim imuncgennich peptidd by

(=

mohla mit lécebny potencial.

Miyahara, H. et al. (Immunology, 1995, 86: 110-1195)
popsali pouZiti fragmentu kolagenu typu II Ppro potlaceni
artritidy u my3i. Av3ak pouZity fragment (CII 607-621)

necbsahoval vazebny motiv pro Zadnou z HLA-DR molekul
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souvisejicich s RA u clov a2 nem

toleragen pro léceni clovéka
Dokument WO 96/20950 cht&l popsat peptidy 2z kolagenu

ty II schopné véazat se na HLA DRB1 lidského proteinu MHC,

co
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jak se navrhuje, by mélo byt uzitedné pro 1lécenl RA.

Av3ak tyto peptidy, které jsou piltomny Vv useku 273 aZ 404

0]

proteinu kolagenu CII, wvykazuji pouze slabou ucinnost
v relevantnich testech pFredpokladané tolerance pro RA.

i

18

Peptidy podle predkladangho vynédlezu majl vyznamné Vvy$s
terapeutickou ucinnost.

pPtedkladany vynélez poskytuje peptidy, © cterych se
zjistilo, Ze byly zvlasté uéinné v indukci imunitni tolerance

k epitopim T-bun&k odvozenym z kolagenu CII. Tyto peptidy se
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mohou vyufit pro 1léZeni autoiminunitnich nemcci Jjako

revmatoidni artritida.
Pfedxléadany vynalez proto poskytuje izolovany peptld,

ktery mé& nebo obsahuje sekvencl aminckyselin podle vzorce

A.-Xaa-Gly-A;-A;-Gly-A--Xaa-Gly (I)

)
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- je aminokyselinovy zbytek s aromatickym nebo alifatickym

postrannim fetezcem,

A, je asparaginovy nebo argininovy zbytek nebo
aminokyselinovy zbytek s aromatickym nebo alifatickym

2: je jakdkoliv pfirczené se vyskytujici aminokyselinga,
A- je aminokyselina s negativné nabitym zbytkem,
Xaa je jakykoloiv aminokyselinovy zbytek a

Gly je glycinovy zbytek.

Peptidy podle predkliadaného vyndlezu Jsou vyhodné
peptidy, které obsahuii 9, 10, 11, 12, 13, 14 nebo 15
aminokyselin, vyhodnéji jsou to peptidy s 9 aminokyselinami.

Pro peptidy podle predkladaného vynalezu plati
nasledujici navzédjem nezdvislé vyhodné znaky:

A, je F, I, L, R nebo P a nejvyhodnéji F,

A, je F, I, L, A, N nebo P a nejvvhodnéjl F,
A- je K nebo R,

A- je E, D, Q, P nebo N a nejvyhodnéji Q.

K vyhodnym peptidum podle pfedklddaného vynalezu patri
peptidy budto obsahujici, nebo samy majici, Jjednu

z nasledujicich aminokyselinovych sekvenci:

ESG SPG ENG, PPG ADG QPG, ARG NDG QPG, QPG AKG DQG, APG RAXG
EAG, PTG VTG PKG, AQG SRG EPG, RVG PPG ANG, PAG ASG NPG, ANG
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NP3 PAG, TDG IPG RXG, DPG LOG PAG, SAG APG IAG, APG EKG EPG,
IZG APG FPG, PQG LAG QRG, FPG PRG PPG, PKG ANG DPG, EPG ASG
DEG, LPG ARG LTG, DAG PQG KVG, ALG APG APG, PAG ANG EKG, KOG
DRG ERG, nebo ARG APG EPG (sekvence identifik. &. 1 aZ 2%,
a vyhodn&ii budto RVG PPG ANG (sekvence id. &. 8) nebo ANG

NEG PAG (sekvence id. &. 10).

K pfikladim  vvhodnych  peptidd podle predkladaného

M P 27 -3 - - SNty M 4 1 3 - 3 Y - < -
vynalezu patfl také peptidy Lkudto oksahujlici, nec samy

majici, jednu z nésledujicich aminckyselinovych sekven

O
’._A

VKG ESG SPG ENG SPG; FAG PPG ADG QPG AKG; RAG ARG NDG QPG
PAG; ADG QPG AKG DQG EAG; APG AKG EAG PTG ARG; PQG PTG VTG
PKG ARG; PEG AQG SRG EPG NPG; AAG RVG PPG ANG NPG; PAG ASG

NPG TDG IPG; PPG ANG NPG PAG PPG; NPG TDG IPG AKG SAG; RA

!

DPG LQG PAG APG; AKG SAG APG IAG APG; PAG APG EKG EPG DDG,
APG IAG APG FPG PRG; PPG PQG LAG QRG IVG; APG FPG PRG PPG

PQG; LAG PKG ANG DPG RPG; KQG APG ASG DRG PPG; EPG LPG ARG

(]

LTG RPG; RPG DAG PQG KVG PSG; ETG ALG APG APG PPG; PPG PAG

G
G

ANG EKG EVG, PTG KQG DRG EARG AQG; nebo STG ARG APG EPG ETG
(sekvence identifik. ¢. 26 aZ 52); vyvhodnéji ARG RVG PPG ANG
NPG (sekvence id. ¢. 33), a nejvyhodnéji PPG ANG NPG PAG

e}
0
)

(skvence id. ¢&. 35).

Vyhodné peptidy podle pfedklédaného vynalezu obsahujl
sekvencli 9 aZ 15 aminokyselin pfitomnou v nepferuSeném sledu
v uUseku 701 aZ 721 kolagenu ITI. ’ |

Predkladany vynélez se také tykéa peptidu, ktery obsahuje
epitop T-bunky specificky prot kolagen II, kteryZzto peptid
cbsahuje alespoii 2 aminokyselin v nepferu3ené souvislé

1

xvenci shodné se sekvenci vybranou z usekit 110 azZ 239, 338

wn
D

79 a 587 aZ 895 sekvence kolagenu II, kde kaZda

ol
N¢
w
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aminokyselin Jje wveolitelné nahrazena funk&né ekvivalentnl
aminokvselinou, priemZ paptid m& vzorec (I} defincovany vyia
Vynéalecz déle pcskytuje farmaceuticky pcfipraver

Vynélez déle poskytuje pouziti peptidu pcdle
pfedkladaného vynalez nebc pripravku podle predkladaneho
vynalezu pro vyrobu 1éku pro pouziti pri 1éceni

autcimunitnich nemocl.

Vynalez se déle tyka zpusobu lécCeni &lovéka nebc zvifete
trpiciho autoimunitni nemoci Jjako Je napf. revmatolidnl
artritida nebo relapsujici polychondritida, kteryito zpusob
obsahuje podéavani &lovéku nebo zvifeti terapeuticky uc¢inneho

mnoZstvi peptidu nebo pfipravku podle vynalezu.

Peptidy podle pfedkladdaného vynalezu se mohou pfipravit
zplsoby, které jsou odbornikovi znamy. Napgf. to muZe byt

pomoci standardni techniky postupné kondenzace (vvtvareni
peptidové vazby) na pevne fazi pomoci automatického
syntetizétoru peptida (viz nepf. Jones, J. The Chemical
Synthesis of Peptides, pp 132-156, First edition, Oxford

University Press, 1991, a R. Epton (ed) Innovation and
Perspectives in Solid Phase Peptide Synthesis, SPCC (UK,
Ltd, 1990). Ptiprava zalind od C-koncove aminokyseliny,
kterou je mozZné ziskat 312 naroubovanou na
metylbenzhydrylamin, benzhydrylamin nebo chlormetylovanou
pryskyfici, nebo mna Jjiny vhodny pevny nosic. Dalsi
aminokyseliny se pfidavaji postupné krok za krokem po té, co
byly ochranény jejich postranni fetézce. P¥i této kondenzalni

metodé Jjsou alfa-aminoskupiny aminokyselin chranény pomoci
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sou v oboru dob¥e znamy. Cely chrané&ny peptid

J
se uvolni z chlormetylované pryskyfice amoniolyzou, ¢imZ se

3

ziskd chréanény amid,

-

.ebo z metylbenzhvdrylamincvé nebo
benzhydrilaminové pryskyfice acidolyzou.

Peptidy podle pfedklédaného vynalezu mohou bvt take

pfipraveny metodou v roztoku, budtc postupnou kondenzacl nebo
kondenzaci fragmenti (viz napt. Jones, 1. The Chemical
Synthesis of Peptides, po 1 15-131, First edition, Cxiord
University Press, 1981). Aminokvselina s vhodné chrénénou
alfa-aminoskupinou se navaie na aminokyselinu s vhodné
chranénou alfa-karboxylovou skupinou (v zavislostl na vybrané
metodé syntézy tato ochrana nemusi byt nutnd pot¥eba) pomocl
diimidli, symetrickych nebo nesymterickych anhydridu nebc
pomoci jinych kondenza&nich c¢inidel nebo zplisobll odbornikovi

e
znamych. Tyto zpﬁsoby mohou byt budtoc chemické nebo
enzymatické. Skupiny chrénici alfa-aminoskupinu a/neboc alfa-

karboxylovou skupinu se odstrani a dalsi vhodné chranéna
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aninokyselina nebo . blok aminokyselin se pfipoji, <&im:
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prodlouZi rostouci peptid. V kaide syntéze Jje moZné poul

(@]

ruzné kombinace ochrannych skupin a chemickych/enzymatickych
zplUsobtl a strategie kondenzace/syntézy peptidu.

Peptidy podle predklddaného vynélezu jsou definovany
tim, Ze obsahuji T-bund&cny epitop. Jinymi slovy tedy Jsou
schopné aktivovat T-bunky. Existujé nékolik znamych zpusobuy,
jak stanovit silu vazby. Vyhodné Jje peptid pcdle
pfedkladaného vynalezu schopen aktivovat T-buniku s vazebnou
silou nejméné 2 podle uvolhovaciho IEN-y Cestu a/nebo
s hodnotou stimula&niho indexu nejméné 3. Test uvoliovani
IFN-v lze provadét zpusoby v oboru znémymi nebo zpusobem,
ktery je dale popsan v prikladech. Podobné stimulacni index

mife Dbyt stanoven pomoci v oboru znémych proliferacnich



resti, napf. testem popsanym v "Analysis of type II collagen
reactive T cells in mouse", Andersson a Holmdahl, Eur. J.
Immuncl. 20: 1061 =-1066, 1990. Vyhodnd se test provadi
zp(isobem popsanym v prikladech této prihlasky.

ynalezu jsou vyuZitelné v 1léCenl aniz Dby
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ly modifikovany, ale alternativné Je moZné peptidy
medifikovat, napf. mohou byt konjugovany, tj. kovalentné
osidovy sytém, napf. na mukdzové vazebne

ko  Je napt. cholerovy pB-toxin, coZ napcméhi

Peptidy podle predkléadaného vynélezu se mchou uZit pro
l1éceni, profylaxi nebo stanoveni diagndzy autoimunitnich
oci a terminy "terapie" nebo "léCeni" wuZlvané v tomto
textu je tFreba chépat tak, Ze zahrnuji soucasné 1 profyiaxi
a diagnostiku.
Peptid podle pfredkladaného vynalezu je izolovany peptid,
to znamenéd, Ze k peptidim podle pfedkladaného vynalezu
nepatfi peptidy pfitomné v organismu. Peptidy podle vynalezu

~ .4

mohou byt budto z pfirozenvych nebo rekombinantné pfiprave
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peptidll nebo proteinu nebo mohou byt syntetizovéany chemicky,

jak se popisuje v této ptihlasc

Slou¢eniny podle vyndlezu se mohou podavat v davkach od

10 pug do 10 mg na den bud jako jedina davka nebo rozdélené do

No
N

a? 4 davek na den. Jednotkovi lékova forma obsahuje daviku
2,5 ug af 10 mg slouCeniny podle pfedkladdaného wvynalezu.
Sloucenina podle vyndlezu se mbZe podavat Iintranasalnim

zpuscobem ve formé roztoku, suspenze, HFA aerosolu nebo ve

1)

formé pf¥ipravku obsahujiciho suchy préasSek, napf. pomoci

H(

aplikatoru Turbuhaler®, nebo systémovym zpusobem, nap
peroralné ve formé tablet, pilulek, tobolek, sirupt, préasku,

granuladtu, a nebo také parenteralnéd ve form& sterilnich
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parenterainicn roOZUOKXKU nNepc suspenZi, nebo také rektalne wve

Slougeniny podle pFedklidaného vynadlezu se mohou podéavat
samy © sSobé& nebo ve formé farmaceutického pfipravku, ktery
le vynalezu v kombinaci
s farmaceuticky pfijatelnym Fedidlem, adjuvans nebo nosicen.
7v143té vyhodné jsou takové slouleniny, které neobsahuji
latky schopné vyvolat nepfiznivou, napf. alergickou, reakci.
Pr&skové ©pripravky a tlakové balené HFA aerosoly
oudenin podle vynadlezu se mchou podévat nasélnl inhalacl.
Pro inhalaci je slouenina podle vyndlezu jemné rozdrobnéna.
ozdrobndnd sloufenina mé& vvhodnd Zéstice se statistickym
st¥ednim primérem (dle hmotnosti) 10 pum a Jje suspendovana ve

smési propelentll za pomoci dispergaéniho <&inidla, Jako Je

~

nap¥. mastnd kyselina obsahujici 8 aZ 20 atomu uhli
kyselina olejova) nebo jeji s0l, Zlucova sul, fosfolipid,
alkylsacharid, perfluorovany nebc polyetoxylovany surfaktant
nebo jiné farmaceuticky p¥ijatelné dispergacni cinidlo.
Sloudeniny podle pfedkléadaného vyndlezu se také mohou
podavat prostfednictvim inhaldtoru pro suchy pradek. Takovy
inhalator muZe byt bud jednodavkovy nebo vicedavkovy

inhaldtor a mafe to byt dechové ovladany inhalator suchého

<

prasku.

Jednou moZnosti pfipravy je smichat jemné rozdrobneénou
sloudeninu podle vyndlezu s nosiovou lé&tkou, nepf. mono-,
di- nebo polysacharidem, cukernym alkoholem nebo Jjinymi
polyoly. Vhodnymi nosi&i jsou cukry, napf. laktéza, glukdza,
rafindza, malezitodza, laktitol, maltitol, trehaldza,
sacharéza, manitol a Skrob. Alternativné se jemné rozdrobnéna
slou¢enina mOZe obalit (potahnout) Jjinou latkou. Praskova
smés se také midZe plnit do tvrdych Zelatinovych tobolek,

z nichZ kaZda obsahuje pozadovanou davku u¢inné latky.
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Farmaceuticky pfipravek obsahujici slculeninu podle

parenteralnl podavani nebo ve formé& <&ipkdl pro rektilni

Pro perordlni podavéani se muZe ucinn
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s adjuvans nebo nosicem, jakym Jje napf. laktéza, sachardza
sorbitol, manitol, nebo 3kroby, jako bramborovy, kukufidny
skrcb nebo amylopektin, defivégv celuldzy, pojidlem jaks Je
napf. Zelatina nebo polyvinylpyrolidon, a lubrikantem, jako
je napr. stearan hofeclnaty, stearan vapenaty,
polyetylenglykol, vosky, parafin apod., a pak lisovat do
tablet.

Pokud jsou pozZadovany potahované tablety, jédro
pfipravené zpusobem popsanym vy3e, se mUZe potédhnout
koncentrovanym cukernym roztokem, ktery miZe obsahovat

arabskou gumu, Zelatinu, mastek, oxid titanicity apod.

-

Alterna

hel

ivné miZe byt tableta potaZena vhodnym polymerem

T o

Pro pfipravu mékkych Zelatinovych obolek se miie
slouCenina podle predkléadaného vynalezu smichat nap?.
S rostlinnym olejem nebo polvetyvlenglvkolem. Tvrdé Zelatinové
tobolky mohou obsahovat granulat sloudeniny budto s vyse
popsanymi pomocnymi latkami pro tablety, napf. laktdzou,
sachardzou, sorbitolem, manitolem, 3kroby, derivaty celuldzy
nebo Zelatinou. Do tvrdych Zelatinovych tobolek se také mohou

plnit kapalné nebc polotuhé formy léciva.

n
Kapalné pripravky pro peroralni poddvani mohou byt ve
formé Sirupt nebo suspenzi, naprt. ve formé roztok&
obsahujicich slou¢eninu podle vynédlezu a cukr, a dale smés

etanolu, vody, glycerolu a propylenglykolu. Volitelné mohou
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Retézce peptida CII, uvedené v tabulce 1, z nichi kxaidy
se skladé =z 15 aminckyselin, = byly syntetizcvany pomoci
automatického svntetizatoru SMPS 350 {Zinsser,
Frankfurt/Main, Némecko) chemickou cestou s Fmoc (AL
Sheppard, Solid Phase Per
Bpproach. IRL Press, Oxford). KaZdy peptid byl acetylovan na
svém N-konci a amidovadn na C-konci. Kvalita peptidu bvla
hodnoccena pomoci HLPC a2 hmotnost

spektorskopii vzorku

ni
peptidu byla potvrzena ofekdvand molekulova hmotnost.

3

(SR
4]

Usekx aminokyselin, ktery je zobrazen tucnym plismem,
e

tzv. sekvence jadra, tj. useku aminckyselin, ktery se vaie
blizce

nejsilndii, ve srovnadni s vazebnou silou strukturné

ptide Synthesis - A Practical-



Peptid aminokyselinové Peptid aminokyselinove
zbyviky zbytky

110-124 |VKG ESG SPG ENG SPG 635-0649 FAG PPG ADG QPG AKG
140-154 ARG ARG NDG QPG PAG 641-655 ADG QPG AKG DQG EZRG
161-175 |GPG FPG APG AKG EAC 665-679 |PSG APG P G PTG VTG
170-184 |APG AKG EAG PTG ARG 677-0691 PQOG PTG VTG PKG ARG
125-199 PEG AQG SRG EPG NPG 701-715 AMG RVG PPG ANG NPG
203-217 |PAG ASG NPG TDG IPG 707-721 PPG ANG NPG PAG PPG
209-223 |INBG TDG IPG AKG SAGC 740-754 |RAG DPG LQG PAG APG
218-232 |RKG SAG APG IAG APG 749-703 PAG APG EKG EPG DDG
224~238 |APG IAG APG FPG PRG 770-784 | PPG PQG LAG QRG IVG
230~-244 |APG FPG PRG PPG PQG 779-793 QPG IVG LPG QPG ERG
333-352 |LAG PKG ANG DPG RPG 806-820 |KQG APG ASG DRG PPG
353-367 |EPG LPG ARG LTG RPG 821-835 |PVG PPG LTG PAG EPG
365-379 |RPG DAG PQG KVG PSG 857-871 |ETG ALG APG APG PPG
5283-607 PPG PAG ANG EKG EVG 881-895 PTG KQG DRG EAG AQG
614-628 |STG ARG APG EPG ETG

av}
(a4
}_Ax
oy
'_l
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N

My§i CII byl extrahovédn z melovitého vybeéZku kosti
hrudni znadmym zpuasobem pepsinového St&peni a pak dale
purifikovén vysolenim. Krysi CII byl purifikovan ze Swarmova
chondrosarkomu opét znadmym zpusobem. Kolageny byly rozpu$tény
v 0,1M kyselind octové. Kolagen, ktery se uZil pro
restimulaci bunék priméarnich lymfatickych uzlin byl

denaturovan inkubovanim 30 minut v 56 °C.
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PFiklad 3
Bpy mohla byt testovéana proliferacni odpoved
a2 uvolfiovani cytokinu odebranymi bunikami lymfatickych uzlin,

pvly samci my3i (B10.Q X DBA/1)Fl ve sté&fi 7 aZ 10 tyd

d
imunizovéni do chodidla zadnich kon&etin 50 ug mySiho CII

nebo syntetického peptidu emulgovaneho v CFR (cbsahujici
H37Ra, Difco, Detroit, MI). Artritida byla indukovana

u stejnych my3i ve stafi 7 aZz 10 tydnu tim, Ze se my3i

Detroit, MI). Ze silné artritickych kloubll byly odsatim
odebrany bufiky lymfatickych uzlin, sloufeny a dale popsanym

zpUsobem testovany Vv proliferdnim testu na reaktivitu

s panelem my3ich peptidd CII pFipravenych podle pfikladu 1.

[

Uvolfiovéni cytokinl bylo testovéne v 50 ul supernatant
h uzlin,

1

z indukovanych kultur bunék primérnich lymfaticky
o~ A - - 3 -4 . : N
které Dbyly restimulovény In vitro panelem pep

cfipravenych podle pfikladu 1 pomoci miniscuprav IFN-y a IL-4

P
(Endogen, Cambridge,MA). Vysledky Jsou uvedeny v tabulce 2.



ENCRE SIS
13
Tabulkz 2
Peptid SI vydej IFN-y |Peptid SI vyde] IEN-v
(ng/ml) (ng/ml;
110-124 2,2 2,2 635~-649 2,7 0,4
140-154 2,1 1,5 641-655 2,0 0,2
161-17% 3,1 4,2 665-679 3,5 1,5
170-184 1,5 677-691 2,2 2,9
185-192 , 1,9 701-715 18,0 2,5
203-217 3,6 5,5 707-721 19,4 5,8
209-223 5,2 740-754 2,8 2,4
218-232 3,9 2,3 749-763 4,8 1,0
224-238 5,0 4,4 770-784 2,7 1,4
230-244 3,9 5,8 779-793 3,9
338-352 4,4 2,0 806-820 2,3
353-367 3,1 1,5 821-835 1,8
365-379 2,8 857-871 2,4 0,3
593-607 2,9 0,7 881-895 2,6 0,06
614-628 2,7 2,3

Priklad 4

Z pbunék lymfatickych uzlin my3i indukovanych nySim CII
byly odebrany budto T nebo B buliky pomocli magneticky
aktivovaného t¥idice bunék (MACS) se superparamagnetickymi
mikroperlickami konjugovanymi s krysi monoklonalni anti-mvsi
protilatkou L3T4 (CD4) nebo krysi anti-my3i protilatkou B220
CD45R) (obé protilatky od Miltenyli Biotec GmbH, Bergish
Gladbach, Némecko) v podstaté podle doporueni vyrobce, kromé
toho, Ze PBS/BSA pufr byla nahrazen PBS obsahujicim 2z FCS,
SmM EDTA, S0 pumM 2-ME a 10mM HEPES. Frakce byly analyzovény
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prutokovym cytcocmetram FACScan (Becton Dickinson) ccmoci
kenfugiatu  (FITC-anti-mysSi  CD3-g}) pro oznaCeni  {(obarvenl)
T-bunéit a kenjugdtu (FITC-anti-my$i lehky Fetézec «x) pro

rikrat propléchnuty médiem

en, San Diego, CA). Buniky bvly po

DMEM bez séra a pak

pouZity v proliferaénim testu podle pfrikladu 3. Obchzacené

I-punky CD4+ jakoZto bunky prezentujici antigen byly smichéany

~

v hmotnostnim poméru
suspenze Jjednotlivych

pfi pH 7,4, abv dos3lo

Bunécny typ

CPM x 107°

nefrakcionované

13,6

CD4+ obohacené

CD4+ ochuzené

CD45R obochacené

CD45R ochuzené
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NAROKY

Izolovany peptid, kfery mé& aminckyselinovou sekvenci podle
vzorce (I):

A.-Xaa-Gly-RA,~R:~-Gly~-A--Kaa-Gly (1)
kde
2 je aminokyselinovy zbytek s aromatickym nebo
alifatickym postrannim Fetézcem,
2, je asparaginovy nsbo argininovy zbytek nebc
aminokyselinovy zbvtek s aromatickym nebo alifatickym
postrannim retézcem,
A: Je jakédkoliv pfirczend se vyskytujici aminokyselina,
A: je aminokyselina s negativné& nabitym zbytkem,
Xaa Je Jjakykoliv aminockyselinovy zbvtek a
Gly je glycinovy zbytek. '
Izolovany peptid, obsahujici aminokyselinoveou sekvenci
kteréhokoliv z peptidl podle naroku 1.
Peptid podle néroku 2, ktery obsahuje 10 ai 15
aminokyselin.
Peptid podle naroku 1, kde A: lysinovy nebo argininovy

zbytek a A; je zbytek kyseliny
Izolovany peptid, ktery ma
sekvenci:

ESG SPG ENG,

PPG ADG QPG,

ARG NDG QPG,

QPG AKG DQG,

[ON

Jje
glutamov

.

}..4\
O
-

’_l\
Q

kteroukoliv 2z nasledu?



(@)}

~J

. Izolovany

EPG

1

ESG SPG
PPG ADG
ARG
QPG AKG

AKG

NDG

EAG

/ peptid,

reptid,

neko

c. 1 az

(sekvence id.

koliv peptidu podle naroku 3.

ktervy mé& kteroukoliv
ENG SPG;
QPG AKG;
QPG PAG;
DQG EAG;

PTG ARG;

ktery obsahuje aminokyseli

novou sekvenci

z nasledujicich



POG PTG VTG PKG ARG,

PEG AQG SRG EPG NPG;

ARG RVG PPG ANG NPG;

PRG ASG NPG TDG 1IPG;

FPG ANG NPG PAG PPG;

NPG TDG IPG ARKG SAG;

RAG DPG LQG PAG APG;

AXG SAG APG IAG APG;

PAG APG EKG EPG DDG;

APG IAG APG FPG PRG;

FPG PQG LAG QRG IVG;

APG FPG PRG PPG PQG;

LAG PKG ANG DPG RPG;

KQG APG ASG DRG PPG;

EPG LPG ARG LTG RPG;

RPG DAG PQG KVG PSG;

ETG ALG APG APG PPG;

PPG PAG ANG EKG EVG;

PTG KQG DRG EAG AQG; nebo
STG ARG APG EPG ETG (sekvence id. &. 26 a? 52).
Izolovany peptid, ktery e fragmentem 10

aminokyselin z kteréhokoliv peptidu podle narcku

X

eptid podle kteréhokoliv z pfedchozich naroki,

.P

-
/

na T-buiky s vazebnou silou alespoi 2 podle te

eptid pocdle kteréhokoliv z pfedchozich néroki,

a

[N¢

(D

na T-buiky se stimuladnim indexem alespoii 3.

ktery

se
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L1l.Peptid podle kteréhckcliv z pFedchozich naroku, pfilem:z
sekvence peptidu se vyskytuje v sekvenci kolagenu IC
vV usecich 110 aZ 239, 338 a% 379 nebo 587 a¥ 335,
12.Peptid pocdle narcku 11, prifemZ sekvence pegtidu se

|._1
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autoimunitni nemoc Je

)]
D
cr
pos
=]

euticky pfipravek v v z n a & u J1ci
e

3

hokoliv z narokd 1 a% 12 va

a4
D
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O O
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Q
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spojenl s farmaceuticky pfijatelnym nosicem nebo Fedidlem.

1 a ; Ve x . C .. .
18.Zpusob l1éceni &lovéka nebo Zvlrete, tLrpliclho autoimunitni

nemoci nebo nachviného ¥ autolmunitni nemoci,
Vyznadcuijicli s e t im, Ze obsahuje podéni
clovéku nebo zvifebi Cerapeuticky Gfinného mnoiZstvi

peptidu podle kteréhokoliv z naroki 1 a2 12 nebo pifipravku

podle nércku 17.
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I e e . S - .
reptld, Ktery obsanuje T-bunéény epitop specificky pro

e
steinou sekvenci a v nepfetrZitém sledu za sebou z useku
110 2 239, 338 aZ 379 a 587 aZ 895 sekvence kolagenu II,

cfifemi xaZda aminckyselina je volitelné& nahrazena funk&né

levrd 1rg [V ~ 1 1 =i o v I~ .

exvivalentni aminokyselinou, a pricdemZ peptid m& vzorec
P.L-Z(aa—Glif—F4.4—P.5-’31y—f‘—,—Xaa—Gl‘-’ (1)

kde

A e aminokyselinovy zbytek s aromatickyw nebo
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