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Sentetik peptitler proteinlerin baglama kapasiteleri, proteolitik aktiviteleri, immdiinojeniteleri gibi ézelliklerinin kolaylikla cahsilabildigi
sistemlerdir. Patojenlere ait ntikleotid/aminoasit sekans verisini temel alarak belirlenen B ve T hticre epitoplari ile hem hiicresel hem
de humoral immdiniteyi uyararak spesifik koruyucu badisiklik yaniti olusturabilen asi adaylarinin gelistiriimesine olanak saglarlar.
Glivenli, biyouyumlu ve fiyat efektif olmalarina ragmen immdinojenite kapasiteleri dtistiktiir ve enzimatik bozulmaya karsi hassaslardir.
Multiepitop yaklasimi ve uygun bir adjuvan/tasiyici sistem ile sentetik peptitlerin immdiinojenite kapasiteleri artirilarak etkili ve kararl
asilar gelistirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Sentetik peptit asilar;; Multiepitop yaklagimi

ABSTRACT
Peptide Based Vaccine Strategies

Semra AYDIN, Gamze VARAN, Serhat UNAL
Department of Vaccine Technology, Hacettepe University Vaccine Institute, Ankara, Turkiye

Synthetic peptides are easy tool to investigate binding capacities, proteolytic activities and immunogenicity properties of proteins. They
enable the development of vaccine candidates that can create a specific protective immune response by stimulating both cellular and
humoral immunity with the B and T cell epitopes determined based on the nucleotide/amino acid sequence data of the pathogens.
Although they are safe, biocompatible, and cost-effective, they have low immunogenicity capacities and are susceptible to enzymatic
degradation. Effective and stable vaccines can be developed by increasing the immunogenicity capacities of synthetic peptides with a
multiepitope approach and an appropriate adjuvant/carrier system.

Key Words: Synthetic peptide vaccine; Multiepitope approach

Gelis Tarihi/Received: 28/03/2022 - Kabul Edilis Tarihi/Accepted: 01/04/2022 |

OTelif Hakki 2022 Flora. Makale metnine www.floradergisi.org web adresinden ulasilabilir. | 189

Cevrimici Yayin Tarihi: 08.07.2022


https://orcid.org/0000-0002-1670-9677
https://orcid.org/0000-0002-1291-9503
https://orcid.org/0000-0003-1184-4711

Peptit Temelli Asl

GIRIS

Asilama hastaliklara karsi immiinolojik bir ha-
fiza olusturmak amaciyla uygulanan en etkili halk
saghigi koruma yontemidir. Tim diinyada her il
100 milyondan fazla cocuk gecmiste salginlara
sebep olan ve olim dahil bircok ciddi tibbi du-
rumla iliskilendirilen hastaliklar icin asilanmaktadir.
Kiiresel olarak uygulanan asilar arasinda kizamik,
kabakulak, kizamikcik, mevsimsel grip viriisii, te-
tanoz, cocuk felci, Hepatit B, rahim agz kanse-
ri, difteri, bogmaca ve digerleri yer almaktadir.
Bu asilarin cogunlukla mikrobiyal patojenin (viriis,
bakteri vb.) inaktif veya zayiflatilmis formlarin-
dan olusan asilar olduklari ve antijen spesifik
bagisiklik yanitini indiikleyerek konakciyi tekrarla-
van infeksiyonlara karsi koruduklar1 goriilmektedir.
Tum patojeni iceren geleneksel asilarin giicli ve
uzun siireli immiinojenite olusturma kapasitelerine
ragmen, ongoriilemeyen van etki potansiyelleri
bu asilarin en onemli dezavantajlaridir. Patojenin
tamamimnin  kullamldigi bu as1 sistemlerinde, asi
formiilasyonu onlarca hatta yiizlerce protein ice-
rebilmektedir. Oysa koruyucu bagisiklik yaniti az
sayida secilmis protein tarafindan olusturulmakta-
dir. Geriye kalan proteinler ise bagisiklik yaniti
icin gerekli olmadiklar1 gibi alerjik reaksiyonlarin
olusmasina sebep olabilirler. Bu sebepledirki 21.
yiizyll as1 calismalarinda; hedef patojenin yanlizca
antijenik proteinlerini veya epitoplarini temel alan
rekombinant DNA teknolojisi, rasyonel asilama,
vapisal biyoloji, konjuge asilar, yeni nesil tekno-
lojiler, ters asilama (revers vaccinology) ve epitop

bazli as1 tasarimi gibi konular onem kazanmustir
(1-4]

[nsan viicudunda asi yoluyla bagisiklik sagla-
vabilmek icin, dogustan gelen ba@isiklik hiicreleri-
nin patojenin istilasin taniyabilmesi, anlayabilme-
sini gerektiririr. Antijen sunan hiicrelerin (APCs)
pattern tanmima reseptorleri [pattern recognition
receptors (PRRs)] araciigi ile tehlike sinyallerini
tanimasi, sitimiilator molekiillerin ve sitokinlerin
salimlarinin  saglanmasi gereklidir. PRRs tehlike
iliskili molekiiler paternleri (DAMPs) ya da mole-
kiiler patojen iliskili molekiiler paternlern1 (PAMP)
tamyarak islev goriirler. PAMPs orjin mikroorga-
nizmanin flagella, lipopolisakkaritler (LPS), hiicre
duvar1 proteinleri, tek zincirli RNA (ssRNA), en-
dozomal RNA reseptorleri ya da cift-zincirli RNA
(dsRNA), DNA gibi cesitli molekiilleri olabilir'3-2],

Genetik, biyoloji, kimya gibi bilim dallarin-
da gelisen teknolojiler ile gen/protein ekpresyon
seviyesinin belirlenmesi, DNA/RNA sekans ana-
lizleri, mikroRNAs ve cesitli metabololik yolaklar
hakkinda veri elde edilebilmektedir. Patojenin ge-
ve konake¢i arasindaki iliskinin aciga cikarilmasimi
saglayan genomik yaklasimlar, sekans analizleri vb
teknolojiler oldukca karmasik olan asi gelistirme
siireclerinde epitop temelli asi dizaynina yon gos-
termektedirl®8l. Sentetik peptit temelli asi gelistir-
me calismalart temel olarak; immiinolojik olarak
aktif peptit fragmentlerinin (epitoplarin) belirlen-
mesi, formiilasyonu ve taswyici ile konjugasyonu,
in vitro-in vivo analizler ile giivenlik ve etkililik
(spesifik koruyucu antikor yamtlarinin gosterilmesi)
ozelliklerinin  kanitlanmasi alt basamaklarini kap-
sayan arastirma gelistirme asamasi, iiretim-bitmis
tirtin kontrolleri, aday asmin preklinik-klinik aras-
tirma basamaklari olarak smniflandirilabilir®. Bu
derleme calismasinda sentetik peptit asilarinda Ar-
Ge asamasina odaklanilacaktir.

Antijenik Epitoplarin Belirlenmesi ve
Kimyasal Sentezi

Klinik olarak etkili sentetik peptit asis1 iirete-
bilmenin en ©nemli yonii optimal hedef antijeni
belirleyebilmektir. Bu amacla, patojenlere ait niik-
leotit/aminoasit sekans wverisinin elde edilebilmesi
ve potansiyel olarak antijenik proteinleri kodlayan
gen bolgelerinin in silico olarak belirlenebilmesi
bu asi yaklasiminin temelini olusturmaktadir. Motif
temelli sistemler, QSAR (hesaplanabilir yapi-aktivi-
te iliski analizi/quantitative structure-activity relati-
onship analysis), structure based, Hidden Markov
models (HMMs) vb. modern bilgisayar yazilim
teknolojileri, immiinolojik ©zelliklere sahip antijenik
proteinlerin belirlenmesine, konakei ile iliski tah-
minlerinin yapilmasina ve uzun siireli immiiniteyi
hedefleyen asi gelistirme siireclerine olanak sag-
lamaktadir!10-11], Epitoplar patojen organizmanin
yiizeyinde bulunan, konakei antikorlan tarafindan
tespit edilebilen ve bagisikhkta onemli rolleri olan
antijenik belirteclerdir. Epitop haritalama yontemi;
koruyucu bagisikhk yanitinin siiresi tizerine onemli
bir etkiye sahip oldugu bilinen B wve T hiicre
yanitlarim temel alarak, in silico tahminler ile
antijenik epitoplarin belirlenmesine ve muhtemel
yeni asilarin gelistirilmesine katkida bulunurl!2:13],
Bagisikhgin temelini olusturan antijen/antikor ilis-
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kisi yani baglanma B hiicre epitoplar1 aracih@
ile saglanir. B hiicre epitoplar1 antijenik proteinin
spesifik ylizey bolgesinde bulunurlar, kisa linear ve
ic boyutlu konformasyonel epitoplar olmak iizere
iki farkh tipi bulunabilir. Asi calismalarinda daha
yaygin kullanilan linear B hiicre epitoplarinin tah-
mini icin Preditope, People Bepitope ve BcePred
gibi cesitli yazilimlar kullanilmaktadir14-17],

B hiicre aracili hiimoral immiinite infeksi-
yonlara karsi koruma saglasa da T hiicrelerinin
dogrudan patojenin kendisinin veya infekte ol-
mus konakei hiicrelerin temizlenmesini saglayarak,
infeksiyonlarin  yayilmasini - onledikleri  bilinmekte-
dir. T hiicre reseptorleri (TCR), APCs iizerinde
yer alan temel histokompabilite kompleksleri olan
MHC [ ve MHC 1 iizerindeki peptitlere bagla-
narak T hiicrelerinin epitop ozgiilligtinii olustu-
rurlar{18l. Patojene ait tiim eksozom sekansini
temel alan NeoPredPipe, MuPeXI, pVAC-Seq, ve
CloudNeo veri algoritmalar, antijen tiirevli peptit-
lerin immiinojenite Kkabiliyetleri tahmin ederek, T
hiicreleri tarafindan taninabilen epitoplarin arasti-
rilmasinda kullanilir!!?21. CD4* ve CD8* T hiic-
re epitoplarinin belirlenebilmesinin yaninda, peptit
uzunlugu da onemli bir faktordiir. Uzun asi pep-
titleri herhangi bir ek prosese ihtiyac duymaksizin
somatik hiicrelerin HLA 1 molekiillerine ve APCs
direkt olarak baglanabilir ve boylece T hiicreleri-
nin indiiksiyonunu sa@layabilirlzz*zs].

Formiilasyonu ve Taswyic1 ile
Konjugasyonu

Peptit temelli asilarda bagisiklik tepkisini uyar-
mak icin adjuvan eklenmesi zorunludur. Temel
olarak, immiin yamtin uyarlabilmesi icin viicuda
giren patojenin (antijen), antijenik epitoplarinin
aci@a cikarilmast ve immiin sistem hiicrelerine
sunulmasi gerekmektedir. Ancak, asida kullani-
lan peptit epitoplar1 tek baslarina immiin sistemi
uyarmak icin yeterli degildir. Clinkii as1 tiretimin-
de peptit saflastirma asamasinda immiin sistemi
uyaran patojen iliskili molekiiler paternler (PAMP)
kaybedilir veya peptitler tamamen sentetik yollarla
iretildikleri icin yapilarinda PAMP’lar bulunmaz.
Bu nedenle peptit temelli as1 gelistirilirken, for-
miilasyona giiclii adjuvanlarin dahil edilmesi gerek-
mektedir?¥. Bunun yani sira asi formiilasyonunda
kullanilan antijen epitoplarinin boyutlar ¢ok kiiciik
oldugu icin organizmada bulunan ve Kkatlanmis

proteinlere kiyasla enzimatik degredasyona Kkarsi
cok hassastirlar. Bu nedenle tasiwjici sisteme de
siklikla ihtiyac duyulmaktadlr[ZS].

Asilar icin yeni adjuvanlar gelistirmeye yonelik
kapsamli arastirmalara ragmen, lisansh asilarda
kullanim icin valnizca birkac adjuvan onaylan-
mistir. Peptit temelli as1 tasarimi icin uygun bir
adjuvan secimi indiiklenmesi gereken bagisikhk
tipine gore yapilir.

Peptit temelli asilarda en sik kullanilan adjuvan
aliminyum tuzlar1 (alum)dir. Beseri asilarda kulla-
mm icin lisansh olan alum, hidroksit veya fosfat
formunda kullanilabilirler. Antijenin alum ile bir-
likte verilmesinin ardindan enjeksiyon bolgesinde
makrofajlarca zengin bir graniilom olusur. Antijen
bu graniilom icinden uzun siirede ve yavas salinir.
Bu sayede uzun siireli antijenik etki olusur. Son
yillarda alum yerine aliiminyum hidroksit nanopar-
tikiilleri de peptit temelli asilarin formiilasyonunda
kullanilmaktadir. Altiminyum hidroksit nanoparti-
kiilleri, ticari olarak istenilen boyutta temin edile-
bilmesi, enjeksiyon bolgesinde iritasyonda azalma,
sterilizasyon kolayligi gibi {istiinliikleri nedeniyle
tercih edilmektedir!26],

Peptit temelli as1 formiilasyonlarinda kullanilan
bir baska adjuvan tiirii olan emiilsiyonlar, su icin-
de vag (y/s) ve vag icinde su (s/y) olmak tiizere
temelde iki cesittir. MF59, beseri asilarda kullani-
sahip y/s emiilsiyonudur. Bilesimi bir terpenoid
kolesterol onciisii olan skualen, yiizey aktif mad-
de sorbitan trioleat (Span 85) ve polioksi etilen
sorbiton mono-oleat’tan (Tween 80) olusur27!,
Bir baska y/s tipi emiilsiyon vyapidaki adjuvan
ise yapisinda alfa tokoferol (E vitamini) bulunan
ASO03'tiir. Yapisinda bulunan E vitamininin sahip
oldugu immiinmodiilasyon etkisi sayesinde peptit
temelli asilar icin oldukca timit verici adjuvan sis-
temlerdir(28], Yag icinde su emiilsiyon adjuvanlar
ise daha uzun siireli antijen salimi sagladiklari
icin enjeksiyon bolgesinde depo etkisi saglamak
amacwyla siklikla tercih edilirler. Bunlara en iyi bi-
linen ornek Freund’'s adjuvarmidir. CFA (Complete
Freund’s adjuvant) ve IFA (Incomplete Freund’s
adjuvant) olmak {izere iki cesittir. Her iki tiirii
de vag faz1 olarak mineral yag (Marcol 52) ve
siirfaktan olarak da disnhidromannitol monooleat
(Arlacel A) icerir. ki formiilasyon arasindaki fark
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ise CFA'nin ek olarak inaktive edilmis Mycobac-
terium tuberculosis icermesidir29.

Adjuvanlarin yani sira biyobozunur, biyouyumlu,
toksik olmayan ve miimkiinse mukoadezif tasiyici
sistemler, peptit temelli asilarin etkinligini ve giiven-
ligini artirmak icin sikhkla arastinlmaktadir. Asilarda
taswyict sistemlerin kullanilmasinin en temel iki ne-
deni vardir. Bunlardan birincisi peptit epitoplarim
enzimatik degredasyondan ve fizyolojik ortamdan
koruma ikincisi ise hem peptit antijenlerini hem de
adjuvanlari immiin sistem hiicrelerine es zamanh
olarak sunmaktir. Peptit antijenlerinin immiinojeni-
sitesi zayif oldugundan tasiyici sistemlerinin kullarl-
masl, peptit antijenlerine karsi ba@isiklik tepkisini
gliclendirmede olduk¢ca ©nemlidir. Ayrica ISCOM
(Immunostimulatory complex) gibi bazi tasiwyici sis-
temlerin kendilerinin adjuvan ©zelligine sahip olma-
sindan dolay1 harici bir adjuvan kullammina gerek
kalmadan immiin sistemi uyarabilmeleri ©zellikleri
nedeniyle de dikkat cekmektedirler. [ISCOM; anti-
jen, kolesterol, fosfolipit ve saponin iceren yaklasik
40 nm partikiil biiyiikligiine sahip kafes benzeri
nanoyapilardir. Hem hiicresel hem de hiimoral
bagisikhid indiikler. Yapisal olarak ISCOM’a ben-
zeyen ancak antijen icermeyen ISCOMATRIX™ ise
sadece hiimoral bagisikh@ indiiklemektedir. Her iki
formiilasyon da antijen icin tasiyici sistem olmanin
van sira bilesiminde bulunan saponin sayesinde
gliclii birer adjuvandlrlarBO]. Etkili bir adjuvan olan
saponin ayni zamanda hemolize de neden oldugu
icin beseri asi formiilasyonlarinda kullanimi  sinir-
lanmustir. Ancak ISCOM ve ISCOMATRIX, yapila-
rinda bulunan saponinin toksisitesini nemli olciide
azaltmaktadirlar ve vyeni asi formiilasyonlar: icin
ideal bir taswici aday1d1rlar[31].

Spesifik Koruyucu Antikor Yamiti

Sentetik peptitlerin, konakcinin kromozom vya-
pisina entegre olmamalari, ucuz, kolay iiretilebil-
meleri, kimyasal olarak stabil olmalari ve advers
reaksiyonlara sebep olmaksizin T ve B hiicre
epitoplar1 ile hastaliga 6zgii koruyucu immiin ya-
nit1 uyarabilme kabilivetleri ile asi gelistirme ca-
hismalarinda siklikla kulanilmaktadirlar®2.  Giivenli
ve etkili asi gelistirebilmek icin karakterize edilen
epitoplarin notralizan antikor ve hiicresel immiini-
teyi tesvik edebilmesi gerekmektedir. Sentetik pep-
tit asilan oldukca giivenli, biyouyumlu olmalarina
ve {retim maliyetleri diger asilar ile Kkarsilastiril-

diklarinda ucuz olmalarina ragmen immiinojenite
kapasiteleri diistiktiir ve enzimatik bozulmaya karsi
hassaslardir. Immiinojenitelerini etkileyen faktorler
arasinda peptit uzunlugu onemli bir faktordiir. 15
mer uzunlugundaki kisa sentetik peptitlerin, daha
uzun 30-35 mer civarindaki sentetik peptitlere
gore bu kapasitelerinin daha az oldugu goriilmek-
tedir33.34], Dolayisi ile sentetik epitoplarin uzun-
lugu ile immiinojenite arasinda dogrusal bir iliski
mevcuttur. Kisa peptitler minimal Tc epitoplar
ilerirler ve APC lerde herhangi bir isleme gerek
olmaksizin dogrudan MHC molekiillerine bagla-
nirken, Tc epitoplarini iceren uzun peptitler ise
MHC [ molekiillerine sunulmadan tnce APC lerde
proteozomal bir siirecten gecerler. Insan papilloma
viriisii, ovalbiimin veya adenoviriis gibi cesitli anti-
jenlerle yapilan calismalar ile minimal Tc epitopla-
rint iceren kisa peptitler ile Tc epitoplarim iceren
daha uzun peptitler karsilastirildiginda, uzun olan-
lan hiicresel immiiniteyi uyarma acisindan daha
etkili olduklar gerlmUstUr[35’36]. Multiepitop stra-
tejisi sentetik peptit asilarinda immiinojeniteyi artir-
mak amaciyla kullamlan diger bir stratejidir. Farkh
protein altbirimlerine ait CD8" T hiicre epitoplari,
CD4" epitopu ve B hiicre epitopu iceren Hepa-
tit C as1 adayinin Balb/c farelerde spesifik HCV
IgG1 ve IgG2a antikorlarinin olusumunu sagladig
ve [FN-Gama seviyesini artirdigi ve uzun stireli im-
miin yant olusturdugu gbrijlmijst'ur[37]. Patojenlerin
farkh protein alt {initelerine ait Tc epitoplarim
da iceren multiepitop ast adaylarnin daha etkili
olduklar1 cesitli arastirmalar ile g'cjsterilmistir[38’39].
Klinik arastirma asamasina ulasan calismalar ‘sen-
tetik peptit asilari’ bash@: ile arastirildiginda cesitli
hastaliklar icin gelistirilen 25 farkli as1 cahsmasinin
yer aldigi goriilmektedir. (https://www.clinicaltrials.
gov/). Bu arastirmalardan 14 tanesinin Faz 1
asamasinda, 10 tanesinin Faz 2 asamasinda bir
tanesinin ise Faz 3 Kklinik arastirma safhasinda
oldugu goriilmektedir (Tablo 1).

Sonu¢ olarak, sentetik peptitler hem hiimoral
hem de hiicresel immiiniteyi hedef alabilen, uy-
gun bir adjuvan veya taswjici sistem (emiilsiyon,
lipid, nanopartikiil) ile gelistirilecek immiinojenite
kabiliyetleri ile giivenli, biyouyumlu, fiyat efektif,
etkili ve uzun siireli bagisiklik saglamasi muhtemel
yveni asilarin gelistirilmesine katki saglayabilecek
as1 sistemleridirler.
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Tablo 1. Klinik aragtirma asamasidaki sentetik peptit asilari

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar

catismasi bildirmemislerdir.
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