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OZET
PEPTIT

Bir MHC molekiiliine in vitro badlanabilen ve antijen prosesi {diger bir devisle bir
apitop) olmaksizin bir T hlicresine sunulabilen bir peptit sadlanir, bu peptit, asadidaki
proteolipit protein (PLP) peptitlerinden tiimiinil veya bunun bir bélimind icerir: PLP 36-
61: HE ALTGTEKLIET YF SKN YQD YEYLlI (SEQ ID NO. 1) PLP 179-206:
TWTTCQSIAFPSKTSASIGSLCADARMY (SEQ ID NO. 2) PLP 207-234:
GVLPWNAFPGKVCGSNLLSICKTAEFQM (SEQ ID NO. 3). Ayni zamanda, bu tir bir
peptitin, bir farmasétik bilesim icinde kullanimi ve bu tdr bir peptit kullanilarak bir

hastahigin tedavi edilmesine ve/veya dnlenmesine yonelik bir ydntem saglanir.
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iISTEMLER

. Bir peptit olup, 6zelligi bir MHC molekiline in vitro baglanabilmesi ve antijen

prosesi olmaksizin bir T hiicresine sunulabilmesi ve asagidaki proteolipit protein
(PLP) peptitlerinden segilmesidir:

PLP 39-53: LTGTEKLIETYFSKN (SEQ ID NO. 7)

PLP 42-56: TEKLIETYFSKNYQD (SEQ ID NO. 8) ve

PLP 43-57: EKLIETYFSKNYQDY (SEQ ID NO. 9).

. Istem 1’e gére bir peptit olup, 6zellidi bir demiyelinizan hastaligin tedavisinde

velveya dnlenmesinde kullanima yonelik olmasidir.

. Istem 2ye gdre kullanima yonelik peptit olup, ézelligi hastaligin multipl skleroz

olmasidir.

. Bir farmasdtik bilesim olup, ozelligi istem 1’e gbre bir veya daha fazla peptit

icermesidir.
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TARIFNAME
PEPTIT

Mevcut bulug proteolipit proteinden (PLP) peptitler ile ilgilidir. Ozellikle, bulus bir MHC
molekiline baglanabilen ve antijen prosesi olmaksizin bir T-hlcresine in vitro
sunulabilen PLP'nin hidrofilik bdlgelerinden birinden tiretilebilir peptitler ile ilgilidir.
Bulus ayni zamanda bir hastaligin tedavisinde vefveya bunun onlenmesinde bu tlr

peptitlerin kullanimi ile ilgilidir.

ALTYAPI

Multipl skleroz (MS) sinir aksonlarinin demiyelinizasyonu ile karakterize edilen, merkezi
sinir sistemini etkileyen kronik dejeneratif bir hastaliktir. MS, ¢ok sayida fiziksel ve
mental semptomlara yol agabilir ve sik sekilde fiziksel ve bilissel bozukluklara ilerler.
Hastaligin basglamasi genellikle geng vyetiskinlerde (20-4C yas) meydana gelir,

kadinlarda daha yaygindir ve diinya gapinda 1 milyondan fazla kisiyi etkiler.

MS’in hastalik sireci dediskendir ve uykuda bekleyebilir veya zaman icinde istikrarl bir
sekilde ilerleyebilir. MS’in birgok alt turd, ilerlemenin modellerine bagl olarak
agiklanmistir. MS sahibi bir insan, hassasiyet kayhi veya karincalanma, ignelenme
veya uyusma (hipoestezi ve paraestezi), kas zayifliklari, klonls, kas spazmlar veya
harekette zorlanma gibi his degisiklikleri; koordinasyon ve denge (ataksi) ile zorluklar;
konusmada (disartri) veya yutmada (disfaji) problemler, gdrsel problemler (nistagmus,
fosfenler dahil olmak Gzere optik ndrit veya diplopi), yorgunluk, akut veya kronik agr ve
mesane ve bagirsak zorluklan dahil olmak UGzere tim ndrolojik semptom veya

isaretlerden sikayetgi olabilir.

MS'in mevcut durumda, iginde vicudun kendi immiin sisteminin miyeline saldirdigi ve

buna hasar verdigi immiine aracili bir bozukluk olduguna inanilir.

MS’e yonelik bilinen higbir gare yoktur. Mevcut birgok terapinin, bir ataktan (niks) sonra
fonksiyonun eski haline getiriimesi, yeni ataklarin (nikslerin) derece veya sikhidinin
onlenmesi  veya azalilmasi veya bozuklugun kapsamimin dnlenmesi veya
azaltimasinda vyararh oldugu kamtlanmigtir. Bununla birlikte, mevcut birka¢ MS

terapisi, yan etkiler ile iliskilendirilmistir veya zayif sekilde tolere edilir. Dolayisiyla,
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MS’e ydnelik, MS'in tedavi edilmesinde ve MS'in semptomlarinin hafifletiimesi veya

azaltimasinda etkili olan alternatif terapilere yonelik bir ihtyia¢ bulunur.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Mevcut bulusgular, hiicrelere sahip sabit antijen tarafindan T-hiicrelerine sunulabilen
proteolipit proteininden (PLP) tiretilebilen birkag peptit tanimlamistir. Bu peptitler,
multipl skleroz gibi demiyelinizan hastaliklarin  dnlenmesinde ve/veya tedavi

edilmesinde kullanigh olabilir.

Bir birinci agida, bu nedenle mevcut bulug bir MHC molekiline in vitro bagdlanabilen ve
antijen prosesi olmaksizin bir T hlcresine sunulabilen ve agsadidaki PLP peptitlerinden
segilen bir peptit sadlar:

PLP 39-53: LTGTEKLIETYFSKN (SEQ ID NO. 7)

PLP 42-56: TEKLIETYFSKNYQD (SEQ ID NO. 8) ve

PLP 43-57: EKLIETYFSKNYQDY (SEQ ID NO. 9).

Bir ikinci acida, bir demiyelinizan hastaligin tedavi edilmesi ve/veya dnlenmesinde

kullanima ydnelik bulusun birinci agisina gore bir peptit saglanir.

Bir dglncl agida, mevcut bulus, bulusun hirinci agisina gére bir veya daha fazla

peptit{ler) igeren bir farmasotik bilesimi sadlar.
Burada aciklanan, ézneye bulusun birinci agisina gére bir peptitin uygulanmasina

yonelik adimi iceren, aynisina ihtiyaci olan bir 6znede bir demiyelinizan hastaligin

tedavi edilmesine ve/veya dnlenmesine yénelik bir ydntemdir.

Burada agiklanan, bir demiyelinizan hastaliyin énlenmesi ve/veya tedavi edilmesinde
kullanima yonelik bir ilacin imalatinda bulusun birinci agisina gére bir peptitin
kullanimidir.

Bulusun ikinci agisi ile baglantili olarak, hastalik multipl skleroz olabilir.

SEKILLERIN KISA AGCIKLAMASI
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Sekil 1 - Sekil 1: Ug PLP peptit bdlgesi, in vitro ve in vivo yanit verir ve yanit,
DR2 baglama tahminine iliskilendirilir. A, genis ¢er¢evede in siliko (IEDB ve
NetMHCII yéntemleri) HLA-DRB1*1501’e PLP peptitlerin baglama tahminini ve
bu peptitlerin, bu farelerdeki proliferatif bir yanitini indilklemek Uzere kabiliyetini
temsil eder. B ve C, bu uzun peptitlerin 4’Gnin, EAE’yi (2 ayn deney)
indUklemek lizere kabiliyetini temsil eder.

Sekil 2 - HEAL-26 iginde apitoplarin tanimlanmasi

Sekil 3 - TWTT-28 icinde apitoplarin tanimlanmasi

Sekil 4 - GVLP-28 icinde apitoplarin tanimlanmasi

Sekil 5 - Tolerizasyon protokolil

Sekil 6 - HEAL-26 veya POP-4 ile énceden muamele edilen farelerden LNC'nin
proliferasyonu ve sitokin dretimidir. A, HEAL-26 veya POP-4 apitopu ile
onceden muamele edilen farelerden LNC'nin timidin kaynasmasinin +/-
ortalama standart hatasinin (SEM) ortalamasini temsil eder.

Sekil 7 - HEAL-26 veya POP-4 ile onceden muamele edilen farelerden SPL’nin
proliferasyonu ve sitokin Gretimidir. A, HEAL-26 veya POP-4 apitop ile dnceden
muamele edilen farelerden SPL'nin timidin kaynasmasinin +/- SEM temsil eder.
Sekil 8 - TWTT-28 ile 6nceden muamele edilen farelerden LNC’nin
proliferasyonu ve sitokin Uretimidir. A, TWTT-28 apitop ile dnceden muamele
edilen farelerden LNC'nin timidin kaynasmasinin +/- SEM temsil eder.

Sekil 9 - TWTT-28 ile onceden muamele edilen farelerden SPL’nin
proliferasyonu ve sitokin Uretimidir. A, TWTT-28 apitop ile dnceden muamele
edilen farelerden SPL’nin timidin kaynagmasinin +/- SEM temsil eder.

Sekil 10 - POP-15 ile dnceden muamele edilen farelerden LNC’nin
proliferasyonu ve sitokin dretimidir. A, POP-15 apitop ile dnceden muamele
edilen farelerden LNC'nin timidin kaynasmasinin +/- SEM temsil eder.

Sekil 11 - POP-15 ile onceden muamele edilen farelerden SPL'nin
proliferasyonu ve sitokin Oretimidir. A, POP-15 apitop ile 6dnceden muamele
edilen farelerden SPL’nin timidin kaynagsmasinin +/- SEM temsil eder.

Sekil 12 - POP-22 ile dnceden muamele edilen farelerden LNC’nin
proliferasyonu ve sitokin Uretimidir. A, POP-22 apitop ile 6nceden muamele
edilen farelerden LNC'nin timidin kaynasmasinin +/- SEM temsil eder.

Sekil 13 - POP-22 ile dnceden muamele edilen farelerden SPL’nin
proliferasyonudur. A, POP-22 apitop ile 6nceden muamele edilen farelerden

SPL’nin timidin kaynasmasinin +/- SEM temsil eder.
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Sekil 14 - POP-22 veya GVLP-28 ile 6nceden muamele edilen farelerden
LNC’nin proliferasyonu ve sitokin Gretimidir. A, POP-22 (sol panel) veya GVLP-
28 (sag panel) apitop ile dnceden muamele edilen farelerden LNC'nin timidin
kaynagmasinin +/- SEM temsil eder.

Sekil 15 - POP-22 ve GVLP-28 ile dnceden muamele edilen farelerden SPL'nin
proliferasyonu ve sitokin Uretimidir. A, POP-22 veya GVLP-28 apitop ile
Onceden muamele edilen farelerden SPL’nin timidin kaynasmasinin +/- SEM

temsil eder.

Sekiller 6 ila 15'in her birine y&nelik, B, timidin kaynasmasinin stimilasyon indeksini
gosterir. C, kultdr st fazinda salgilanan sitokinin miktarini temsil eder. B ve C'de, doz
basina her bir nokta, ayr bir faraeyi temsil eder ve bar, medyan! temsil eder. p Mann-
Whitney testi kullanilarak hesaplanmistir. Sadece dislk p degerleri gosterilir. Bir <.05

p degeri dnemli olarak disinulir,

DETAYLI ACIKLAMA

Bir birinci agida, meveut bulug bir peptit ile ilgilidir.

Peptitler

“Peptit” terimi, bitisik amino asitlerin a-amino ile karboksil gruplan arasindaki peptit
baglar tarafindan tipik olarak birbirine baglanmis, bir dizi kalinti, tipik olarak L-amino
asitler anlamina gelmek Uzere normal anlaminda kullanilir. Terim, modifive edilmig

peptitler ve sentetik peptit analoglar igerir.

Mevcut bulusun bir peptiti, bir major histokompatibilite kompleksi {MHC) sinif | veya |l
molekdline in vifro badlanabilen ve antijen prosesi olmaksizin bir T huicresine
sunulabilen bir uzunluga sahiptir. Dijer bir deyisle, peptitler bir veya her iki ugta
herhangi bir kirpma gerektirmeksizin MHC molekilinin peptit baglama olugu igine

dogrudan baglanabilir.

MHC sinif | molekullere baglanan peptitler, tipik olarak 7 ila 13, daha genel olarak 8 ila
10 amino asit boyundadir. Peptitin baglanmasi, peptitin ana zincirindeki atomlar ile tim

MHC sinif | molekillerinin peptit-baglama olugundaki dedismez yerler arasindaki



10

15

20

25

30

temaslar yoluyla iki ucunda stabilize edilir. Peptitin amino ve karboksi terminusu
baglayan olugun her iki ucunda degismez yerler bulunur. Peptit boyunda degiskenler,
sikhikla gerekli esneklige olanak saglayan prolin veya glisin kalintilarda, peptit

belkemiginde bir kivrimlama tarafindan barindirilir.

MHC sinif Il molekiillerine baglayan peptitler, tipik olarak 8 ile 20 arasinda amino asit
boyuna, daha genel olarak 10 ile 17 arasinda amino asit boyuna sahiptir ve daha uzun
olabilir. Bu peptitler, (MHC sinif | peptit baglama olugunun aksine) her iki ugta agik olan
MHC Il peptit baglama olugu boyunca uzatilmis bir uyusumda uzanir. Peptit, peptit
baglama olugunu kaplayan korunan kalintilar ile baghca ana zincir atom temaslan

tarafindan yerinde tutulur.

Mevcut bulusun peptiti, kimyasal yontemler (Peptide Chemistry, A practical Textbook.
Mikos Bodansky, Springer-Verlag, Berlin.) kullanilarak yapilabilir. Omegin, kati faz
teknikleri (Roberge JY et al (1995) Science 269: 202-204) ile sentezlenebilir, regineden
ayrilabilir ve hazirlayici yiksek performans likit kromatografisi (6rnegin, Creighton
(1983) Proteins Structures And Molecular Principles, WH Freeman and Co, New York
NY) ile saflastinlabilir. Otomatiklestiriimis sentez, érnedin imalatgl tarafindan saglanan
talimatlar ile uyumlu olarak ABI 43 1 A Peptit Sentezleyici (Perkin Elmer) kullanilarak

elde edilebilir.

Peptit alternatif olarak, rekombinant araglar ile veya daha uzun bir polipeptitten klevaj
ile yapilabilir. Omegin, peptit miyelin proteolipit proteininden klevaj ile elde edilebilir. Bir
peptititn  bilesimi, amino asit analizi veya dizilemesi (6érnedin, Edman bozunum

proseduru) ile dogrulanabilir.

Miyelin proteolipit proteini (PLP)

Miyelin, genel olarak bir néronun sadece aksonu etrafinda, bir katman, miyelin kilifi
olusturan bir dielektrik (elektriksel olarak izole edici) materyaldir. Bu, sinir sisteminin
uygun sekilde isleyisine yonelik oldukgca onemlidir. Miyelin olusturan proteinlerden
bazilari, miyelin temel proteini (MBP), miyelin oligodendrosit glikoproteini (MOG) ve

proteolipit proteinidir (PLP).
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Merkezi sinir sistemi (CNS) miyelininin en bol miktarda proteini olan, miyelin proteolipit

proteini (PLP), bir hidrofobik integral membran proteinidir.

insan PLP dizisi, SEQ ID No. 16°da gosterilir
SEQ ID No. 16

DRI SIS O B S R S LIRS O RN

A B S U I T S I SR S Teornn Clar croaatee g

Bulusun peptiti, PLP dizisinin bir hidrofolik bdlgesinden tlretilebilir. Peptit, bir antijen
sunan hicre tarafindan antijenin dogal prosesi ile meydana gelen antijenin bir

parcasindan tiretilebilir.

PLP’nin hidrofilik bolgeleri, bunlardir;
PLP 36-61: HEALTGTEKLIETYFSKNYQDYEYLI (SEQ ID No. 17)
PLP 88-119: EGFYTTGAVRQIFGDYKTTICGKGLSATVTGG (SEQ ID No. 18)
PLP 104-135: KTTICGKGLSATVTGGQKGRGSRGQHQAHSLE (SEQ ID No.
19)
PLP 119-150: GQKGRGSRGQHQAHSLERVCHCLGKWLGHPDK (SEQ ID No.
20)
PLP 179-206: TWTTCQSIAFPSKTSASIGSLCADARMY (SEQ ID No. 21)
PLP 192-219: TSASIGSLCADARMYGVLPWNAFPGKVC (SEQ ID No. 22)
PLP 207-234: GVLPWNAFPGKVCGSNLLSICKTAEFQM (SEQ ID No. 23)
PLP 260-276: ATYNFAVLKLMGRGTKF {SEQ ID No. 24)

Peptit, agadidaki proteolipit protein (PLP) bélgesinin bir parcasini icerir:
PLP 36-61: HEALTGTEKLIETYFSKNYQDYEYLI {SEQ ID NOC. 1)

Peptit, asagidaki bdlgenin bir pargasini igerir:
PLP 39-57: LTGTEKLIETYFSKNYQDY {SEQ ID NO. 4)

Peptit, agagidaki PLP peptitlerden secilir:
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PLP 39-53: LTGTEKLIETYFSKN (SEQ ID NO. 7)

PLP 42-56: TEKLIETYFSKNYQD (SEQ ID NO. 8) ve

PLP 43-57: EKLIETYFSKNYQDY (SEQ ID NO. 9).
Apitoplar

Adapte edilebilen bir immiin yamtinda, T lenfositleri, bir protein antijenin i¢ epitoplarini
taniyabilir. Antijen sunan hiicreler (APC), protein antijenleri toplar ve bunlari kisa peptit
pargalara bozar. Bir peptit, hiicre icinde bir major histokompatibilite kompleksi (MHC)
sinif | veya |l molekultine baglanabilir ve hiicre ylzeyine taginabilir. Bir MHC maolekuli
ile baglantih olarak hiicre yizeyinde sunuldudunda, peptit bir T hicresi tarafindan (T
hicre reseptdori (TCR) vasitasiyla) taninabilir, bu durumda, peptit, bir T hicre

epitopudur.

T-hilcre epitoplan, 6z veya yabanci, herhangi bir antijene, adapte edilebilen immin
yanitinda merkezi bir gorev gorlr. Hipersensitivite hastaliklarda (alerji, otoimmun
hastaliklari ve transplant reddi igerir) T hlcre epitoplar tarafindan gorilen merkezi
gorev, deney modellerinin kullanimi vasitasiyla gdsterilmistir. Adjuvan ile kombinasyon
halinde sentetik peptitlerin (T hicre epitoplarinin yapisina bagh olarak) enjeksiyonu ile

indUkleyici veya alerjik hastaliklarin indGklenmesi mamkdndr.

Bunun aksine, ¢ozlnebilir formda peptit epitoplarin uygulanmasi yoluyla dzel peptit

epitoplara karsi immiinolojik toleransin indiklenmesinin mimkiin oldugu gosterilmistir.

Cozinebilir peptit antijenlerinin uygulanmasi, deneysel otoimmin ensefalomiyelitinde
(EAE - multipl skleroza (MS) yonelik bir model) (Metzler and Wraith (1993} Int.
Immunol. 5:1152-1165; Liu and Wraith (1995) Int. Immunol. 7:1255-1263; Anderton
and Wraith (1998) Eur. J. Immunol. 28:1251-1261); ve artrit, diyabet ve uveoretinit
deneysel modellerinde (yukarida oldugu (zere Anderton and Wraith (1998)de
incelenmistir) hastaligin inhibe edilmesine yonelik etkili bir arag olarak gosterilmistir. Bu
ayni zamanda, EAE'de (yukarda oldugu (izere Anderton and Wraith (1998)) devam

eden bir hastaligin tedavi edilmesine yonelik bir arag olarak gdosterilmistir.

Tolerojenik peptitlerin hastaligr tedavi etmek veya énlemek Gzere kullanimi, dnemli
Olgude ilgi ¢ekmigtir. Buna yoénelik bir neden, bazi tolerojenik epitoplann, aym doku

icinde ayrn antijenlere ydnelik T hicrelerini azaltarak reglile edebildidinin
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gbsterilmesidir. “Seyirci supresyonu” olarak bilinen bu fenomen, verilen bir antijen
icinde birden fazla epitopa (tercih edildi§i Gzere tim epitoplar) ve verilen bir hastaliga
yonelik birden fazla antijene, ézel bir tolerojenik peptit {(yukarida oldugu tzere Anderton
and Wraith (1998)) kullanilarak tolerans indiklemenin mumkin olmasi gerektigi
anlamina gelir. Bu, ©zel bir hastalik icindeki patojenik antijenlerinin tUminin

tanimlanmasina yénelik ihtivaci gereksiz kilar.

Peptitler ayni zamanda, nispeten dusiik maliyetleri ve peptit analoglarinin degistiriimis
immunolojik &zellikler ile dretilebilmesinden dolay! terapiye yonelik faydali bir
secenektir. Peptitler dolayisiyla, MHC veya TCR ile etkilesimlerini degistirmek (izere

modifiye edilebilir.

Bu yaklasim ile olasi bir problem, T hlicre epitoplari clarak gérev géren tim peptitlerin
tolerans indiikleyemedidinin gdsterilmesidir. Miyelim temel protein (MBP) peptiti (89-
101), immunizasyondan sonra bir immunodominant antijendir ve ayni zamanda T hiicre
reaktivitesi ve EAE’nin indiksiyonuna yonelik hazirlama ile ilgili olarak oldukga etkili bir
immunojeniktir. Bununla birlikte, bu peptitin solisyonda uygulanmasi durumunda
tolerans indiiklemede etkisiz oldugu gdsterilmistir (yukarida oldudu tzere Anderton and
Wraith (1998)).

Toleransi indilklemek (izere T hiicre epitoplarinin kabiliyetinde gbzlemlenen hiyerarsiye
yonelik birgok acgiklama sunulmustur {(yukarida oldugu ilizere Anderton and Woraith
(1998)de incelenmigtir). Ozellikle, MHC'ye y6nelik peptitin afinitesi ile tolerojenisite
arasinda bir korelasyon bulundugu (yukanda oldugu Uzere Liu and Wraith (1995)),
ancak bunun gézlemlemelerden bazilari ile uymadig sunulmustur. Ornegin, tolerojenik
olmayan MBP [89-101], nispeten yiiksek afinite ile |-A%e baglanir. Dolayisiyla, hangi

peptitlerin toleransi indUkleyecedini dngdrmek kolay degildir.

Mevcut bulusgular, bir peptip epitopunun antijen prosesi olmaksizin immatir APC
tarafindan sunulacak uygun bir boyuta sahip olmasi halinde, bu, immiinolojik toleransi
indiikleyebilir (Uluslararasi patent bagvuru numarasi PCT/GB01/03702). BaziI T hiicre
epitoplarinin  tolerojenik oldugu ve digerlerinin tolerans indikleyemedidine dair
gozlemleme, bu nedenle bazi epitoplarm, bir MHC molekdld tarafindan
sunulabilmelerinden 6nce antijen proses gerektirmesi ile agiklanabilir. Ayrnica proses

gerektiren bu epitoplar, adjuvan ile kombinasyon halinde enjekte edildiginde hastalig
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indiklemek UGzere kapasitelerine radmen, c¢dzinebilir bir formda uygulandi§inda
tolerans induklemez.
Ayrica proses gerektirmeyen epitoplar, tolerans indukleyebilir ve buluggular tarafindan

“apitoplar” (Antijen Prosese Badimsiz epiTOPLAR) olarak belirlenmistir.

Antijen prosese Bagimsiz Sunum Sistemleri (APIPS)

Mevcut bulusun peptitleri bir MHC molekiile in vitro baglanabilir ve antijen prosesi

olmaksizin bir T hicreye sunulabilir.

Bir peptitin, bir “proses igermeyen” sistem kullamlarak bir MHC moleklle antijen
prosesi olmaksizin baglanabilip badlanamadidini test etmek mimklndir. Bu tdr bir
sistem, T hlcrelerine MHC molekulleri vasitasiyla antijen sunabilmelidir, ancak antijeni
isleyememelidir. Dolayisiyla peptitler, bir antijen prosese bagimsiz sunum sistemi
(APIPS) kullanilarak bir MHC molekille in vitro baglanabilme ve antijen prosesi

olmaksizin bir T hiicreye sunulabilme kapasitelerine yonelik test edilebilir.

APIPS 6rnekleri, asadidaki unsurlari icerir:
a) sabit APC (CD28’e antikorlar ile veya bunlar olmaksizin);
by Sinif | veya Il MHC molekillleri iceren lipit membranlan (CD28’e antikorlar ile
veya bunlar olmaksizin); ve
¢) plaka-bag formunda saflastinlmis dodal veya rekombinant MHC (CD28’e

antikorlar ile veya bunlar olmaksizin).

T hucre yanmitlanm aragtirmak Gzere, érnegin bir polipeptit icinde minimal epitopu
arastirmak (zere caligmalarda, kesilmis peptitlere vanitlan &lgerek, sabit APC’nin
kullaniimasi bilinir (Fairchild ef al/ (1996) Int. Immunol. 8:1035-1043). APC, érnegin

formaldehit (genel olarak paraformaldehit) veya glutaraldehit kullanilarak sabitlenebilir.

Lipit membranlar (dizlemsel membranlar veya lipozomlar olabilir), yapay lipitler
kullanilarak hazirlanabilir veya APC'den plazma membran/mikrosomal fraksiyonlar

olabilir.

Kullanimda, APIPS bir doku kiltar plakasinin gdzlerine uygulanabilir. Peptit antijenleri

akabinde eklenir ve APIPS’in MHC pargasina peptitin badlanmasi, secilen T hiicre
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10

hatlari veya klonlarinin eklenmesi yoluyla saptanir. T hicre hatti veya klonunun
aktivasyonu, teknikte bilinen ydntemlerden herhangi biri yoluyla, érnedin *H-timidin

kaynagmasi veya sitokin salgilamasi vasitasiyla élcilebilir.

Bir peptitin, bir APIPS tarafindan bir T hucreye sunulabilmesi halinde, akabinde bu,

antijen prosesi olmaksizin MHC molekiliine baglanabilir ve bir apitoptur.

Tolerans

Mevcut bulusun peptitleri, proteclipit proteine toleransi indikleyebilir.

Burada kullanildigi dzere, “tolerojenik”, toleransi indlikleyebilme anlamina gelir.

Tolerans, bir antijene yanit vermedeki basarnsizliktir. Oz antijenlere tolerans, immiin
sisteminin oldukga o6nemli bir dzellididir, bunun kaybedilmesi durumunda, otoimmiin
hastaliklar ortaya cikabilir. Adapte edilebilen immiin sistemi, kendi dokular iginde
bulunan 6z antijenlerin otoimmin ataklan &nlenirken, olduk¢a c¢ok cesitli bulasici
ajanlara yanit verme kapasitesini srdirmelidir. Bu, timis (merkezi tolerans) icinde
apoptotik hicre dlumune immatlr T lenfositlerin hassasiyeti tarafindan genis kapsamda
kontrol edilir. Bununla birlikte, timls icinde tim &z antijenler saptanmamistir, hdylece
kendiliginden reaktif timositlerin 6limud, tamamlanmamis halde kalir. Dolayisiyla ayni
zamanda bu ile toleransin, periferal dokular (periferal tolerans) iginde matir
kendiliginden reaktif T lenfositleri tarafindan elde edilebildigi mekanizmalar bulunur.
Merkezi ve periferal toleransin mekanizmalannin bir incelemesi, Anderton et al (1999)

(Immunological Reviews 169:123-137)'de verilir.

Tolerans, CD4+ T hicrelerinin en az bir pargasinda anerjinin induksiyonundan ortaya
clkabilir veya bu ile karakterize edilebilir. Bir T hucreyi aktive etmek amaciyla, bir
peptitin T hdcrelere iki sinyal dagitabilen bir “profesyonel” APC ile iligkilenmesi
gereklidir. Birinci sinyal (sinyal (1)), APC’nin hiicre ylizeyi U(zerinde MHC-peptit
kompleksi ile dagitilir ve TCR vasitasiyla T hiicre tarafindan alinir. Ikinci sinyal (sinyal
(2)) CD80 ve CD86 gibi APC'nin yizeyi lzerindeki kostimiilatér molekiller ile daditihr
ve T hdcrenin ylzeyi Uzerinde CD28 tarafindan alinir. Bir T hdcrenin, sinyalin (2)
yoklugunda sinyali (1) almasi durumunda, aktive edilmedigi ve anerjik hale geldigi

dusindlir. Anerjik T hicreleri, sonraki antijenik yiklemeye dayaniklidir ve diger immin
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yanhitlar bastirabilir. Anerjik T hicrelerinin, T hiicre toleransina aracilik etmek ile ilgisi

olduguna inanilir.

MHC molekiiller ile badlantili olarak sunulabilmelerinden &nce proses gerektiren
peptitler, matlr antijen sunan hicreler tarafindan idare edilmelerinin gerekli olmasindan
dolay! tolerans indilklemez. Matiir antijen sunan hiicreler {makrofajlar, B hiicreler ve
dendritik hiicreler gibi), antijeni isleyebilir, ancak ayni zamanda T hiicre aktivasyonuna
yol agaran bir T hicreye sinyalleri ((1) ve {2)) dagitabilir. Apitoplar dider yandan
immatir APC Gzerinde sinif Il MHC'yi badlayabilecektir. Dolayisiyla, bunlar, T hiicre

anetjisi ve toleransina yol acarak, kostimulasyon olmaksizin T hicrelerine sunulacaktir.

Apitoplar ayni zamanda matlr APC’nin hiicre ylzeyinde MHC molekilleri hadlayabilir.
Bununla birlikte, immun sistemi, matir APC'den oldukag daha g¢ok immatir igerir
(dendritik hiicrelerin %10’dan azinin aktive edildidi dnerilmistir, Summers et al. (2001)
Am. J. Pathol. 159: 285-295). Bir apitopa varsayilan pozisyon bu nedenle aktivasyon

yerine, anerji/tolerans olacaktir.

Tolerans indUklendidinde, antijen spesifik CD4+ T hdcrelerinin hizla ¢odalma
kapasitesinin azaltildig) gosterilmistir. Aym zamanda, bu hicreler tarafindan IL-2, IFN-y
ve IL-4 (retimi azaltilarak reglle edilir, ancak IL-10 dretimi arttinlir. Peptit indOkIU
tolerans halinde farelerdeki IL-10 notralizasyonu, hastaliga yonelik duyarlihgi tamamen
eski haline getirdidi gosterilmistir. Regllator hiicrelerin poplilasyonunun, IL-10 Greten
ve immuin regllasyona aracilik eden toleransl halde devam ettigi nerilmigtir (Burkhart
ef al (1999) Int. Immunol. 11:1625-1634).

Toleransin induksiyonu bu nedenle, asadidakiler dahil clmak Gzere c¢esitli teknikler
yoluyla izlenebilir:
(a) buna yonelik peptitin in vivo bir hedef epitopu oldugu hastaliga temas etmek
{izere azaltilmis duyarhlik;
(b) CD4+ T hucrelerinde anerjinin indiksiyonu (antijen ile sonraki ylkleme ile in
vitro saptanabilir olandir);
(c) asagidakiler dahil olmak tzere, CD4+ T hicre populasyonunda degisimler
(i poliferasyonda indirgeme;
(i) ornegin, IL-2, IFN-y ve IL-4 Gretiminde azalarak regulasyon; ve

(iii) IL-10 dretiminde artistir..
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Hedef hastaliklar

Bulusun peptiti bir hastaliin tedavisinde ve/veya dnlenmesinde kullanilabilir.

Hastalik, adrenolokodistrofi, kaybolan ak madde hatsalidi veya multipl skleroz (MS) gibi

bir demiyelinizan hastalik olabilir.

Mevcut bulusun peptiti  Ozellikle multipl sklerozun (MS) tedavisinde ve/veya
dnlenmesinde kullanishdir. Multipl skleroz (MS) CNS ak madde boyunca yayilan ve
cesitli yerlerde ve zamanlarda meydana gelen multipl demiyelinizan lezyonlar ile
karakterize edilen kronik bir inflamatuvar hastaliktir (McFarlin and McFarland, 1982
New England J. Medicine 307:1183-1188 and 1246-1251). MS'in otareaktif T hicreler

ile aracilik edildigi dastndldr.

Farmasétik bilesim

Bir ikinci agida, mevcut bulus, bulusun birinci acisinin bir veya daha fazla peptit(ler)

iceren bir farmasdétik bilesimi ile ilgilidir.

Mevcut buluscular, “seyirci bastirmaya” radmen, toleransin etkili bir sekilde
indiklenmesi amaciyla birgok farkh T hicre klonunun hedeflenmesi gerekli olabilir.
Dolayisiyla, birgok peptit, bir hastaligi dnlemek veya tedavi etmek amaciyla bir bireye

uygulanabilir.

Farmasotik bilesim, érmegin 1 ile 20 arasinda apitop, dmegin 1ila 15, 2 ila 8 veya 4 ila

6 apitop icerebilir.

iki veya daha fazla apitop bulundugunda, farmasétik bilesim bir kit formunda olabilir,
burada apitoplarin bazilan veya her biri, es zamanh, ayn veya dizisel uygulamaya

yonelik ayr olarak saglanir.

Alternatif olarak (veya ilave olarak) farmasétik bilesimin (veya bunun herhangi bir
boluminin) ¢oklu dozda uygulanacak olmasi halinde, her bir doz ayn olarak

paketlenebilir.
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Farmasétik bilesim apitopun veya bunun her birinin terapétik olarak veya profilaktik
olarak etkili bir miktarini ve istede bagh olarak farmasoétik olarak kabul edilebilir bir

tagiyici, seyrelti veya eksipiyan icerebilir.

Ayni zamanda, mevcut bulusun farmasctik bilesiminde, apitop veya bunun her bini,
herhangi bir uygun baglayici(lar), yaglayici(lar), slspanse ajani(larn), kaplama

ajani(lari) veya ¢oziinme ajani(lari) ile karistirilabilir.

Uygulama

Peptit, adjuvanin yoklugunda ¢dzunebilir formda uygulanabilir.

Peptit, bir mukozal, subkitandz veya intradermal yol ile intranazal olarak uygulanabilir.

Calismalar, intraperitoneal olarak (i.p.), intravendz olarak (i.v.) veya intranazal olarak
(i.n.) veya oral olarak ¢ozinebilir formda verildiginde peptitin, T hiicre toleransi
indUkleyebildigini géstermistir (Anderton and Wraith {1998); yukarida oldugu Uzere Liu
and Wraith (1995); Metzler and Wraith (1999) Immunology 97:257-263).

Farelerdeki calismalar, tolerans indiklemek Uizere gerekli olan peptit uygulamasinin
siresinin, alicidaki T hiicrelerin éncll frekansina badh oldugunu gostermistir (yukarida
oldudu Uzere Burkhart et al (1999)). Birgok deney galismasinda, peptitin tekrarlanan
dozlarinin, toleransi indlklemek UGzere gerekli oldugu gdsterilmistir (yukarida oldugu
Uzere Burkhart et al (1999)). Peptitin tam dozu ve dozlarinin sayisi bu nedenle bireye

bagli olacaktir; bununla birlikte, tercih edilen bir dizenleme, bir¢cok doz uygulanir.

Birgok peptitin es zamanli olarak uygulanmasi halinde, bunlar, tekli veya ¢oklu dozlarda
uygulamaya yénelik uygun olan bir “kokteyl” formunda olabilir. Alternatif olarak, ¢oklu
dozlarin verilmesi ancak dozlar arasindaki peptitlerin nispi konsantrasyonlarinin

degistirilmesi tercih edilebilir.

Tercih edilen bir diizenlemede, bir “doz eskalasyonu” protokoliine uygulabilir, burada
bircok doz, asendan konsantrasyonlarda hastaya verilir. Bu tir bir yaklasim, érnegin

bal zehiri alerjisine karg immunoterapétik uygulamalrda fosfolipaz A2 peptitlere yonelik
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kullaniimistir {Miller et al (1998) J. Allergy Clin Immunol. 101:747-754 ve Akdis et al
(1998) J. Clin. Invest. 102:98-106).

ORNEKLER

Asagidaki 6mekler, mevcut bulusu gdstermek Uzere iglev gdrir, ancak bunun bir
sinirandiriimasi olarak yorumlanmamalidir. Bulus dzel olarak, bu érneklerde agiklanan

spesifik diizenlemeler ile ilgilidir

ORNEK 1 - Proteolipit protein (PLP) dizisinin hidrofilik kisimlarinin arastirmasi

Materyaller ve Yéntemler

Antijenler

PLP'nin genig olgide bir hidrofobik protein olmasindan dolayi, dizinin hidrofilik
kisimlarinin kullaniimasi gerekli olmustur. Bu amaca yoénelik, hidropatisite ¢galigmalan
gerceklestiriimisgtir ve sekiz peptit, asadidaki gibi, PLP molekilinin hidrofilik
domenlerinden sentezlenmistir;

36-61 (26mer): HEALTGTEKLIETYFSKNYQDYEYLI-NH2

88-119 (32mer): EGFYTTGAVRQIFGDYKTTICGKGLSATVTGG-NH2

104-135 (32mer): KTTICGKGLSATVTGGQKGRGSRGQHQAHSLE-NH2

119-150 (32mer): GAKGRGSRGQHQAHSLERVCHCLGKWLGHPDK-NH2

179-206 (28mer): TWTTCQSIAFPSKTSASIGSLCADARMY-NH2

192-219 (28mer): TSASIGSLCADARMYGVLPWNAFPGKVC-NH2

207-234 (28mer): GVLPWNAFPGKVCGSNLLSICKTAEFQM-NH2

260-276 (17mer): ATYNFAVLKLMGRGTKF-NH2

N L

Her bir peptite yodnelik, in silico c¢alsmalar DR2 {(HLA-DRB1*1501) badlama
kapasitesini tahmin etmek Uzere gerceklestiriimistir ve in vitro (proliferasyon deneyi) ve
in vivo (EAE indiksiyonu) ¢alhsmalan, yaniti arastirmak (zere gergeklestirilmigtir.

Sonuclar Sekil 1'de gdsterilir.

Ug peptit in vitro ve in vivo galismalarda yanit verdigi gésterilmistir ve bu, DR2 baglama
tahmini ile iliskilendirilmistir. Bu peptitler, HEAL-26, TWTT-28 ve GVLP-28'dir (peptiti
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tanimlamak Ozere yukandaki dizilerde koyu olarak gosterilen ilk dért amino asit
kullanilimistir).

Ornek 2 - HEAL-26 i¢inde Apitoplarin Tanimlanmasi
HEAL-26'y1 kapsayan 15-mer Grtligen peptitlerin bir paneli, standart F-moc kimyasi

kullanilarak sentezlenmistir. Her bir peptit, asagidaki gdsterildigi (zere, 1 amino asit ile

yerinden gikarilimistir.

HEAL-26 peptit Dizi

POP-1 HEALTGTEKLIETYF
POP-2 EALTGTEKLIETYFS
POP-3 ALTGTEKLIETYFSK
POP-4 LTGTEKLIETYFSKN
POP-5 TGTEKLIETYFSKNY
POP-6 GTEKLIETYFSKNYQ
POP-7 TEKLIETYFSKNYQD
POP-8 EKLIETYFSKNYQDY
POP-9 KLIETYFSKNYQDYE
POP-10 LIETYFSKNYQDYEY
POP-11 IETYFSKNYQDYEYL
POP-12 ETYFSKNYQDYEYLI

Peptitler, DR2 farelerinden HEAL-26 spesifik hibridomlar kullanilarak analiz edilmistir.
Bu peptitlerden, POP-4, POP-7 ve POP-8 apitop olarak tanimlanmistir.

Ornek 3 - TWTT-28 iginde Apitoplarin Tamimlanmasi
TWTT-28'vi kapsayan 15-mer &rtlisen peptitlerin bir paneli, standart F-moc kimyasi

kullanilarak sentezlenmistir. Her bir peptit, 1 amino asit ile yerinden cikarimistir.
Peptitler, DR2 farelerinden TWTT-28 spesifik hibridomlar kullanilarak analiz edilmistir.
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Asagidaki diziye sahip olan, POP-14 ila POP-18 peptitler, apitop olarak tanimlanmigtir:

TWTT-28 peptitler Dizi

POP-14 WTTCQSIAFPSKTSA
POP-15 TTCQSIAFPSKTSAS
POP-16 TCQSIAFPSKTSASI
POP-17 CQSIAFPSKTSASIG
POP-18 QSIAFPSKTSASIGS

Ornek 4 - GVLP-28 iginde Apitoplarin Tanimlanmasi

GVLP-28'y1 kapsayan 15-mer o6rtisen peptitlerin bir paneli, standart F-moc kimyasi
kullanilarak sentezlenmistir. Her bir peptit, 1 amino asit ile yerinden cikariimistir.

Peptitler, DR2 farelerinden TWTT-28 spesifik hibridomlar kullanilarak analiz edilmigtir.

Asagidaki diziye sahip, peptit POP-22 bir apitop olarak tanimlanmisgtir:
VLPWNAFPGKVCGSN.

ORNEK 5 - Ex vivo tolerans deneyi

Tolerans! induUklemek Uzere apitoplann kabiliyetini dederlendirmek amaciyla,
buluscular ilk olarak bir immin yamtini ex vivo indiklemek dzere bu apitoplarin
kabiliyetini belidemistir. Bu amaca yonelik, HLA-DRB1*1501 fareleri, ayn bir apitopun
bir doz eskalasyonu ile énceden muamele edilmistir ve akabinde karsilik gelen uzun
peptit ile hazirlanmistir. Hazirlamadan 10 gin sonra, splenositler (SPL) ve lenf digim
hiicreleri (LNC) kiiltirlenmistir ve *H-timidin kaynasmasi ile bunlarin proliferasyonunu
ve multipleks sitokin profil sistemleri ile sitokin Gretimini degerlendirmek Uzere 3 gun

boyunca karsilik gelen uzun peptit ile stimlle edilmistir (Sekil 5).

Tolerizasyon calismasi, POP-4 6n muamelesinin, lenf didimd (Sekil 8) ve dalakta
(Sekil 7) T hicre proliferasyonunun inhibisyonunu ve Th1/Th17 sitokin Oretiminin
bastinimasini (IFN-y, TNF-a ve IL-17’nin édnemli disist) indikledigini gosterir. HEAL-
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26 (Sekil 6 ve 7) poliferasyonu dustrdr ve SPL ve LNC'de IL-17 dretimini dasirdr.
Ancak, fareler HEAL-26 ile dnceden muamele edildiginde Th1/Th17 sitokinden Th2

sitokinlere bir degisim godsteren IL-5te bir artig aymi zamanda gézlemlenir.

POP-15 ve TWTT-28, SPL ve LNC’nin proliferasyonunu ve sitokin Gretimini oldukga iyi
sekilde inhibe eder. POP-15'e ydnelik, splenositlere yodnelik proliferasyonda sifir
farkhlik bulunur, ancak sitokin Uretiminde az miktarda degisiklikler bulunur. POP-15 ile
muamele edilen fareler, daha az IFN-y (statik olarak onemli), daha az GM-CSF ve
daha az IL-17 iiretir. ilaveten, fareler POP-15 ile muamele edildiginde, LNC iginde

proliferasyon ve sitokinlerin (IFN-y, GM-CSF ve IL-17) dnemli bir inhibisyonu bulunur.

POP-22’e ydnelik, sonuglar, PBS farelerin olduk¢a dilglk bir yanitindan dolay), daha az
belirgindir. Bununla birlikte, POP-22 ve GVLP-28 ile bir 6n muamelenin bir etkisinin
gézlemlenmesi mumkiinddr. Stimilasyon indeksi, POP-22 (Sekil 12 ve 14) ve GVLP-
28 (Sekil 14) ile LNC proliferasyonunda bir disils gosterir. Bu hiicreler ile IL-17
dretiminin énemli bir inhibisyonu, fareler Pop-22 veya GVLP-28 ile 6nceden muamele

edildiginde ayni zamanda gdzlemlenir.

Materyal ve Yontemler

Fareler

HLA-DRB1*1501 fareleri (DR2 fareleri) Lars Fugger {LS Madsen et al. A humanized
model for multiple sclerosis using HLA-DRZ2 and a human T-cell receptor. Nature genet
1999. 23, 343-347) tarafindan elde edilmistir ve Ab° farelere melezlenmistir. Ortaya
¢ikan DR2 fareleri, HLA-DRB1*1501 molekullu ifade eder ancak fare MHC molekolinu

etmez.

Peptitler

Uzun peptitler ve 15-mer peptitleri GL Biochem Ltd (Sangay, Cin) tarafindan
sentezlenmistir ve -80°C’de dimetil sulfoksit (DMSO, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MA)

icinde depolanmustir.

HLA-DRB1*1501’e baglanan peptitlerin aragtirmasi
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NetMHCIH 2.2 Sunucusu

NetMHCII 2.2 sunucusu, yapay néron adlarn kullanilarak peptitlerin HLA-DRB1*1501’e
baglanmasini tahmin eder. Tahmin dederleri, nM IC50 dederlerinde verilir. Gigll ve
zaylf baglama peptitleri, giktida belirtilir. YUksek afinite baglama peptitleri, 50 nM*den
az bir IC50 degerine sahiptir ve zayif baglama peptitleri, 500 nM'den az bir 1C50
degerine sahiptir. Sonug, bu sekilde hesaplanan tahmin skoru oclarak gbésterilir: 1-
log50000(aff). Web sitesi adresi: hitp://www.cbs.diu.dk/services/NetMHCII.

immiin Epitop Veritabani (IEDB): konsensiis yéntemi

Her bir peptite yonelik, dért yéntemin (ARB, kombinatoryal kitliphane, SMM_align ve
Sturniclo) her birine yonelik bir siniflama ylzdesi, peptitin skorunun, SWISSPROT
veritabanindan secgilen bes milyon rastgele 15 merin skorlan ile kiyaslanarak
olusturuimustur. Kiglk sayill bir siniflama ylzdesi, ylksek afiniteyi belirtir. Dort
yontemin medyan siniflama ylizdesi akabinde konsensils yontemine yonelik
siniflamayi olusturmak lzere kullanmimigtir. Web sitesi adresi:

http:/ftoals.immuneepitope.org/analyze/html/mhe_Il_binding.html.

Uzun peptitlerin immiinojenisitesinin belirlenmesi

Hazirlama ve EAE (Deneysel otoimmiin ensefalomiyelif)

HLA-DRB1*1501 ftransjenik fareler, kuyrugun tabaninda sunkitandz olarak PBS
(Lonza, Verviers, Belgika) icinde 100 pg uzun peptit veya sadece PBS iceren 100 pl ile
ve 4 mg/ml Mikobakterium tiberkiloz (MTh, BD Difco, Oxford, BK) ile Tam Freund
Adjuvan (CFA; BD Difco, Oxford, BK) ile enjekte edilmigtir. EAE galismasina yonelik,
fareler hazirlama ile ayni zamanda ve 2 giin sonra 200ng bogmaca toksini ile enjekte
edilmistir. Fareler akabinde, her gin hastahiga ydnelik takip edilmistir, tartiimistir ve

skorlanmustir.

Hiicre kiiltiirdi

10. gunde, drengj lenfi digumi ve dalak ¢ikanlmigtir ve splenositler ve lenf digumi

hicreleri izole edilmistir ve 96 gdzli diz tabanh plakalarda X-vivo 15 ortaminda
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(glutamin, penisilin ve steptomisin ile takviyelendirilmigtir; Lonza, Verviers, Belgika)
kaltdrlenmistir. 200 pl/gdz iginde 0.5x10° hicre/gbz profilerasyon deneyine yonelik

farkh peptit konsantrasyonlari ile kaltirlenmigtir.

Proliferasyon deneyi ve sitokin analizi

Kltir icinde 3 ginden sonra, 60 yl Ust faz hasat edilmistir (hlicreleri bozmaksizin) ve
dondurulmustur. 20 uCi/ml 6n seyreltinin (5 mCi stodu; PerkinElmer,Waltham, MA) 25
Ml/gbz tridiye timidini, 0.5 pCi/gdzlik bir nihai konsantrasyon icin hicrelere eklenmistir.
Hicreler, 37°C'de inkibe edilmigtir. 18 saatten sonra, plakalar dondurulmustur.
Akabinde erimis plakalar hasat edilmigtir ve B-sayac¢ ile okunmugtur (Wallac 1450
MicroBeta TriLux Sivi Sintilasyon Sayaci). Ust faz akabinde Th1/Th2 10plex

FlowCytomix Multiplex (Bender) fare ile analiz edilmistir.

T hiicre klonlarinin olusumu

Hazirlama ve T hiicre hatti kurulumu:

0. glnde, bes HLA-DRB1*1501 transjenik fare, kuyruk tabaninda 4 mg/ml
Mikobakterium tiiberkiiloz ile CFA'da 100 ug uzun peptit ile enjekte edilmistir. Bir PBS
hazirlanmis kontrol grubu, hazirlamaya ydnelik kontrol olarak kullaniimistir. 10. glinde,
drenaj lenf digumleri ve dalaklar ¢ikarilmistir ve splenositler ve lenf dagim hucreleri
izole edilmistir. Splenositler ve lenf dGgum hicreleri karigitinlmigtir ve CD4 T hiicreleri,
negatif saflastirma kiti (dokunulmarmis CD4 T hicreleri; Miltneyi, Bergisch Gladbach,
Almanya) kullanilarak saflagtinimistir. CD4 T hiicreleri akabinde yaklasik olarak 5x10°
hucre/ml’'de 1:1'lik bir oranda HLA-DRB1*1501 farelerinden APC (Antijen sunan
hicreler) olarak 1s1na maruz kalmis splenositler (3000 rad) ile ve bir 6 gozli plaka
icinde 10 pg/ml'de bir uzun peptit ile yeniden stimile edilmistir. Stimilasyon, fetal
buzagi serumuna (FCS) yonelik spesifik hiicrelerin aktive edilmesini onlemek (izere X-
vivo 15 ortaminda yapilmistir. 4. ginde, 20 U/ml rekombinant insan IL-2 (R&D,
Mineapolis, MN), hicrelere eklenmistir. 7. glinde, tim hicreler hasat edilmistir ve 4ll
hicreler Ficoll yogunluk gradyan ayirma (Histopaque 1083, Sigma-Aldrich, St Louis,
MA) yoluyla elimine edilmistir. Hucreler akabinde, 2:1'de APC:CD4 T hicrelerinin bir
orani ile DR2 farelerden 1sina maruz kalmig splenositler ile yeniden stimile edilmigtir.
Uzun peptit, 10 pg/mi’de kdltire eklenmistir. Bu defa, RPMI-%5 FCS (Biosera,
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Ringmer, BK; hepes, penisilin, streptomisin, glutamin: Lonza; ve B-merkaptoetanol:
gibco ile takviyelendirilmistir) kullanilmistir. 7. gunde, hicreler hasat edilmigtir, fikole

edilmisgtir ve kaynagtinlmistir.

Kaynastirma:

1x107 BW5147 hiicreler (Saglik Koruma Ajansi Kiiltiir Koleksiyonlari, Salisbury, BK) ve
1x10%° CD4 T hiicre hatti birlikte kanstinlmistir ve sert bir pelete yonelik santrif(]
tzerindeki en yiksek kirma ayarn kullanilarak bir 50 ml icinde serum igermeyen
ortamda 37°C’de yikanmistir. Ust faz dékilmistir ve fazlalik, bir pipet ile ¢cikariimistir.
Hicreler geri kalan ortamin digmesi amaciyla 5 dakika boyunca bir su banyosu icinde
birakilmistir ve akabinde bir pipet ile cikarilmigtir. Hlcre peleti yavas ancak
derinlemesine sekilde yeniden suspanse edilmistir. Akabinde, 1 ml 37°C PEG
(polietilen glikal, %40-50 solisyon, Sigma-Aldrich, St Louis, MA), hicreler kapak
igcindeki bir mini su banyosu iginde tutularak 45 saniye hoyunca eklenmistir. Hlcreler,
45 saniye boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. 1 ml 37°C serum igermeyen ortam, tiip
girdap yapilarak doénddrilirken, 30 saniye boyunca eklenmistir, akabinde 2 ml ayni
sekilde eklenmistir ve akabinde 3, 4, 10 ve 30 ml ayrica yukarida oldudu (zere
eklenmistir. TUp oldukga yavas sekilde ters cevrilmistir ve 5 dakika boyunca 37°C'de
inkilbe edilmistir. Hiicreler, akabinde ara verilmeksizin, oda sicakhginda (RT) 1300
rom'de 5 dakika boyunca santrifljlenmistir. Ust faz dikkatli sekilde bir pipet ile
gikanimistir (yaklasik olarak 1 ml pelet lGzerinde birakilmigtir). 50 ml oda sicakhginda
serum igermeyen ortam, hlcre peleti yerinden oynatilmaksizin eklenmigtir. Hicreler
yukarida oldugu Uzere santrifljlenmistir ve yikama, tam ortam ile tekrar edilmigtir.
Akabinde hucreler 50 ml oda sicakliginda tam ortam %10-FCS icinde yeniden
suspanse edilmistir ve dort 96 gdzlu diiz tabanl plakalar (100 pl /gdz) i¢inde
kaplanmistir. 38 ml tam RPMI-%10 FCS akabinde tupe eklenmistir ve onceki adim,
37°C’de inklbe edilmis 3 dizi seyrelti (toplamda 12 plaka) ile ki defa sonuna kadar
tekrar edilmistir. 48 saatten sonra, 100 pl 2x HAT (Hipoksantin-aminopterin-timidin,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MA) ortami her bir gdze eklenmistir. 6. giin ile hibridomlar
gorinmeye basglamistir. Klonlar, stabil olana kadar HAT 1X ortaminda muhafaza
edilmistir, akabinde 2-3 hafta boyunca HT (Hipoksantin-timidin Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MA) ortami i¢ine ve akabinde tam RPMI icine ¢cekilmistir. Klonlar, dengesiz (%90
FCS+%10DMSQO) hale donusebilmelerinden dolay duzenli olarak dendurulmustur.
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Klonlarin antijen-spesifikliginin degerlendiriimesi

100 ul hibridom hiicreleri diiz tabanl bir 96 gbz plakanin gozleri iginde 5x10* MGAR
hicreleri (HLA-DRB1*1501 ifade eden insan hicre hatti, Health Protection Agency
Culture Collections, Salisbury, BK) ile kultirlenmistir. 10 pg/ml’de bir uzun peptit iceren
50 pl tam RPMI-%10FCS veya DMSO’'nun (peptitin seyreltisi) ayni hacmi gézlere
eklenmistir. 48 saatten sonra, 120 pl Ust faz gikanlmigtir ve bir IL-2 ELISA (Enzime
bagh immunosorbent analiz) fare gerceklestirilmistir. IL-2 olusturan klonlar kullanilan

antijeni tanimigtir. Geri kalan Ust fazlar -20°C’de dondurulmustur.

IL-2 ELISA

96 gozlu plakalar (Immunosorb 96 g6z, Nunc, Roskilde, Danimarka) 50ul/goz
saflastinimis sigan anti-fare |L-2 yakalama Ab (BD Biosciences, Oxford, BK) ile
kaplanmistir, karbonat tamponu iginde 1:250 {3.56g Na2CO3 (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MA), 8.4g NaHCO3 (Fisher Scientific, Loughborough, BK), 1L elgastat suyu; pH
9.5) seyreltiimigtir ve 4°C’de bir gece inkiibe edilmistir. PBS-Tween (1L 10x PBS, 9L
distile su, 0.5 ml Tween (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MA)) icinde 2 yikamadan sonra,
200ul/gdz PBS-%10 FCS eklenmistir ve 1 saat boyunca oda sicakliginda inkibe
edilmistir. PBS-Tween iginde 3 yikamadan sonra, 50 pl (st faz veya IL-2 standart (BD
Biosciences, Oxford, BK) seyreltiler (PBS-%10 FCS iginde) gozler igine eklenmistir ve
2 saat boyunca oda sicakliginda inklibe edilmistir. PBS-Tween (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MA) icinde 4 yikamadan sonra, %10 FCS/PBS iginde 1:1000 seyreltiimig
50pl/g6z biyotin sigan anti-fare IL2 (BD Biosciences, Oxford, BK) eklenmistir ve oda
sicakhginda 1 saat boyunca inkibe edilmigtir. 4 yikamadan sonra, PBS icinde 1:1000
seyreltiimis  50pl/gdz  ekstravidin  peroksidaz (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MA)
eklenmistir ve oda sicakliinda 30 dakika boyunca inkibe edilmistir. 4 yikamadan
sonra, 50ul/gdz sibstrat solisyonu® eklenmistir ve belirgin bir renk degisimi gorilene
kadar oda sicakhginda inkiibe edilmistir. Reaksiyon 50pl/g6z 2M H2S04 (BDH, Poole,
BK) kullanilarak durdurulmustur ve plakalar bir ELISA okuyucu (SpectraMax Pro,
Molekiler Cihaz, Sunnyvale, CA) ile 450 nm'de (referans 550nm) okunmustur.
*Sibstrat solisyonu: 10 ml fosfat-sitrat tamponu 0.1M (5.14 ml 0.2M Na2HPO4 (BDH,
Poole, BK), 4.86 ml 0.1M sitrat (Sigma), 10 ml elgastat suyu), 0.1 ml TMB (10mg/ml'de
DMSO iginde ergime 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MA), 6 pl
hidrojen peroksit (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MA).
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Antijen prosese bagmumsiz sunum sistemi

Spesifik klonlar akabinde, sabit veya sabit olmayan MGAR hucreleri ile 15-mer
peptitlere (POP-1 ila POP-12) yanitlarina yonelik test edilmigtir. Bu amaca yonelik, ayn
klonlardan 1x10° hiicreler 96 g6zIi diiz tabanli bir plaka iginde 5x10? sabit veya taze
MGAR hiicreler ile kiiltiidenir. MGAR hiicre sabitlenmesine yonelik, 20x10° MGAR
hiicreler oda sicakhidinda 6 ml Paraformaldehit (PFA, BDH, Poole, BK) %0.5 (pH7) ile
5 dakika boyunca inkiibe edilmistir ve akabinde 0.4M'de 6 ml Glisin {(Fisher Scientific,
Loughborough, BK) reaksiyonu durdurmak uGzere eklenmistir. Hicreler akabinde
yikanmigtir ve RPMI-%10FCS iginde yeniden sitspanse edilmistir. RPMI-%10FCS
icinde seyreltmis her bir 15-mer peptitin 10pg/ml'si ayn gdzlere eklenmistir. Peptit
yerine DMSO igeren bir goz, bir negatif kontrol olarak her bir klona ydnelik kullanimistir
ve uzun peptit igceren bir gdz, bir pozitif kontrol olarak kullanimistir. Kiltiir icinde 48
saatten sonra, 120 pl st faz hasat edilmistir ve IL-2 Uretimini dederlendirmek (izere

ELISA yoluyla analiz edilmistir.

Apitop muamelesi ile tolerans indiiksiyonu

HLA-DRB1*1501 transjenik fareler -15, -13, -11, -8, -6, -4. ginde, apitopun bir doz
eskalasyonu (0.1, 1, 10 ve 3 defa 100 ug) veya 100 pyl PBS ile 6nceden muamele
edilmigtir. 0. ginde,fareler, kuyruk tabaninda 4 mg/ml Mikobakierium tiberkiloz ile
CFA’da 100 pg uzun peptit ile hazirlanmigtir. 16 glinden sonra, inguinal lenf dugimleri
ve dalak hasat edilmigtir. LNC ile proliferasyon ve sitokin Uretimi ve splenositler

akabinde yukanda ag¢iklandii Gzere analiz edilmigtir.

Bulusun agiklanan yontemleri ve sisteminin ¢esitli modifikasyonlar ve varyasyonlari,

teknikte uzman kisiler tarafindan anlasilacaktir.

Bulusun tercih edilen spesifik diizenlemeler ile badlantil olarak agiklanmis olmasina
ragmen, belirtildigi gibi bulusun asirn derecede bu tur spesifik dizenlemelere
sinirlandiriimamasi gerektigi anlasiimalidir. Kimya veya molekiler biyoloji veya ilgili
alanlarda uzman kisilere acik sekilde olan bulusu gerceklestirmeye yénelik aciklanan

modlarin ¢esitli modifikasyonlari, meveut bulug tarafindan kapsanmak Uzere amaclanir.
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Glu Thr Tyr Phe Ser Lys Asn Tyr Gln Asp Tyr Glu Tyr Leu Ile
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