OZET

CXCL8 AMINO UCU ONCUL DiZiSINDEN TUREVLENEN IMMUNMODULATOR PEPTIT

Bu bulus insan CXCL8 kemokin oncul peptit dizisinden (CXCL8-(1-30)) turevlenen
fonksiyonel kisa peptit - Gly Ala Val Leu Pro Arg Ser Ala Lys - dizisi ile ilgilidir. immun sistem
yanitlarini etkilemesi ve immin sistem hucrelerine baglanmasi 6zellikleri ile karakterize
edilmistir. Bu fonksiyonel kisa peptit 8 aa.dan uzundur, nétral pH'da pozitif sarja sahip ve

amfifiliktir.
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ISTEMLER
1-insan CXCL8 kemokin dncul peptit dizisinden (CXCL8-(1-30)) turevlenen kiguk peptit
molekulu olup,
e Gly Ala Val Leu Pro Arg Ser Ala Lys (Pep8)
amino asit sekansina sahiptir.

2- Istem 1'de belirtilen amino asit sekansina sahip peptid molekili olup, asagida belirtilen

ozelliklere sahiptir:
e 8 aa.dan uzundur,
o ndtral pH'da pozitif sarj tasrr,
e amfipatiktir, ve
e polar ortamda ¢ozunecek sekilde hidrofobik aa. orani %55 veya daha kuguktur.

3- immiin sistem hiicreleri ile etkileserek immun sistem hucrelerinin yanitlarini etkileme igin
kullanilacak bir ilacin veya ajanin hazirlanmasinda istem 1'de belirtilen amino asit sekansina

sahip peptid molekulunun kullanimi.

4- immiin sistem ile iliskili hastaliklarin teshis ve tedavisinde kullanilacak bir ilacin veya
ajanin hazirlanmasinda istem 1'de belirtilen amino asit sekansina sahip peptid molekulunun

kullanimi,

5- immin sistem hicrelerinin hedeflenmesinde kullanilacak bir ilacin veya ajanin
hazirlanmasinda istem 1'de belirtlen amino asit sekansina sahip peptid molekuluniin

kullanimi.

6- Immin sistem hiicrelerinin isaretlenmesinde kullanilacak bir ilacin veya ajanin
hazirlanmasinda istem 1'de belirtlen amino asit sekansina sahip peptid molekulunin

kullanimi.



10

15

20

25

30

TARIFNAME
CXCL8 amino ucu oncul bolgesinden turetilen immunmodulator peptit
Teknik Alan:

Bu bulus CXCL8 kemokin molekulune ait amino-ucu bodlgesinde yer alan oncul diziden
(CXCL8-(1-30)) esinlenilerek turetilen ve immun sistem yanitlarini etkileme fonksiyonu

oldugu tespit edilen kisa peptit dizisi ile ilgilidir.
Teknigin Durumu:

Sitokinler, hayvan ve bitki hucrelerince Uretilen, hicrelerin birbirleriyle iletisimini saglayan
protein ve peptidlerin bir grubudur. Inflamasyon ve bagisiklik reaksiyonlarinda, aktif
lenfositler, makrofajlar dahil immun hucreler, endotel, epitel ve konnektif dokular tarafindan
olusturulurlar.  Sitokinler, hicrelerdeki reseptérlere badlanarak hicre c¢odalmasini,

farklilasmasini ve hicresel yanitlarin dizenlenmesini uyaririar.

Bir patojen varliginda sitokinler, T hucresi ve makrofajlar gibi bagisiklik sistemi hlcrelerine

sinyal verir ve enfeksiyon bolgesine gitmelerini saglarlar.

Sitokinlerin ©zgul bir grubu kemokinler olup, hiicreler arasinda kemotaksiye aracilik ederler.
Kemokinlerin CXC, CC, CX3C ve XC olmak uzere dort alt familyasi vardir.

CXC kemokinlerde iki N-terminal sistein bir amino asit ile ayrilmistir. Memelilerde 17 farkli
CXC kemokin bulunmakta olup, glutamik asit-losin-arginin yapisindaki spesifik amino asit
sekans! (ELR motifi) icerip icermemesine gore ELR-pozitif ve ELR-negatif olmak uzere iki

kategoriye ayrilir.

ELR-pozitif CXC kemokinler diger bazi immun hucrelerin yani sira spesifik olarak notrofillerin
migrasyonunu induklerler ve CXCR1 ile CXCR2 kemokin reseptdrleri ile etkilegirler. ELR
motifi icermeyen diger CXC kemokinler genellikle lenfositler igin kemoatraktan olarak islev
gorur.

CN102816209 no.lu patent kemotaktik peptit chemerin’den turevlenen ve fonksiyonu ile
benzer gorevler goren bir peptit (C20)’yi kapsar.

W02012118124 (A1), CXCR4’e baglanan CXCL12 kemokinini antagonize etme yetenegine
sahip yeni bir siklik peptit dizisini kapsar.

JP2010047598, US6875738 (B1), US6613742 (B1), WO0009152 (A1), CA2322764 (A1)
no.lu patentler CXCR4’e bagdlanan CXCL12 kemokinini antagonize etme yetenegdine sahip

peptit dizilerini kapsar.
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US2004152634 (A1), CXCR1" baglanma kapasitesine sahip ve IL-8'i antagonize etme
yetenedi gdsteren peptit dizilerini kapsar.

US2014154249 (A1) no.lu patent kemokinlere dodrudan baglanarak bu molekulun aktivitesini

engelleyen, bu sayede inflamasyon ile iligkili strecleri degistirebilecek peptitleri tanimlar.

W02005056581 (A2) no.lu patent CCR5’e baglanan CCL5 kemokinini antagonize etme ve
bu reseptor araciligi ile hiicreyi enfekte eden HIV virlisiinlin girisini bloke etme yetenegine

sahip peptit dizilerini kapsar.

WO00222657 (A2), bu patent cesitli kemokin reseptérlerine baglanarak, kemokinlerin

aktivitesini antagonize eden peptit dizilerini kapsar.

Bu patentler asagidaki ézelliklerden birisine sahiptir: 1- llgili peptidin kéken aldi§i kemokinin
fonksiyonunu taklit (agonist) edebilme, 2- Ilgili peptidin kéken aldigi kemokinin fonksiyonunu
antagonize edebilme, 3- ligili peptidin koken aldigi kemokinin olgun protein bélgesinden
(6ncll bolgesinin digindan) tasarlanmis olma, 4- Belirli bir CXCL veya CCL kemokin
molekulune dzgul olma.

Bu patent bagvurusunda s6zi gegen CXCL8 kemokininin amino ucundaki éncul bodlgesinden
(CXCL8-(1-30)) turevlenen kisa peptit dizisinin (Pep8) herhangi bir kemokinin fonksiyonunu
antagonize veya agonize etme s0z konusu degildir. Bu bulusta bagisiklik sistemi yanitlarini

etkileme kapasitesine sahip peptit dizisi belirlenmistir.

Teknigin durumunda basvuru kapsamindaki peptit sekansi ile ortusen bir sekanstan veya bu
kucuk peptidin tarif ettiimiz spesifik fonksiyonlarindan dogrudan bahseden bir bilgi
bulunmamigtir. CXCL8 kemokininin oncul dizisinden (CXCL8-(1-30) turevlenen “Gly Ala Val
Leu Pro Arg Ser Ala Lys” dizisi teknigin durumunda bilinmemektedir.

Teknigin durumunda CXCL8'den koken alan peptitler karboksi u¢ kisimlarini da icermekte
(bizim bulusumuzdaki gibi oncil bdlgelerden kdéken almamaktadir) ve CXCL8'in yaptigi
fonksiyonlari antagonize veya agonize etmesi agisindan degerlendiriimektedir. Bu patent
basvurusunda s6zii gegen CXCL8 kemokininin amino ucundaki oncul bblgelerinden
tirevlenen kisa peptit dizisinin (Pep8) herhangi bir kemokini antagonize veya agonize etme
fonksiyonu s6z konusu degildir. Bu bulusta bagisikhk sistemi yanitlarini etkileme

kapasitesine sahip peptit dizisi belirlenmistir.
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Bulugun agiklamasi

Peptit yapili kiigik molekiller pek ¢ok fizyolojik strecin dizenlenmesinde ve hiicrelerarasi
iletisimin saglanmasinda rol alir. Basit yapidaki ve disuk molekiler agirhiga sahip peptitler

daha kolay stabilize olur ve hedef dokuya daha rahat ulasir.

Bu bulus, bilinen CXCL8 kemokin molekuliniin amino ucunda yer alan oncul (CXCL8-(1-30))
dizisinin rasyonel ve 6zgun bir algoritma ile irdelenmesi suretiyle bu dizilerden turevlenen

kuglk peptit molekulunun belirlenmesini ve eldesini icermektedir.

Bu diziden kuguk peptit molekul tiretilmisg, in vitro kullanima uygun olacak ve sentezlenmesi

mumkun peptit secilmistir ve Pep8 olarak adlandiriimistir.

Daha sonra sozkonusu kuguk peptit molekulunun periferik kan mononukleer hucreleri
uzerinde toksik etkisinin olmadigi belirlenmis ve molekulun immun hdcrelerin gesitli uyaranlar
altinda aktivasyonunu, cogalmasini ve sitokin sentezini nasil etkiledigi arastirlimis ve immun

duzenleyici etki gosterebildigi saptanmistir.

Pep8 floresan igaretli olarak da sentezlenmis ve hangi immun hucre tipleri ile daha cok

etkilestigi arastiriimigtir.

Bulusun detayh aciklamasi

CXCL8’e ait amino ucunda yer alan oncul dizinin (CXCL8-(1-30)) rasyonel bir algoritma ile
irdelenmesi suretiyle bu diziden bir kuguk peptit molekulu ve in vitro kullanima uygun olacak

ve sentezlenmesi mumkun olacak sekilde turetilmistir.
Bu asamada kullanilan tasarim ve tiretme kriteri asagida belirtilmistir:
e 8 aa.dan uzun olma,
e notral pH'da pozitif sarj tagsima,
o amfipatiklik,
e polar ortamda ¢gdzunmesidir (hidrofobik aa. oraninin £565% olmasi).

Tasarlanan peptit molekulune ait kimyasal formul, izoelektrik nokta, polar ortamda ¢o6zunme
(hidrofobik aa. %), molekiler agdirlik parametreleri de biyoinformatik yazilimlar kullanilarak
hesaplanmistir. llgili parametreler hem dnciil protein bélgelerinin icerdigi total peptit dizilerini

hem de bu bolgelerden turevlenen kuguk peptit molekulu icin kiyaslanmistir (Tablo-1a,b).
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Tablo 1a.

Kalip olarak kullanilan amino ucu onciil peptid dizisi Kuguk peptid molekulu (Pep)

CXCL8 | Met Thr Ser Lys Leu Ala Val Ala Leu Leu Ala Ala Phe Leu lle | Pep8= Gly Ala Val Leu Pro Arg Ser Ala Lys
Ser Ala Ala Leu Cys Glu Gly Ala Val Leu Pro Arg Ser Ala Lys

Tablo 1b.
CXCL8 Pep8

Uzunluk aa. 30 9

Mol agirhgr g/mol 3016.68 896.11
Net yuk (pH7) +2 +2
Izoelektrik nokta 9.9-10.02 11.6-11.49
Hidrofobik aa. %56.67 %44.44
Suda ¢dzunurluk ZAYIF iYi

Kuguk peptit molekulunun tasarimi agsamasinda, oncelikle National Center for Biotechnology
Information (NCBI) protein veri tabanindan insan CXCL8 kemokinlerine ait dizi elde
edilmistir. Biyolojik aktivite kazanmis olgun kemokinler igin karakteristik CXC veya ELR
motifine kadar olan protein bolgeleri secilerek Janin hidrofobisite egrileri [SIB 7
Bioinformatics Resource Portal (ExPASYy); Lifetein peptide property calculator; Innovagen

peptide property calculator yazilimlari kullanilarak] olusturulmustur (Sekil-1, A grafigi).

a) Bu egriler kullanilarak oncul kemokin bolgesinin (CXCL8-(1-30)) amfipatik ozellije
sahip kisimlari belirlenmigtir. Bu bolgelerin izoelektrik noktalari yine ayni yazilim

kullanilarak grafigi hazirlanmistir. (Sekil-1, B grafidi).

b) Proteinlerin translasyon sonrasinda organel ve hiicre membranlarina transferini
saglayan sinyal dizisi ile ortusen hidrofobik bolgeler (genellikle ilk 24-28 aa.) disarida
tutularak en az 8 aa. uzunluga sahip olacak sekilde farkh peptit dizileri segilmis ve
peptitlerin, hiicre ylzeyi ile iyi etkilesebilmeleri igin, ndtral pH'daki net yuku (Sekil-1, C

grafidi) analiz edilmistir.

Belirlenen Pep8 dizisi LifeTein (ABD) firmasi tarafindan amino terminal asetillenmis olacak
sekilde sentezlenmis ve HPLC (Saflik, 91.09%), kutle spektrofotometri analizleri ile peptit

dizisinin safligi ve dogrulugu teyit edilmistir.

Liyofilize formdaki Pep8 steril dH,O ile 5 mM stok konsantrasyonuna gelecek sekilde
cOzUImustur. Peptit stok ¢ozeltileri son konsantrasyonlari 500 uM, 50 pM, 5 pM, 0.5 pM ve
50 nM olacak sekilde, hicre kdltir ortami igerisinde seyreltilerek galisma c¢ozeltileri
olusturulmustur. Coziilen peptitler alikotlanarak -86° C’'de saklanmistir.

4



10

15

20

25

30

Daha sonra sozkonusu kucuk peptit molekulunin periferik kan mononukleer hucreleri
Uzerinde toksik etkisinin olmadigi belirlenmis ve molekulun immin hiicrelerin ¢esitli uyaranlar
altinda aktivasyonunu, ¢ogalmasini ve sitokin sentezini nasil etkiledigi arastiriimis ve Pep8'in

immun duzenleyici etki gosterebilen bir kuguk peptit molekult oldugu saptanmistir.

Pep8’in periferik kan mononukleer (PKM) hucrelerinin  aktivasyonu uzerine etkileri
incelenmistir. CXCL oncul peptit turevlerinin PKM hucrelerinin aktivasyonu uzerine olan
etkileri HLA-DR, CD80, CD154, CD25, CD86 ve CD69 belirteclerinin duzeyi akim sitometri ile

analiz edilerek degerlendirilmigstir.

Pep8in PKM hucrelerinin gogalmasi tzerine etkilerinin akim sitometrik arastinimig ve PKM
hicrelerinin gogalmasi Uzerine olan etkileri CFSE boyasinin seyrelme duzeyine goére

degerlendirilmistir. ilgili analizler akim sitometri ydntemi ile yapilmistir.

Pep8in PKM hiicrelerinden salgilanan sitokin duzeyleri Uzerine etkileri ELISA deneyleri ile

arastiriimistir.

Sonug olarak, Pep8’in PKM hiicrelerinin gogalmasi, aktivasyon belirteclerinin diizeyi ve
sitokin sentezi Uzerine etki gosterdidi belirlenmistir. Pep8 immun hucrelerin proliferasyon

yetenedini etkilemistir. Sitokin Uretimi de Pep8 varliginda dedisim gostermistir.

immuin_dizenleme etkisi: Lipopolisakkarit (LPS) uyarimi altinda mononiikleer I&kositlerin

aktivasyon dizeyini (CD86 artisi; HLA-DR, CD154, CD25 CD69, CD80 dlzeyini degistirmez)
belirtecler agisindan disik diizeyde artis yoniinde etkiler. Pro-inflamatuvar IFN-y sitokin

sentezini azaltir; IL-10, IL-4, TGF-B, TNF-a diizeylerini degistirmez.

CD3/CD28 uyarimi altinda monontkleer I6kositlerin aktivasyon duzeyini (CD86 artisi; HLA-
DR, CD154, CD25 CD69, CD80 duzeyini degistirmez) belirtegler acisindan dusik dizeyde

artis yonunde etkiler. T lenfositlerin gogalmasini etkilemez.

CD3/allojenik mononukleer hucre THP-1 uyarimi altinda mononukleer lokositlerin aktivasyon
dizeyini etkilemez. T lenfositlerin gogalmasini artirir. Pro-inflamatuvar sitokinler TNF-a ve
IFN-y duzeyini artinr; anti-inflamatuvar sitokinler TGF-B ve IL-10 duizeylerini artirir; IL-4

diizeyini degistirmez.

Bu peptit dizisinin floresan (FITC) ile isaretlenmesi sonucunda &zellikle monosit, NK ve B
lenfositler hdcreleri ile etkilestigi gorulmastir. T lenfositler ile etkilesiminin yiksek dizeyde

olmadigi belirlenmistir.
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Sonuglar

Pep8’in immin yanitlar farkli agilardan ve farkli hassasiyette etkileme kapasitesi vardir. Elde
edilen molekilin; bagisiklik sistemi biyolojisi calismalari, tim inflamatuvar hastaliklarin
teshis ve tedavisi ve immin sistem veya imm(in sistem ile etkilesen diger doku ve hicreleri

hedefleyebilmek i¢in kullanimlari sézkonusu olabilir.

Sonugta elde edilen bu peptit tlirevinin immdn yanitlar farkh agilardan ve farkh hassasiyette
etkileyebilecegi anlagiimaktadir. Bagigiklik sistemi biyolojisi agisindan ele alindigi zaman,
ilgili kuguk molekulun inflamatuvar yanitlar sirasinda agiga ¢ikma olasiligi bulunmaktadir. Bu
peptitlerin inflamatuvar bolgelerden izolasyonu veya tespiti yapilmamasina ragmen elde
edilen bulgular CXCL kemokinlerin proteolitik olarak islenmesi sirasinda agiga ¢ikan kigik
peptit molekulunun immun vyanitlan etkileme kapasitesinin bulunabilecegine isaret
etmektedir.

Diger taraftan klglk peptit molekllinin terapdtik uygulamalar igin elverigli oldugu
bilinmektedir. Mevcut bulus ile sentezlenen peptitin immuin yanitlari degistirici etkilerinin
olabilecegi gosterildiginden immdinolojik veya immin sistemin dahil oldugu veya inflamatuvar
hastaliklarda veya olaylarda bulunan peptit molekulintn saglik bilimleri ve biyoloji alanlarinin

cesitli uygulamalarinda terapdétik kullanim olanagi olabilecekdtir.

Basvuruda belirtilen CXCL8 kemokin &nciil dizisinden veya bu bolgeye komsu amino asit
bolgelerinden turevlenen kuguk peptit molekulunun immun hdcreleri 6zgul olarak isaretleme
kapasitesinden yararlanilmasi mimkuindir. Bu sayede Ozellikle miyeloid kokenli ve monositik

hiicrelerin belirlenmesi ilgili peptit molekulunun kullanimi ile s6z konusu olabilecektir.

immin sistem ile iligkili hastaliklarin teshis ve tedavisinde veya immun sistem hucrelerinin
hedeflenmesinde vefveya isaretlenmesinde kullanilacak bir ilacin veya ajanin
hazirlanmasinda Pep8 molekdlinin kullanimi mumkundur. Bu amagla Pep8 molekulu
dogrudan kullanilabilecedi gibi c¢esitli biyolojik ve kimyasal modifikasyonlarinin eldesi

suretiyle de kullanilabilecektir.

Belirtilen amino asit sekansina sahip Pep8 molekulu asagidaki terapdtik amaclar igin bir

ilacin veya ajanin hazirlanmasinda kullanilabilecektir.

e immiin sistem hiicreleri ile etkileserek immun sistem hucrelerinin yanitlarini etkileme igin
e immiin sistem ile iliskili hastaliklarin teshis ve tedavisinde

e Immin sistem hucrelerinin hedeflenmesinde

e Immiin sistem hiicrelerinin isaretlenmesinde

6
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Sekillerin agiklamasi:

Sekil-1. Pep8 peptitinin tasarim asamasinda cizilen hidrofobisite (A) ve izoelektrik nokta (B

ve C) grafikleri

A) CXCL8 kemokinlerin total dncul peptit dizilerine ait Janin hidrofobisite edrisi. Kiiglk peptit

tasarim algoritmasina en uygun oldugu belirlenen bolgeler kutu icinde isaretlenmistir. Secilen

kucuk peptite ait amino asit dizisi kutunun altinda belirtiimistir.

B) CXCL8'e ait total oncul peptit dizilerinin (1. pozisyondaki metiyonin aa.’dan CXC veya

ELR motifine kadar olan bdlge) izoelektrik nokta grafigi verilmistir. Kutu igerisinde pH 7°'de

izlenen net sarj degeri gosterilmistir.

C) CXCL8’e ait kuguk peptit dizilerinin izoelektrik nokta grafidi verilmistir. Kutu icerisinde pH

7’de izlenen net sarj degeri gosterilmistir.

<110> ESENDAGLI, GUNES

<120> AN IMMUNOMODULATOR PEPTIDE DERIVED FROM CXCL8
AMINO TERMINAL PRECURSOR SEQUENCE

<160> 13

<210> 1

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> A peptide molecule derived from CXCL8 chemokine amino terminal
precursor sequence

3

<400> Gly Ala Val Leu Pro Arg Ser Ala Lys
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