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OZET

HETEROLOG GENLERLE DONATILMIS ONKOLITIK ADENOVIRUSLER

Mevcut aciklama, ornegin bir terapdtik ve / veya haberci transgeni, ozellikle bir
serotip 11 adenovirls gibi bir B grubu virusl veya Ad11'in fiber, penton ve hekzonlu
bir kimerik virGsunu, érnegin bu virlsi ihtiva eden bir farmasdétik formualasyon gibi bir
kompozisyon igeren en az bir transgen ile donatilan bir modifive edilmis adenovirls
ile, 6zellikle tedavide, daha da &zel olarak kanserin tedavisinde virls ve virls
formulasyonlarinin kullanimi ile ilgilidir. Aciklama ayrica virus hazirlama proseslerini

de kapsar.
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ISTEMLER

1. Bir replikasyona uygun grup B onkolitik adenovirus olup, 6zelligi; asagidaki

formdl (I)'in bir sekansini igermesi:

5'ITR- B1- Ba- B2- Bx- Be- By- Bs- 3'ITR
burada:

B+1in E1A, E1B ya da E1A- E1B icermesi;
Ba’nin - E2B- L1- L2- L3- E2A- L4 icermesi;
B2'nin bir bag olmasi veya E3 igermesi;

Bx'in bir bag olmasi ya da bir kisittama bdlgesi, bir ya da daha fazla transgen ya da

her ikisini igeren bir DNA sekansi olmasi; Bs'nin L5 icermesi;

Bv’'nin, bir transgen ve bir ek yeri alici sekansi igeren bir transgen kaseti icermesi ve
B3'lin bir bag olmasi ya da E4’( icermesi,

burada transgen kasetinin, E4 ve blyuk ge¢ promotérden olusan gruptan segilen bir
endojen promotorun kontrolU altinda olmasi ve transgen kasetinin, bir RNAI sekansi,
bir protein, bir antikor ya da bunlarin bir baglama fragmani, bir kemokin, bir sitokin,
birimmUinomodulatér ve bir enzimden olusan gruptan segilen bir terapétik gen

kodlayici materyali igermesidir.

2. Istem 1'e gére replikasyona uygun bir adenovirlis olup, ézelligi; burada

pramotdrin, buydk ge¢ promotdr olmasidir.

3. istem 1 veya 2've gbre replikasyona uygun bir adenovirlis olup, 6zelligi;
burada By'nin ayni zamanda, SEK ID NO: 11'de gosterilen sekansi veya siki kogullar
altinda kendisine hibridlesen bir DNA sekansini igermesidir.

4. istem 1 ila 3'ten herhangi birine gore replikasyona uygun bir adenoviris olup,
ozelligi; burada ek yeri alicisinin, CAGG, SEK ID NO: 17 ve SEK ID NO: 18'den

secilmesidir.

5. istem 1 ila 4'ten herhangi birine gére replikasyona uygun bir adenoviriis olup,
ozellidi; transgen kasetinin ayrica, bir i¢ ribozom giris sekansi veya yuksek bir kendi

kendine bdlunme verimliligine sahip 2A peptidi icermesidir.

6. Istem 1 ila 5'ten herhangi birine gore replikasyona uygun bir adenoviriis olup,

ozelligi; transgenin, ayrica bir Kozak sekansi icermesidir.
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7. istem 1 ila 6'dan herhangi birine gore bir adenovirls olup, ézelligi; transgen
kasetinin ayrica bir poliadenilasyon sekansi icermesidir.

8. istem 1 ila 7'den herhangi birine gbre bir adenovirls olup, ézelli§i; transgen
kasetinin ayrica, DNA sekansinin 3' ucunda ve / veya DNA sekansinin 5' ucunda bir

kisitlama bolgesi icermesidir.

9. istem 1 ila 8'in herhangi birine gére bir adenoviriis olup, &zelligi; en az bir
transgen kasetinin, monosistronik mMRNA'yl veya bir polisistronik mRA'yI

kodlamasidir.

10. istem 1 ila 9'a gdre bir adenoviris olup, 6zelligi; antikor veya bunun baglayic
parcasinin, OX40, OX40 ligandi, CD27, CD28, CD30, CD40, CD40 ligandi, CD70,
CD137, GITR, 4- 1BB, ICOS, ICOS ligandi, CTLA- 4, PD- 1, PD- L1, PD- L2, VISTA,
B7- H3, B7- H4, HVEM, ILT- 2, ILT- 3, ILT- 4, TIM- 3, LAG- 3, BTLA, LIGHT, CD160,
CTLA-4, PD- 1, PD- L1, PD- L2've 6zgu olmasidir.

11.  istem 1 ila 10'dan herhangi birine gére bir adenoviriis olup, 6zelligi; kodlanmis
proteinin, IL- 1qa, IL- 1B, IL- 6, IL- 9, IL- 12, IL- 13, IL- 17, IL- 18, IL- 22, IL- 23, IL- 24,
IL- 25, IL- 26, IL- 27, IL- 33, IL- 35, IL- 2, IL- 4, IL- 5, IL- 7, IL- 10, IL- 15, IL- 21, IL-
25, IL- 1RA, IFNg, IFNB, IFNy, TNFa, TGFB, lenfotoksin a (LTA) ve GM- CSF iceren

gruptan bagimsiz olarak segilen bir sitokin olmasidir.

12.  istem 1 ila 11'den herhangi birine gére bir adenoviriis olup, ézelligi; kodlanmig
proteinin IL- 8, CCL5, CCL17, CCL20, CCL22, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL13,
CXCL12, CCL2, CCL19, CCL21, CXCR2, CCR2, CCR4, CCR5, CCR6, CCRY7,
CCR8, CXCR3, CXCR4, CXCR5 ve CRTHZ2yi iceren gruptan bagimsiz olarak

secilen bir kemokin olmasidir.

13. istem 1 ila 12'den herhangi birine gore bir adenoviriis olup, 6zelligi; burada
transgenin, bir haberci gen, ornegin sodyum iyoddr simporatdr, hicre igi

metaloproteinler, HSV1- tk, GFP, lusiferaz veya 6strojen reseptora olmasidir.

14. istem 1 ila 13'ten herhangi birine gdre bir adenoviris olup, 6zellidi; burada

adenovirtsin Ad11 olmasidir.

15. Istem 1 ila 13'ten herhangi birine gére bir adenoviriis olup, dzelligi; burada

adenovirlslin, sekans ID No: 12'de gosterilen EnAd olarak da bilinen virls olmasidir.
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16. istem 1 ila 15ten herhangi birine gore bir adenovirls olup, dzelligi; burada
virusun, SEK ID NO: 1, SEK ID NO: 2, SEK ID NO: 3, SEK ID NO: 4, SEK ID NO: 5,
SEK ID NO: 6, SEK ID NO: 7, SEK ID NO: 8, SEK ID NO: 9, SEK ID NO: 46, SEK ID
NO: 48, SEK ID NO: 49, SEK ID NO: 50, SEK ID NO: 51, SEK ID NO: 52, SEK ID
NO: 53, SEK ID NO: 58, SEK ID NO: 59, SEK ID NO: 60, SEK ID NO: 61, SEK ID
NO: 63, SEK ID NO: 67, SEK ID NO: 68, SEK ID NO: 69 ya da SEK ID NO: 73

sekansini igermesidir,

17. Istemler 1 ila 16'dan herhangi birine gbre bir adenoviriisii igeren bir

kompozisyon.

18. istemler 1 ila 16'dan herhangi birine ait bir adenoviriis veya istem 17'ye gore

bir bilegsim olup, 6zellidi; tedavide kullanima yonelik olmasidir.
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TARIFNAME
HETEROLOG GENLERLE DONATILMIS ONKOLITIK ADENOVIRUSLER

Mevcut acgiklama, ornegin bir terapotik ve / veya haberci transgeni, ozellikle bir
serotip 11 adenovirls gibi bir B grubu virisu veya Ad11'in fiber, penton ve hekzonlu
bir kimerik virlsin(, drnedin bu virlsu ihtiva eden bir farmasotik formUlasyon gibi bir
kompozisyon igeren en az bir transgen ile donatilan bir modifive edilmis adenovirts
ile, 6zellikle tedavide, daha da 0zel olarak kanserin tedavisinde virlis ve virls
formulasyonlarinin kullanimi ile ilgilidir. A¢iklama ayrica virls hazirlama proseslerini

de kapsar.
ARKA PLAN

Yinelenmesi yetersiz olan adenovirus vektorleri, transgenlerin veriimesi igin birkag
yildir aragtinimaktadir. Cogunlukla, viral genomun bu bolgeleri vektorler igin gerekli

olmadidindan, genler E1 bdlgesine ve / veya E3 bolgesine yerlestiriimistir.

Transgenlerin adenoviris genomuna sokulmasi icin alternatif yerler Gizerinde sasirtic
bir sekilde nispeten az bir calisma yapildl. Buna ek olarak, galismalarin ¢ogu AdS'te

gerceklestirildi.

Hali hazirda tibbi tedavide, replikasyona elverigli onkolitik adenovirlslerin yeni nesli
bulunmaktadir. Bu virusler, kopyalanmalari igin tamamlayici hlcre dizilerine ihtiyag
duymaz. E1, viral replikasyon icin énemli bir bdlgedir ve E3 bdlgesi teoride, bir
transgenin yerlestirilmesi i¢in bir yer olarak kullanilabilirken, bu konumdan daha
fazlasina bir transgenin yerlestirilebilmesi yararli olacaktir. Bununla birlikte, virusun
yasam dongusu ve / veya virusun terapdtik 6zellikleri gibi avantajli viris dzelliklerini

bozmamaya dikkat edilmelidir.

Enadenotucirev (EnAd), daha once EnAd (W0O2005 / 118825} olarak bilinen kimerik
bir onkolitik adenoviristir, Ad11p'den fiber, penton ve hekzona sahiptir, dolayisiyla
bir alt grup B virGstdur. Ad11p ve Ad3'ten DNA iceren bir kimerik E2B bolgesi vardir.
E3 bolgesinin neredeyse tamami ve E4 bdlgesinin bir kismi EnAd'de silinir.
Dolayisiyla, genomda, ek genetik materyal canli kalirken, bunu barindiracak dnemli
bir alana sahiptir. Dahasi, EnAd bir alt grup B adenovirls oldugundan, insanlardaki

onceden var olan bagisiklik, drnegin AdS'e gore daha az yaygindir. Ad11 fiberli,
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pentonlu ve hekzonlu kimerik onkolitik viruslerin diger érnekleri arasinda OvAd1 ve
OvAd2 bulunur (bkz. WO 2006 / 060314).

EnAd, timor hucrelerini tercih edilen sekliyle enfekte ediyor gibi gorinmekte, bu
hdcrelerde hizla ¢ogalmakta ve hucre lizisine neden olmaktadir. Bu da, inflamatuar
badisiklik tepkileri Uretebilir, bodylece vicudu kanserle savasmaya tesvik eder.
EnAd'in basarnisinin bir kisminin, virisun in vivo oflarak hizli replikasyonu ile iliskili

oldugu hipotezi ortaya atilmistir.

EnAd, segici olarak tumor hacrelerini pargalarken, virlsun terapétik etkinliginin
arttinlmas ya da bir hucre sinyal proteinini kodlayan bir transgen gibi transgenlerle
veya bir hicre sinyal proteinini (veya proteinlerini) uyaran bir varligi kodlayan bir
transgeni veya bir antikorla donatilarak virisun yan etkilerinin azaltiimasi gibi baska

yararl ozellikleri sunmak da mimkindiir.

Avantajli bir sekilde, kanser hucresi icerisinde eksprese edilebilen belirli proteinleri
kodlayan DNA ile bir virls donatmak, ormegin hucreleri bagisiklik sistemi igin daha
fazla gortnur hale getirerek veya tercih edilen sekliyle tmér hicrelerini hedefleyen
terapotik bir gen / proteini vererek tim hicrelere kargi daha etkili bir sekilde

mucadele etmek i¢in viicudun kendi savunmalarinin kullaniimasini saglayabilir.

Dahasi, haberci olan transgenleri genoma ekleyebilme kabiliyeti klinik veya klinik

dncesi calismalara yardimcei olabilir.

Transgenlerin  ekspresyonunun, virusun replikasyonunu veya diger avantajh
ozelliklerini olumsuz bir sekilde etkilememesi dnemlidir. Bu nedenle, gen veya genler,
virusun replikasyon yeterliligini ve diger avantajli 6zelliklerinden 6dun vermeyen bir
yere vyerlestirilmelidir. Buna ek olarak, adenoviruslerin genomu siki bir sekilde
sarilmistir ve bu nedenle transgenlerin yerlestiriimesi i¢in uygun bir yer bulmak zor

olabilir. Bu da, yerlestirilebilecek transgenlerin boyutunu sinirlar.

Terapdtik Grinlerde, etken maddenin dzelliklerini tam olarak kontrol etmek dnemlidir,
boylece iyi tanimlanmis ve tekrarlanabilir sekilde hazirlanabilir. Rasgele yerlestirilen
transpozonlari kKullanan dnceki teknige ait sistemler, farmasdétik Urdnlerde Kkullanim
icin cok uygun degildir, clinkl transgen, rastgele virlus genomuna yerlesir ve ekleme
bélgesi, transgenin kendisi tarafindan etkilenebilir. Transpozon ile vyerlestirilen

genlerin alternatif genlerle degistiriimesi de zor olabilir.
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Bu nedenle, ¢ok ¢esitli transgenlere toleransh olan saglam ve tekrarlanabilir bir silahli

adenovirus Uretme araci gelistirmek arzu edilir.

Mevcut bulug sahipleri, tmor hicrelerinde transgeni eksprese eden, canli, stabil,
geri kazanilabilir bir viruse yol acan, endojen veya egzojen bir promotorun kontrolu
altindaki ¢ok cesitli transgenleri yerlestirmek icin uygun bir adenoviris saglama

yontemi geligtirmigtir. Yontem saglam ve tekrarlanabilir ve kesinlikle kontrol edilebilir.

Transgen, virisun stabilitesini olumsuz olarak etkilemeyen, genin 5' ucunda ve / veya

3' ucunda, fiber proteinini kodlayan genin yakininda (bitisik) bulunur.

Mevcut bulus sahipleri, antikorlar veya antikor parcalari ve hucre sinyal proteinleri
formundaki karmasik proteinlerin adenovirislerin genomundaki bu lokasyona,
ornedin Ad11 ve Ad11'den turetilmis virlsler gibi B grubu virislere drnedin endojen
E4 ya da onemli ge¢ promotdrin kontrold altinda sokulabilecegini ve basarih bir
sekilde eksprese edildigini tespit etmistir, boylece protein sentezlenmekte ve viris

replikasyonu tehlikeye atilmamaktadir.

Mevcut bulug sahipleri tarafindan gelistirilen bir plazmid, mevcut bulugun virtslerini
temin etmek Uzere L5 (fiber) geninin yakininda transgen kasetlerinin sokulmasi igin
kullanilabilen yeni adenoviris genomu bdolgeleri sunmaktadir. Alternatif olarak, bu
yerlestirme yeri mevkilerinde transgenleri veya transgen kasetleri iceren plazmitler,
bir klonlama basamagi olmadan ve dolayisiyla kisittama bdlgelerini kullanmak
zorunda kalmadan dogrudan tam olarak sentezlenebilir.

Bulusun Kisa Acgiklamasi

yetkin B grubu onkolitik adenovirus saglanmaktadir:
5'ITR- B1- Buir- B2- Bx- Bs- By- B3- 3'ITR (I)

burada:

B1 bir bagdir veya E1A, E1B veya E1A- E1B igerir;
Ba E2B- L1- L2- L3- E2A- L4'tur;

B2 bir bagdir veya E3 igerir;

Bx bir bag veya bir kisitlama bolgesi, bir veya daha fazla transgen veya her ikisini de

iceren bir DNA sekansidir;
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Bs L5 icerir;
By bir transgen ve bir ek yeri alici sekansi iceren bir transgen kasetini icerir; ve
Bz bir bagdir ya da E4'U igerir;

burada transgen kaseti, E4 ve buyuk ge¢ promotorden olusan gruptan segilen bir
endojen promotérin kontroli altindadir ve transgen kaseti, bir RNAi sekansi, bir
antikoru veya bunun bir baglama fragmanindan, kemokinler, sitokinler,
immunomodulatér ve enzimlerden olusan gruptan segilen bir terapdtik gen kodlayici

materyali igerir.

Bir dizenlemede Bx Bir kisittama bolgesi, érnegin 1, 2, 3 veya 4, mesela 1 veya 2
gibi bir kisittama bolgesi igerir. Bir dizenlemede Bxen az bir transgen, érnegin 1 veya
2 transgen icerir. Bir dizenlemede Bx &zellikle de kisitlama balgelerinin, bunu/bunlar
spesifik olarak genomdan kesmesine ve / veya degistirmesine mulsaade eden bir
geni veya genleri iceren DNA sekansini sikistirdigi yerlerde en az bir transgen,
ornegdin 1 veya 2 transgen ve bir veya daha fazla kisittama bélgesi, dérnegin 2 veya 3
kisittama bolgesi ihtiva eder. Alternatif olarak, kisittama bolgeleri her geni
sikigtirabilir, drnegin iki transgen oldugu zaman, genlerin segilerek kesilmesini ve /
veya degisgtirilebilmesini saglamak i¢in G¢ farkh kisittama bdlgesi gereklidir. Bir
dizenlemede, bir veya daha fazla, 6rnegin tUm transgenler bir transgen kaseti
bicimindedir. Bir diizenlemede, Bx SEK ID NO: 10'u kapsar. Bir dlizenlemede, SEK
ID NO: 10, ornegin bir transgen ile kesilir. Bir dizenlemede, SEK ID NO: 10 sureklidir
(kesilmemektedir). Bir duzenlemede, Bx bir kisittama alani igcermez. Bir
duzenlemede, Bx bir bagdir. Bir duzenlemede, Bx bir veya daha fazla transgen ihtiva

eder veya bunlardan olusur.

Bir duzenlemede By Bir kisittama bolgesi, ornegdin 1 veya 2 gibi 1, 2, 3 veya 4
kisittama bolgesi icerir. Bir duzenlemede By en az bir transgen, ornegin 1 veya 2
transgen igerir. Bir dizenlemede By Ozellikle de kisitlama bdélgelerinin, bunu/bunlan
spesifik olarak genomdan kesmesine ve / veya degistirmesine misaade eden bir
geni veya genleri iceren DNA sekansini sikistirdigi yerlerde en az bir transgen,
ornegdin 1 veya 2 transgen ve bir veya daha fazla kisitlama bolgesi, ornegin 2 veya 3
kisittama bdlgesi ihtiva eder. Alternatif olarak, kisittama bolgeleri her geni
sikistirabilir, érnegin iki transgen oldugu zaman, genlerin segilerek kesilmesini ve /

veya degistirilebilmesini saglamak igin (¢ farkh kisitlama bolgesi gereklidir. Bir
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duzenlemede, bir veya daha fazla, ornegin tum transgenler bir iransgen kaseti
bicimindedir. Bir dizenlemede By SEK ID NO: 11 igerir. Bir duzenlemede, SEK ID
NO: 11, ornegin bir transgen ile kesilir. Bir dlizenlemede, SEK ID NO: 11 sureklidir
(kesilmemektedir). Bir duzenlemede, By bir kisittama alani icermez. Bir

dizenlemede, By bir veya daha fazla transgen ihtiva eder veya bunlardan olusur.

Bir dizenlemede Bx ve By nin her biri bir kisittama bdlgesi, 6rnegin 1 veya 2 gibi 1, 2,
3 veya 4 kisittama bolgesi igerir. Bir dizenlemede Bx ve By her biri en az bir
transgene, 6érnedin 1 veya 2 transgen ihtiva eder. Bir diizenlemede Bx ve By 'nin her
biri ozellikle de kisitlama bdolgelerinin, bunu/bunlar spesifik olarak genomdan
kesmesine ve / veya degistirmesine mlisaade eden bir geni veya genleri iceren DNA
sekansini sikistirdigi yerlerde en az bir transgen, 6rnegin 1 veya 2 transgen ve bir
veya daha fazla kisittama bdlgesi, 6rnedin 2 veya 3 kisitlama bdlgesi intiva eder.
Alternatif olarak, kisitlama bdlgeleri her geni sikigtirabilir, drnegin iki transgen oldugu
zaman, genlerin secilerek kesilmesini ve / veya degistirilebilmesini saglamak igin Ug
farkh kisittama bolgesi gereklidir. Bir duzenlemede, bir veya daha fazla, érnegin tum
transgenler bir transgen kaseti bicimindedir. Bir dizenlemede Bx ve By sirasiyla SEK
ID NO: 10 ve SEK ID NO: 11 igerir. Bir duzenlemede Bx ve By bir kisitlama alani

icermez. Bir duzenlemede Bx bir bagdir ve By bir bag dedgildir.

Bir diizenlemede transgen Bx'te yerlesiktir. Bir diizenlemede transgen veya transgen
kaseti Bv'de vyerlesiktir. Bir dizenlemede bir transgen veya transgen kasedi Bx ve
Bvy'de konumludur, érnegin, transgenler her konumda ayni veya farkli olabilir.

Avantaj saglayan haliyle, mevcut virus yapilarindaki transgen, erken genlerden
¢cikarllan bir yere sokulur, cunku bu durum viris geni ekspresyonunu veya

replikasyon hizini etkileme ihtimalini azaltir.

Bir duzenlemede, serotip 11'in veya bunun virls turevinin replikasyonuna yetkin bir
onkolitik adenovirls saglanir; burada fiber, hekzon ve kapsid serotip 11'dir, burada
viris genomu bir terapétik antikor veya antikor baglayici fragmani kodlayan bir DNA
sekansi icerir, adi gegen DNA sekansi, virus replikasyonuna mudahale etmeyecek
sekilde, E4'den ve blyuk ge¢ promotdrden segilen adenovirls igin endojen olan bir
promoterin kontroli altindadir, burada Orneg@in, terapotik antikor veya antikoru
baglayan fragmani kodlayan DNA sekansi, E4 promotdrunin kontroll altinda veya

alternatif olarak blylik ge¢ promotdriin kontroli altindadir, dzellikle de virlis genom
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sekansinda L5'den sonra (yani, virus sekansinin 3' ucuna dogru) yer alan bir antikoru
veya antikoru baglayan fragmani kodlayan DNA sekansidir. Avantajh bir sekilde, bir
endojen promotorun kullanilmasi transgenlerin  yerlestiriimesi i¢cin mevcut alan

miktarini en ust duzeye ¢ikarmaktadir.

Avantaj saglayan haliyle, bu promotérlerin kontroll altindayken, virlis ¢ogalmaya
elverigli kalir ve antikoru tam uzunlukta bir antikor veya uygun bir baglama fragmani
veya bagka bir protein olarak eksprese edebilir. Boylece antikor veya segilen diger
protein, kanser hucresi tarafindan eksprese edilecektir. Bir endojen promotdr
kullanmak, avantajli olabilir, ¢cinku bu antikoru, fragmani veya baska bir proteini
eksprese etmek icin dahil edilmesi gereken transgen kasetinin boyutunu azaltir;
baska bir deyisle kaset daha kigluk olabilir; ¢lnkl egzojen bir promotdrin dahil

edilmesi gerekmez.

Viraste bir endojen promotorun kullaniimasi, terapdtik bir baglamda avantajli olabilir,
gunku transgen sadece, surekli olarak transgeni kopyalayacak ve antikorun veya
fragmanin uygun olmayan bir konsantrasyonuna yol agabilecek yapici bir egzojen

promotorin aksine virlis gogaliyorken eksprese edilir.

Bir dizenlemeden, antikorun veya fragmanin ifadesi buyik ge¢ promotdrin kontrolu

altindadir.

Bir diizenlemede, antikorun veya fragmanin ekspresyonu E4 promotdriniin kontrolu

altindadir.

Bir yaklasimda, serotip 11'in veya bunun virus turevinin replikasyonuna yetkin bir
onkolitik adenovirus saglanir; burada fiber, hekzon ve kapsid serotip 11'dir, burada
virus genomu bir terapotik antikor veya virls ¢ogalma dongusunde gec¢ eksprese
edilen ve transgenin virus cogalmasi ile cakismadigr sekilde virus genomunun bir
kisminda konumlu antikor baglayici fragmani kodlayan bir DNA sekansi igerir, adi
gecen DNA sekansi, virls replikasyonuna miudahale etmeyecek sekilde, adenovirls
icin endojen olan bir promoterin kontrolu altindadir, burada érnegin, terapotik antikor
veya antikoru baglayan fragmani kodlayan DNA sekansi, CMW promotorinun
kontrolu altindadir, Ozellikle de bir antikoru veya antikoru baglayan fragmani
kodlayan DNA sekansi viris genom sekansinda L5'den sonra (yani, viris sekansinin
3' ucuna dogru) yer alir. Bir egzojen promotdr kullanmak, avantajli olabilir, ¢inkd
drnegin bazi durumlarda c¢ok yararh olabilen, drnedin hastanin ¢ok yaygin kansere
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sahip oldugu durumda, antikoru veya fragmani kuvvetli sekilde ve yapisal olarak
eksprese edebilir. Bir duzenlemede, antikorun veya fragmanin ekspresyonu bir CMV
promotorunun kontroll altindadir. Bir duzenlemede, egzojen promotor, bu DNA
sekansi ile iligkilidir, érnegin antikoru veya fragmani kodlayan ekspresyon kasetinin

bir parcasidir.

Bir dizenlemede, antikoru veya fragmanini kodlayan DNA sekansi, virls sekansinda
L5 geninden sonra bulunur. Avantaj sadlayan haliyle, mevcut bulug sahipleri, virustin
yasam dongusunu veya vektorin stabilitesini olumsuz bir sekilde etkilemeksizin bir
egzojen ya da endojen promotorin kontroli altinda Bx ve/veya By've cesitli

transgenlerin eklenebilecegini tespit etmistir.

Bir dizenlemede transgen, en az bir kodlama dizisi (yani, en az bir transgen) ve
istege bagl olarak asagdidakilerden bagimsiz olarak secilen bir veya daha fazla 6ge

iceren bir transgen kasetinin pargasidir:

i. Bir egzojen promotor veya ek yeri alici gibi bir gen ekspresyon duzenleyicisi;
ii. Bir i¢ ribozom girisi (IRES) DNA sekansi;

iii. Yuksek kendiliginden bolinme verimli 2A peptidini kodlayan bir DNA sekanst;
iv. Bir poliadenilasyon sekansini kodlayan bir DNA sekansi ve

v. Bunlarin kombinasyonlari.

Daolayisiyla, bir yapilanmada, transgen kaseti i) veya ii) veya iii) veya iv) igerir.

Bir dizenlemede transgen kaseti, i) ve ii) veya i) ve iii) veya i) ve iv) veya ii} ve iii)
veya i} ve iv) veya iii) ve iv) icerir.

Bir duzenlemede, transgen kaseti i) ve ii) ve iii), veya i) ve ii) ve iv), veya i) ve iii} ve
iv), veya ii) ve iii) ve iv) icerir.

Bir dizenlemede, transgen kaseti i) ve ii)'yi ve iii} ve iv)'U icerir.

Bir dlzenlemede, transgen veya transgen kaseti, ornegin bir protein kodlama

sekansinin baglangicinda mRNA'nin translasyonuna yardimci olan bir Kozak sekansi

igerir.

Mevcut agiklamaya gdre bir virls i¢eren bir kompozisyon, ozellikle de tarifnameye
gore bir adenoviris ve bir farmasotik olarak kabul edilebilir eksipiyan igeren bir

farmasoétik kompozisyon saglanmaktadir.
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Mevcut agiklama, bundan baska, tedavide kullaniimak UGzere o©Ornedin kanser
tedavisinde kullanim i¢in bulusa uygun bir adenoviris veya kompozisyon ile de
ilgilidir.

Aciklama ayni zamanda, burada tarif edildigi gibi bir virGsin ya da bunu igeren bir

kompozisyonun terapodtik olarak etkili bir miktarinin ihtivag halindeki bir hastaya,

Ozellikle bir insan bir hastaya uygulanmasini kapsayan bir tedavi yontemi ile ilgilidir.
Detayli Agiklama

Burada kullanilan transgen, virls igin dogal olmayan (egzojen) veya normalde
virustn bulundugu yerde bulunmayan bir gen olan genom dizisine eklenen bir geni
belirtir. Transgenlerin ornekleri asagida verilmektedir. Burada kullanildigi haliyle
transgen ayrica, genin, eklendiginde tam uzunluktaki genin iglevini veya islevinin
gogunu gerceklestirmek icin uygun oldugu genin bir kismi olan fonksiyonel bir

fragmanini da igerir.

Transgene ve kodlama sekansi aksi belirtiimedigi surece burada viral genom
icerisindeki ekler baglaminda birbirlerinin yerine kullanilir. Burada kullanildigi haliyle
kodlama sekansi, 6rnegin fonksiyonel bir RNA, peptit, polipeptit veya proteini
kodlayan bir DNA sekansi anlamina gelir. Tipik olarak, kodlama sekansi, ilgilenilen
fonksiyonel RNA, peptit, polipeptit veya proteini kodlayan transgen icin cDNA'dIr.
Fonksiyonel RNA, peptitler, polipeptit ve ilgili proteinler asagida tarif edilmigtir.

Acik bir sekilde, viris genomu DNA kodlama sekanslarini igcermektedir. Virlisun
genomik dizilimindeki endojen (dodal olarak olusan genler), bu tarifnamenin
baglaminda, dogal olmayan bir yerde ya da bir dogal olmayan bdélgede oldugu gibi
rekombinant teknikler ile modifiye edilmedigi surece transjen olarak kabul

edilmemektedir.

Bir duzenlemede burada kullanilan haliyle transgen, bir organizmadan izole edilmis
ve farkh bir organizmaya yani mevcut agiklamanin virisune sokulan bir gen veya
cDNA sekansini ihtiva eden bir DNA bolumunu belirtir. Bir dizenlemede DNA'nin bu
dodal olmayan segmenti, fonksiyonel RNA, peptit, polipeptit veya protein Uretme

kabiliyetini koruyabilir.

Dolayisiyla, bir diizenlemede yerlestirilen transgen, bir insan veya himanize protein,

polipeptit veya peptidi kodlar.
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Bir duzenlemede, yerlestirilen bu transgen, ornegin bir fare, sican, tavsan, deve,
lama veya benzerinden alinan bir insan dis1 protein, polipeptit veya peptit (insan
olmayan bir memeli proteini, polipeptit veya peptit gibi) veya RNA molekulini kodlar.
Avantaj saglayan haliyle, mevcut agiklamadaki virusler, transgenlerin kanserli hucre
icinde tasinmasina izin verir. Boylece, insan hasta tarafindan insan disi bir sekansa
(6rnegin bir protein) karsi olusturulan tepkiler, bu hdcre igcine verme ile en aza
indirilebilir.

Bir DNA dizisi, birden fazla transgeni, 6rnegin 1 veya 2 gibi 1, 2, 3 veya 4 transgen

icerebilir.

Bir transgen kaseti, birden fazla transgeni, 6rnedin 1 veya 2 gibi 1, 2, 3 veya 4

transgen icerebilir.

Bir veya daha fazla duzenlemede bu kaset, Sekillerin veya drneklerin birinde veya

daha fazlasinda gosterildigi gibi duzenlenmektedir.

Bu kullanildigi haliyle, transgen kasedi, bir ya da daha ¢ok kodlama sekansi ve bir ya
da daha ¢ok duzenleyici 6ge biciminde bir ya da daha g¢ok transgen kodlayan bir
DNA dizisini ifade etmektedir.

Bir transgen kaset, bir veya daha fazla monosistronik ve / veya polisistronik mRNA

dizisini kodlayabilir.

Bir diizenlemede, transgen veya transgen kaseti, monosistronik veya polisistronik bir
MRNA'yI kodlar ve drnegin, kaset, bir endojen promotdr veya egzojen promotdr veya
bunlarin bir kombinasyonunun kontrolu altinda bir yerde adenovirus genomuna

yerlestiriimeye uygundur.

Burada kullamildigi haliyle, monosistronik mRNA, tek bir fonksiyonel RNA, peptit,

polipeptit veya proteini kodlayan bir mMRNA molekulinu ifade eder.
Bir dizenlemede, transgen kaseti monosistronik mMRNA'y1 kodlar.

Bir dizenlemede, monosistronik mRNA'y1 kodlayan bir kaset baglaminda transgen
kaseti, istege badli olarak bir egzojen promotér (transgenin aktif oldugu yeri ve
zamani belirleyecek bir dizenleyici sekans olan) ya da bir ek yeri bdlgesi {bir mMRNA
molekulinun splaysozom tarafindan ne zaman bdlunecegini belirleyen bir dizenleyici

sekans olan), bir kodlama sekansi (yani, transgen) iceren bir DNA segmentini ifade
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eder, genellikle ilgili proteinin cDNA'sindan tlretilir, opsiyonel olarak da bir poliA

sinyal sekansi ve bir sonlandirma sekansi icerir.

Bir dizenlemede, transgen kaseti, bir veya daha fazla polisistronik mRNA sekansini

kodlar.

Burada kullanildigi haliyle, polisistronik mRNA, iki veya daha fazla fonksiyonel RNA,
peptit veya protein veya bunlarn bir kombinasyonunu kodlayan bir mRNA
molekulunu ifade eder. Bir dlizenlemede, transgen kaseti bir polisistronik mRNA'yi

kodlar.

Bir duzenlemede, polokistronik mRNA'y1 kodlayan bir kaset baglaminda transgen
kaseti, istege bagli olarak bir egzojen promotor (transgenin aktif oldugu yeri ve
zamani belirleyecek bir duzenleyici sekans olan) ya da bir ek yeri bdlgesi (bir mMRNA
molekulinin splaysozom tarafindan ne zaman balinecegini belirleyen bir duzenleyici
sekans olan), iki ya da daha kodlama sekansi (yani, transgenler) iceren, genellikle
ilgili proteinin cDNA'sindan turetilen, érnegdin her kodlama sekansinin ya bir IRES ya
da bir 2A peptidi ile ayrildigi bir DNA segmenti icerir. Transkripsiyon yapilacak son
kodlama sekansini takiben, kaset istege badli olarak bir poliA sekansi ve bir

sonlandirma sekansi icerebilir.

Bir diizenlemede transgen kasedi, ardindan bir monosistronik mRNA'y1 kodlar, bunu
polisistronik mRNA takip eder. Bagka bir dlzenlemede, transgen kaseti bir
polisistronik mRNA'yI, ardindan bir monosistronik mRNA'y1 kodlar.

Mevcut agiklama, bir grup B adenovirusi ile ilgilidir. Grup B adenovirusu, bir insan
adenovirusudur. Mevcut agiklamaya gore olan adenoviris, ayrica, herhangi bir,

henuz tanimlanmamis veya siniflandinimamis adenoviral serotipleri de kapsar.

Su anda 50'den fazla bilinen adenoviral serotipler AF'lerin alt gruplarina ayrilmistir.
Bakin, ornegin, Tablo 1'de gosterildigi gibi Strauss, "Adenovirus infections in
humans," in The Adenoviruses, Ginsberg, ea. , Plenum Press, New York, NY, pp.
451- 596 (1984) ve Shenk, "Adenoviridae: The Viruses and Their Replication,” in
Fields Virology, Vol. 2, Fourth Edition, Knipe, 35ea. , Lippincott Williams & Wilkins,
pp. 2265- 2267 (2001).

Alt Grup | Adenoviral serotip
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A 12, 18, 31
B 3,7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 51

c 1,2,5,6

D 8- 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22- 30, 32, 33, 36- 39, 42- 49, 50
E 4

F 40, 41

Mevcut aciklamada adi gegcen adenovirus, ornegin, Ad3, Ad7, Ad11, Ad14, Ad16,
Ad21, Ad34 ve Ad51'den olugsan ya da bunlar igeren gruptan bagimsiz olarak
secilen, mesela Ad11, ozellikle de Ad11p (Slobitski susu) gibi bir alt grup B'dir. Bir
dizenlemede buluga ait adenoviris, Ad11, 6zellikle de Ad11p gibi bir alt grup B
adenovirlsunun hekzonu ve / veya elyafi gibi kapsid'e sahiptir. Bir dizenlemede
adenovirls, Ad11'dir veya Ad11p gibi, Ad11'in fiberine ve / veya hekzon ve / veya

pentonuna sahiptir.
Bir dizenlemede, bu bir grup A virusu degildir.

Bir duzenlemede bu adenovirus, bir C grubu virusu degildir. Bir duzenlemede bu
adenoviriis, Ad5 degildir. Burada kullanilan sekliyle Ad5, serotip 5 olarak
adlandirilan bilinen adenovirtsleri belirtir, AdS5'in dizilerini iceren genetik olarak
islenmis virusleri kapsamaz. Bir dizenlemede, mevcut agiklamaya ait virtsler bir Ad5

kapsidine sahip degildir.

Bir dlizenlemede, mevcut aciklamaya ait adenovirus, kimeriktir. Bir adenovirts
kimerik oldugu zaman, serotipi belirlemek igin dig kapsid karakteristikleri
kullanilacaktir. Burada kullanilan haliyle kimerik, ayni grup iginde farkli serotipler de
dahil olmak Uzere en az iki farkh virls serotipinden DNA iceren bir virlise karsilik

gelir.

Bir dluzenlemede, onkolitik viris ayni serotipten, &rnegin ikincisinin genomik
sekansinin 30812- 31789, 18254- 21100 ve 13682- 15367 pozisyonlarinda bulunan
mesela Ad11, 6zellikle Ad11p'den bir fiber, hekzon ve penton proteinlerine sahiptir,
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burada nukleotid pozisyonlari gen bankasi ID 217307399 (erisim numarasi:
GC689208) ile iligkilidir.

Bir dizenlemede, adenovirls enadenotucirev'tir (EnAd olarak ve daha 6nce EnAd
olarak da bilinir). Burada kullanilan haliyle enadenotucirev, SEK ID NO: 12'nin
kimerik adenoviristnu belirtir. Bu, yabani tipte adenovirlslere kiyasla arttiriimig
terapotik dzelliklere sahip olan bir replikasyona yetkin onkolitik kimerik adenovirstir
(bkz. WQO2005 / 118825). EnAd, Ad11p ve Ad3'ten DNA'va ve E3 / E4'te
delesyonlara sahip olan bir kimerik E2B bolgesine sahiptir. Enadenotucirev'deki
yapisal degisiklikler, Ad11p'den yaklasik 3. 5 kb daha kuguk bir genom ile sonuglanir,

bdylece transgenlerin eklenmesi igin ek "alan" saglanir.

OvAd1 ve OvAd2 ayrica genomda ilave "alan" bulunan enadenotucirev'e benzer
kimerik adenovirislerdir {bkz. W02008 / 080003). Dolayisiyla bir duzenlemede, bu
adenovirls OvAd1 veya OvAd2'dir.

Bir duzenlemede, bu adenovirus onkolitiktir. Burada kullanilan sekliyle onkolitik
adenovirus, kanserli olmayan hucrelerle karsilagstinldiginda tercih edilen sekliyle

kanser hicrelerini ¢lduren bir adenovirlis anlamina gelir.

Bir duzenlemede, onkolitik viris apoptotiktir. Yani, programlanmig hiicre dlumuna

hizlandirir.

Bir diizenlemede, onkolitik virlis sitolitiktir. Aciklamanin onkolitik adenoviriislerinin
sitolitik aktivitesi, temsili timor hicre dizilerinde belirlenebilir ve veriler, drnegdin,
standart olarak kullanilan Ad5 gibi C alt grubuna ait bir adenoviris ile potansiyelin bir
Slgumune doénasturulur (yani, bir 1'lik bir potansiyel verir). Sitolitik aktivitenin
belirlenmesi icin uygun bir yontem, bir MTS tahlilidir (bkz. Ornek 4, Sekil 2, WO2005 /
118825).

Bir dlzenlemede, bu onkolitik viris nekrolitiktir, Yani, hicre nekrozu veya
immunojenik hicre olimune neden olur veya bunu hizlandirir. Bir dizenlemede,
nekrolitik hiicre o6lim0, hastalarin (konakgl) badisiklik tepkilerini  tetikledigi,

indUkledidi i¢in avantajlidir.

Mevcut tarifname baglaminda replikasyona yetkin olma, hiicrelerde in vitro ve in vivo,
¢ogaltiimasi igin gerekli tim dizenede sahip olan, yani bir sarma hiicre hattinin

yardimi olmayan bir viris anlamina gelir. Ornedin, E1 bdlgesinde silinmis,
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tamamlayici bir paketleme hucre dizisinde c¢ogalabilen bir viral vektér mevcut
baglamda replikasyona uygun bir viris degildir.

Viral vektorler replikasyon bakimindan yetersizdir ve replikasyona izin vermek igin

tamamlayici bir gen saglamak uzere bir paketleme hucresi gerektirir.

Burada kullanilan sekliyle adenoviris genomu, bir adenovirsin fonksiyon / yasam
dongusu ile ilgili yapisal proteinleri ve elemanlari kodlayan DNA sekansi anlamina

gelir.

Buglne kadar incelenen tim insan adenovirls genomlari ayni genel organizasyona
sahiptir, yani spesifik fonksiyonlar kodlayan genler viral genomda (burada yapisal
6geler olarak anilacaktir) ayni pozisyonda bulunur. Viral genomun her ucu, viral
replikasyon igin gerekli ters ug tekran (veya ITR) olarak bilinen kisa bir diziye sahiptir.
Viral genom bes erken ftranskripsiyon unitesini (E1A, E1B, E2, E3 ve E4), ¢
gecikmis erken Uniteyi (IX, IVa2 ve E2 geg) ve hir gec Uniteyi (blylk gecg) icerir; bu
ge¢ mRNA'lann (L1- L5) bes ailesini olusturmak icin islenir. Erken genler tarafindan
kodlanan proteinler, en basta, enfeksiyona replikasyon ve konakgi hlcrenin yanitinin
modUlasyonunda yer alirken, ge¢ genler viral yapisal proteinleri kodlar. Erken

genlere E harfi ile 6n ek olarak eklenir ve ge¢ genlerin 6nlne L harfi gelir.

Adenovirtslerin genomu siki bir sekilde paketlenir, yani, kodlanmayan sekans azdir
ve bu nedenle transgenlerin yerlestiriimesi igin uygun bir yer bulmak zor olabilir.
Mevcut bulug sahipleri, transgenlerin tolere edildigi iki DNA bolgesini tespit etmigtir;
ozellikle tespit edilen bu bolgeler, antikorlari kodlayanlar gibi karmasik transgenlerin
yerlestiriimesi i¢in uygundur. Yani, transgen, virusun vyasayabilirligini, onkolitik
ozellikler veya replikasyon gibi dogal ozelliklerini olumsuz bir sekilde etkilemeksizin

eksprese edilir.

Bir dizenlemede, aciklamaya gore olan onkolitik veya kismen onkolitik virds, E4
ve/veya E3 bdlgesindeki silinmenin bir sonucu gibi, érnegin E4 bolgesinin bir
kisminda silinmis veya E3 bolgesinde tamamen silinmis veya alternatif olarak, E4
bdlgesinde (6rn. , E4orf4)} kismen silinmis ve E3 bdlgesinde tamamen silinmis gibi,

ornegdin burada aciklanan sekanslarda orneklendirildigi gibi olabilir.

Bir dizenlemede, aciklamanin onkolitik virisl kimeriktir. Burada kullanilan kimerik,
iki veya daha fazla farkli serotipten DNA iceren ve onkolitik virlis 6zelliklerine sahip

olan virlise karsilik gelir.
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Bir dizenlemede, onkolyitik virts, EnAd veya bunun bir aktif tlrevi olup, Virisun esas
yararll 6zelliklerini korur. EnAd, WO 2005 / 118825'de ac¢iklanmaktadir ve virus igin
tam sekans burada SEK ID NO: 12 olarak verilmektedir. Kimerik E2B bolgesi, burada
SEK ID NO: 47 olarak agiklanmaktadir.

Alternatif onkolitik virtsler, sirasiyla SEK ID NO: 2 ve 3 olarak W0O2008 / 080003'te
aciklanan OvAd1 ve OvAd2'yi igerir.

Avantaj sadlayan haliyle, mevcut aciklamanin adenovirusleri, in vitro olarak cesitli
farkli kolon kanseri hicre dizilerinin enfeksiyonunun ardindan EnAd'a benzer virus

etkinligi, drnegin replikasyon ve / veya enfekte edicilik profilleri sergilemektedir
ADENOVIRUSLERIN YAPISAL ELEMANLARI

Mevcut agiklama ayrica, burada aciklanan plazmidler gibi virislerin veya viral
bilesenlerin / yapilarin yeni dizileri ile ilgilidir.

Bir dizenlemede formdl (l) 'in bir bilesimi saglanir, burada Bx ve By bir bagd degildir
ve bir transgen, bir kisitlama bolgesi veya her ikisini birden icerir, rnegin Bx ve By

'nin ikisi de bir transgendir.

Bir bag, bir DNA sekansini baska bir DNA sekansina baglayan, &rnegin virlis
genomunun bir bolimund digerine baglayan kovalent bir bagi ifade eder. Dolayisiyla,
burada formul (1) 'deki bir degisken bir bagi temsil ettiginde, bag ile temsil edilen

Ozellik veya eleman yoktur, yani silinir.

Adenovirlslerin yapisi genel olarak benzer oldudu icin, asadida yer alan ogeler,
uzman kisi tarafindan bilinen yapisal elemanlar ve bunlara atifta bulunan yaygin
olarak kullanilan nomenklatur a¢isindan ele alinmaktadir. Burada bir elemana atifta
bulunuldugunda, bir adenovirus icindeki elemanin ayni yapisal proteinini kodlayan bir
DNA sekansini veya elemani kodlayan DNA sekansina atifta bulunuruz. ikincisi,
DNA kodunun fazlahgr nedeniyle ilgilidir. VirUslerin kodon kullanimi tercihleri, en iyi

sonucu almak i¢in gdz dntnde bulundurulmahidir.

Mevcut agiklamanin virtslerinde kullanilan bir adenoviristen herhangi bir yapisal
eleman, dogal sekansi icerebilir veya bunlardan olusabilir veya verilen uzunluk
uzerinden en az % 95, mesela % 96, % 97, % 98, % 99 veya % 100 benzerlige sahip
olabilir. Orijinal sekans, genetik materyalin % 10, % 9, % 8, % 7, % 6, % 5, % 4, % 3,

% 2 veya % 1'i dahil edilmeyecek sekilde modifiyve edilebilir. Teknikte uzman kigiler,



10

15

20

25

30

15

degisiklik yaparken, yapisal proteinlerin ekspresyonu bozulmayacak sekilde virlsun

okuma cergevelerinin bozulmamasinin gerektiginin farkindadirlar.

Bir duzenlemede belirli eleman, tam uzunlukta bir sekans yani tam uzunluktaki

gendir.

Bir dizenlemede belirli bir eleman, tam uzunlugun altindadir ve tam uzunlukta

sekans ile ayni veya karsilik gelen fonksiyonu muhafaza eder.

Bir dizenlemede, mevcut agiklamanin yapilarinda istege bagli olan belirli bir eleman

igin DNA sekansi tam uzunlugun altinda olabilir ve islevsellik tasimaz.

Adenovirusun yapisal veya iglevsel proteinlerini kodlayan yapisal genler genellikle
DNA'nin kodlamayan bolgeleriyle baglantiidir. Dolayisiyla, mevcut agiklamanin
viruslerine bir transgenin sockulmasi amaciyla s6z konusu yapisal elemanin genomik
diziliminin "nerede kesilecegi” (6zellikle bunlarin kodlamayan bdlgelerini} konusunda
bir miktar esneklik vardir. Bu nedenle, mevcut tarifnamenin amaclari igin, eleman,
amag igin uygun oldugu ve yabanci malzemeyi kodlamadidi élcude, referans yapisal
bir unsur olarak dusunulur. Boylece, uygunsa, gen, drnegin virusin dogal yapisinda

oldugu gibi, uygun kodlamayan bdlgelerle iliskilendirilecektir.

Dolayisiyla bir dizenlemede bir kisittama bdlgesi ve / veya transgeni kodlayan DNA
gibi bir ek, genomik virlils DNA'sinin kodlanmamig bir bolgesine, drnedin bir intron
veya intergenik sekansa sokulur. Adenovirlisin bazi kodlamayan bolgelerinin,
ornegin alternatif ek yeri, ftranskripsiyon duzenleme vya da translasyon
duzenlemesinde bir isleve sahip olabilecegini soyleyerek bunun dikkate alinmasi
gerekebilir.

Burada tanimlanan, L5 bolgesi ile baglantili olan alanlar, RNAI, sitokinler, antikorlar
gibi tek zincirli veya multimerik proteinler gibi kompleks varliklar kodlayan ¢esitli DNA

sekanslarini yerlestirmek icin uygundur.,

Burada kullanildii sekliyle gen, kodlama ve bununla baglantili herhangi bir
kodlamayan sekansi, érnedin intronlar ve iliskili eksonlari belirtir. Bir dUzenlemede bir
gen, sadece kodlayici bolge gibi, gerekli yapisal bilesenleri i¢erir veya bunlardan

olusur.

Asagida, adenovirtslerin spesifik yapisal 6geleri ile ilgili bir tartigma bulunmaktadir.
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Ters Cevrilmis U¢ Tekrarlama (ITR) sekanslari, bilinen tum adenoviruslerde ortaktir
ve simetrileri yuzinden bu sekilde adlandinimiglardir ve replikasyonun viral
kromozom kokenleridir. Bu sekanslarin bir diger 6zelligi de bir sa¢ tokas| olusturma
kabiliyetidir.

Burada kullanmldigi haliyle $'ITR, uygun bir lokasyonda bir adenovirls icine dahil
edildiginde ITR'nin iglevini muhafaza eden bir adenoviristn 5 'ucundan bir ITR'nin bir
Kismina veya tamamina deginmektedir. Bir dizenlemede, 5'ITR, SEK ID NO: 12'nin
yaklasik 1bp ila 138 bp'si arasindaki bir diziyi veya tim uzunluk boyunca % 90, 95,
96, 97, 98 veya 99 ayni olan bir sekansi igerir ya da bunlardan olusur, ozellikle de
SEK ID NO: 12'nin yaklasik 1bp ila 138 bp'sinden olusur.

Burada kullanilan sekliyle 3'ITR, uygun bir lokasyonda bir adenoviris icine dahil
edildiginde ITR'nin islevini muhafaza eden bir adenovirlisiin 3' ucundan bir ITR'nin bir
kKismini veya tamamini ifade eder. Bir dlzenlemede, 3'ITR, SEK ID NO: 12'nin
yaklasik 32189 bp ila 32326bp'si arasindaki bir diziyi veya tim uzunluk boyunca %
90, 95, 96, 97, 98 veya 99 ayni olan bir sekansi icerir ya da bunlardan olusur,
ozellikle de SEK ID NO: 12'nin yaklasik 32189 bp ila 32326 bp'sinden olusur.

B+ burada kullanildidi haliyle, bir adenovirisin bir E1A'sinin bir kismini veya
tamamini, bir adenovirisin E1B bdlgesinin bir kismini veya tamamini ve bagimsiz
olarak bir adenoviriisiin E1A ve E1B bdlgesinin bir kismini veya tamamini kodlayan
DNA sekansini belirtir.

Burada kullarilan sekliyle E1A, bir adenovirus E1A bolgesinin bir kismini veya
tamamimi kodlayan DNA sekansi anlamina gelir. Ikincisi, polipeptit / protein E1A'ya
deginmektedir. E1A geni tarafindan kodlanan protein, vahsi tipli (yani karsilik gelen
mutasyona ugramamig protein) ile ayni igleve, vahsi tipli proteine kiyasla artmis
fonksiyona; érnedin vahsi tipli proteine kiyasla islevsiz olma gibi azaltiimis isleve
sahip olacak sekilde konservatif veya konservatif olmayan amino asit degisikliklerine
sahip olacak sekilde mutasyona ugratilabilir veya vahsi tipli proteine veya uygun

sekilde bunun bir kombinasyona Kiyasla yeni bir fonksiyona sahiptir.

Burada kullanildigi haliyle E1B, bir adenoviris E1B bdlgesinin (yani, polipeptit veya
proteinin) bir kismini veya tumulnd kodlayan DNA sekansini ifade eder; E1B
geni/bdlgesi tarafindan kodlanan protein, vahsi tipli (yani karsilik gelen mutasyona
ugramamig protein) ile ayni igleve, vahsi tipli proteine kiyasla artmig fonksiyona;
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ornegin vahsi tipli proteine kiyasla islevsiz olma gibi azaltimis isleve sahip olacak
sekilde konservatif veya konservatif olmayan amino asit degisikliklerine sahip olacak
sekilde mutasyona ugratilabilir veya vahsi tipli proteine veya uygun sekilde bunun bir

kombinasyona kiyasla yeni bir fonksiyona sahiptir.

Bdylece Bi1 bir vahsi tip E1A ve / veya E1B gibi bir vahsi tip E1 bolgesine gore
modifiye edilebilir veya modifiye edilemez. Tecribeli kisi, E1A ve / veya E1B'nin
mevcut olup clmadigini (kismen) silinmis veya mutasyona ugratilmis olup olmadigini

kolayca tespit edebilir.

Burada kullanilan sekliyle vahsi tip, bilinen bir adenovirus anlamina gelir. Bilinen bir

adenovirUs, dizinin bulunup bulunmadigina bakilmaksizin tanimlanir ve adlandirilir.

Bir duzenlemede B1 SEK ID NO: 12've ait 13%bp ila 3932bp arasindaki bir diziye
sahiptir.

Burada kullamldigi haliyle Ba, uygun olan herhangi bir kodlamayan sekansi da
kapsayacak sekilde E2B- L1- L2- L3- E2A- L4 bolgelerini kodlayan DNA sekansini
ifade eder. Genellikle bu dizi, bir transgen igermeyecektir. Bir diuzenlemede sekans,
bilinen bir adenovirts'ten, érnedin Tablo 1'de gdsterilen bir serotip, 6zellikle bir B
grubu virlsu, 6érnegin Ad3, Ad7, Ad11, Ad14, Ad16, Ad21, Ad34, Ad35, Ad51 ya da
bunlarin Ad3, Ad11 gibi bir kombinasyonu veya bunlarin bir kombinasyonu gibi bir B
grubu virisi bitigik bir sekansla esas olarak benzer veya aynidir. Bir dizenlemede,
E2B- L1- L2- L3- E2A- L4, bu elementleri ve bolge ile baglantili diger yapisal
elementleri icermeyi ifade eder, ornegdin Ba genel olarak protein [V2a'yl kodlayan
diziyi, érnegin asagidaki gibi; IV2ZA IV2a- E2B- L1- L2- L3- E2A- L4'U icerecektir.

Bir duzenlemede E2B bolgesi kimeriktir. Yani, ornegin Ad3 ve Ad11'den gibi iki veya
daha fazla farkli adenoviral serotipten, mesela Ad11p gibi DNA dizileri icerir. Bir
dizenlemede E2B bdlgesi, SEK ID NO: 12'nin yaklasik 5068bp ila 10355bp'si
arasindaki bir sekansa veya bunun tim uzunlugu boyunca % 95, % 96, % 97, % 98

veya % 99 ayni olan bir sekansa sahiptir.

Bir duzenlemede bilesen Ba'daki E2B, SEK ID NO: 47'de gosterilen dizileri
icermektedir (WO2005 / 118825'de aciklanan SEK ID NO: 3' karsilik gelmektedir).

Bir dizenlemede Ba SEK ID NO: 12'nin 3933bp ila 27184bp arasindaki bir dizisine
sahiptir.
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Burada kullanildign haliyle E3B, bir adenovirus E3B bdlgesinin (yani, proteinin /
polipeptidin) bir kismini veya timunu kodlayan DNA sekansini ifade eder; E3B
geni/bolgesi tarafindan kodlanan protein, vahsi tipli (yani karsihk gelen mutasyona
ugramamis protein) ile ayni isleve, vahsi tipli proteine kiyasla artmis fonksiyona;
ornedin vahsi tipli proteine kiyasla iglevsiz olma gibi azaltiimis isleve sahip olacak
sekilde konservatif veya konservatif olmayan amino asit degisikliklerine sahip olacak
sekilde mutasyona ugratilabilir veya vahsi tipli proteine veya uygun sekilde bunun bir

kombinasyona Kiyasla yeni bir fonksiyona sahiptir.

Bir dizenlemede E3 bolgesi, Tablo 1'de verilen bir adenoviris serotipinden veya
bunlarin bir kombinasyonundan, &6zellikle bir grup B serotipi, drnegin Ad3, Ad7, Ad11
(6zellikle Ad11p), Ad14, Ad16, Ad21, Ad34, Ad35, Ad51 ya da bunlarin bir
kombinasyonu, ornegin Ad3, Ad11 (dzellikle Ad11p) ya da bunlarin bir

kombinasyonundandir.

Bir dizenlemede E3 bolgesi kismen silinir, 6rnegin % 95, % 90, % 85, % 80, % 75, %
70, % 65, % 60, % 55, % 50, % 45, % 40, % 35, % 30, % 25, % 20, % 15, % 10, % 5
silindi. Bir dizenlemede B2 E3 bodlgesini kodlayan DNA'nin mevcut olmadigl bir

bagdir.

Bir dizenlemede E3 bdlgesini kodlayan DNA, bir transgen ile degistirilebilir veya
kesilebilir. Burada kullanildidi sekliyle "bir transgen ile degistirilen E3 bdlgesi”, E3
boélgesinin bir kismi veya tamamini igerir, bir transgen ile degistirilir.

Bir duzenlemede Bz bolgesi SEK ID NO: 12'nin 27185bp ila 28165bp arasindaki bir
dizisini igerir.
Bir duzenlemede B2 SEK ID NO: 12'nin 27185bp ila 28165bp arasindaki bir diziden

olusur.

Burada kullamidigi haliyle Bx, Bs'deki L5 geninin 5 ucunun yakinindaki DNA
sekansini ifade eder. Burada kullanilan sekliyle L5 geninin 5' ucunun etrafinda veya
yakininda L5 geninin 5’ ucuna komsu (bitisik) veya bununla dodal olarak baglantili
olan, yani L5 geninin 5 'ucuna dayanan veya bitisik olan ya da dogal olarak bununla
baglantih olan bir kodlayici olmayan bdlge bir kodlamayan bdlgeyi ifade eder.
Alternatif olarak, etrafinda ya da yakininda terimleri, L5 genine yakin olmay ifade

eder, dyle ki Bx bdlgesi ve L5 geninin 5'ucu arasinda hi¢ kodlama sekansi bulunmaz.
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Bundan dolayi, bir duzenlemede Bx, 6rmegdin L5 geninin bir kodlama dizisinin
baslangicini temsil eden bir L5 tabanina dogrudan birlestirilir.

Bu sayede, bir duzenlemede Bx ornegin kodlanmamis bir sekansin baslangicini
temsil eden veya L5 ile dogal olarak baglantili olan kodlamayan bir bolgeye dogrudan
birlestirilen bir L5 tabanina dogrudan birlestirilir. Burada kullamididi haliyle dogal
olarak L5 ile iligkilendirilen kodlamayan bir bolge, L5 geninin bir pargasi olan veya
bununla bitisik olan, ancak bagka bir genin bir pargasi olmayan kodlayici olmayan

tum bdlgelerin bir kismini ifade eder.

Bir duzenlemede Bx SEK ID NO: 10 dizisini icermektedir. Bu dizi, 6rnegin bir
transgen (veya transgen kasedi), bir kisittama bdlgesi veya bunlarin bir
kombinasyonunu igeren bir DNA dizisinin igcine sokulabilecedi yapay kodlanmayan bir
sekanstir. Bu sekans, virls stabilitesi ve yasayabilirligi Uzerindeki yikici etkileri en
aza dusuruarken, transgenin tam vyeri Uzerinde bazi esneklik saglayan bir tampon

gorevi gordugu icin avantajlidir,

Eklemeler herhangi bir SEK ID NO: 10 iginde 5' ucundan, 3' ucuna kadar herhangi bir
yerde ya da 1 ila 201 baz ciftleri arasindaki herhangi bir noktada 6rnegin 1/2, 2/3,
3/4, 4/5, 5/6, 6/7, 7/8, 8/9, 9/10, 10/11, 11/12, 12/13, 13/14, 14/15, 15/16, 16/17,
17/18, 18/19, 19/20, 20/21, 21/22, 22/23, 23/24, 24/25, 25/26, 26/27, 27/28, 28/29,
29/30, 30/31, 31/32, 32/33, 33/34, 34/35, 35/36, 36/37, 37/38, 38/39, 39/40, 40/41,
41/42, 42/43, 43/44, 44/45, 45/46, 46/47, 47/48, 48/49, 49/50, 50/51, 51/52, 52/53,
53/54, 54/65, 55/56, 56/57, 57/58, 58/59, 59/60, 60/61, 61/62, 62/63, 63/64, 64/65,
65/66, 66/67, 67/68, 68/69, 69/70, 70/71, 71/72, 72/73, 73/74, 74/75, 75/76, 76/77,
77178, 78/79, 79/80, 80/81, 81/82, 82/83, 83/84, 84/85, 85/86, 86/87, 87/88, 88/89,
89/90, 90/91, 91/92, 92/93, 93/94, 94/95, 95/96, 96/97, 97/98, 98/99, 99/100,
100/101, 101/102, 102/103, 103/104, 104/105, 105/106, 106/107, 107/108, 108/109,
109/110, 110/111, 111/112, 112/113, 113/114, 114/115, 115/116, 116/117, 117/118,
118/119, 119/120, 120/121, 121/122, 122/123, 123/124, 124/125, 125/126, 126/127,
127/128, 128/129, 129/130, 130/131, 131/132, 132/133, 133/134, 134/135, 135/136,
136/137, 138/137, 138/139, 139/140, 140/141, 141/142, 142/143, 143/144, 144/145,
145/146, 146/147, 147/148, 148/149, 150/151, 151/152, 152/153, 153/154, 154/155,
155/156, 156/157, 157/158, 158/159, 159/160, 160/161, 161/162, 162/163, 163/164,
164/165, 165/166, 166/167, 167/168, 168/169, 169/170, 170/171, 171/172, 172/173,
173/174, 174/175, 175/176, 176/177, 177/178, 178/179, 179/180, 180/181, 181/182,
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182/183, 183/184, 184/185, 185/186, 186/187, 187/188, 189/190, 190/191, 191/192,
192/193, 193/194, 194/195, 195/196, 196/197, 197/198, 198/199, 199/200 veya
200/201 ortaya cikabilir.

Bir dizenlemede Bx, bp 27 ile bp 28 arasina veya SEK ID NO: 12'nin 28192bp ve
28193bp pozisyonlar arasinda kargilik gelen bir yere sokulan bir DNA sekansina
sahip SEK ID NO: 10'u igerir.

Bir dizenlemede eklenti, bir kisitlama bolgesi eklentisidir. Bir dizenlemede, kisitlama
bblgesi eklentisi bir veya iki kisittama bdlgesi igerir. Bir dluzenlemede Kisitlama
bélgesi, 2 kisitlama bolgesi iceren bir 19bp kisitlama bdlgesi eklentisidir. Bir
dizenlemede kisitlama bdélgesi eklentisi, 1 kisitlama bdlgesi iceren bir 9bp kisittama
bélgesi eklentisidir. Bir dlizenlemede kisitlama bdlgesi eklentisi bir veya iki kisitlama
bélgesi ve en az bir transgene, drnegin bir veya iki transgen igerir. Bir dlizenlemede
Kisittama bolgesi, 2 kisitlama bolgesi ve en az bir transgene, ornegin bir veya iki
transgen ihtiva eden bir 19bp kisitlama bolgesi eklentisidir. Bir duzenlemede
kisittama bolgesi eklentisi, 1 kisittama bolgesi ve en az bir transgene, érnegdin bir, iKi
veya Uc¢ transgen mesela bir ya da iki transgen ihtiva eden bir 9bp kisitlama bolgesi
eklentisidir. Bir dlizenlemede iki kisitlama bdlgesi, bir veya daha fazla mesela, iki
transgeni (6rnegdin bir transgen kasetinde) sikistinir. Bir diizenlemede Bx bahsedilen
kisitlama bdlgeleri birbirinden farkl oldugunda iki kisittama bdolgesi icermektedir. Bir
dlzenlemede, Bx 'deki s6z konusu bir veya daha fazla kisittama bolgesi eklendikleri
belirli bir adenovirus genomunda dogal olarak bulunmazlar. Bir duzenlemede, Bx'deki
bir veya daha fazla kisitlama bdlgesi adenoviris genomunun herhangi bir yerinde
bulunan diger kisittama bolgelerinden, o&rnegin dogal olarak olusan kisitlama
bolgelerinden ve / veya genomun diger bolimlerine, érnegin By'ye dahil edilen bir
kisittama bolgesi farkhdir. Dolayisiyla bir dizenlemede kisitlama bolgesi veya

bdlgeleri, kesitteki DNA'nin spesifik olarak kesilmesine olanak tanir.

Avantaj saglayan haliyle, "benzersiz" kisittama bdolgelerinin kullaniimasi, basitgce
uygun Kisittama enzimini kullanarak virus genomunun kesildidi yerin segiciligini ve

kontrolunu saglar.

Burada kullanilan sekliyle spesifik olarak kesme, kisitlama bélgeleri icin spesifik bir
enzimin kullanilmasinin, virisl sadece arzu edilen yerde, genellikle bir konumda

kesmesine ve bazen de bir ¢ift konum olabilecedine isaret etmektedir. Burada
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kullamldigi gibi bir ¢ift konum, aynm enzim tarafindan kesilecek sekilde tasarlanan
birbirine yakin iki kisitlama bolgesini (yani, birbirinden ayirt edilemez) ifade eder.

Bir dizenlemede, kisitlama yeri eklentisi, SEK ID NO: 55ir.

Bir dizenlemede Bx SEK ID NO: 12'nin 28166bp ila 28366bp’'si arasinda bir diziye
sahiptir.

Bir dizenlemede, Bx bir bagdir.

Burada kullanildigi haliyle, Bs L5 bolgesi kodlayan DNA sekansini ifade eder. Burada
kullanildigi sekliyle, L5 bolgesi, baglamda uygun olarak, fiber polipeptidini / proteinini
kodlayan geni ihtiva eden DNA dizisine karsilik gelir. Fiber gen / bolge,
adenovirlslerin dnemli bir kapsid bilesenini olusturan lif proteinini kodlar. Fiber,
reseptdr tanimada islev goérur ve adenovirisun hicreleri secici olarak baglama ve
enfekte etme kabiliyetine katkida bulunur.

Mevcut agiklamaya ait virlslerde, fiber bir grup B virlisiinden, ézellikle Ad11'den,

mesela Ad11p'den gelmektedir.

Bir duzenlemede Bs SEK ID NO: 12'nin 28367bp ila 29344bp'si arasinda bir diziye
sahiptir.

By ile iligkili DNA sekansi, burada kullanildidi haliyle, Bg'nin L5 geninin 3' ucunun
yakinindaki DNA sekansini ifade eder. Burada kullanilan sekliyle L5 geninin 3'
ucunun etrafinda veya yakininda L5 geninin 3' ucuna komsu (bitisik) veya bununla
dogal olarak baglantili olan, yani L5 geninin 3' ucuna dayanan veya bitigik olan ya da
dogal olarak bununla baglantil olan (yani, L5'e endojen olan kodlayici olmayan bir
dizinin timu veya bir kismi) bir kodlayici olmayan bolge bir kodlamayan bélgeyi ifade
eder. Alternatif olarak, etrafinda ya da yakininda terimleri, L5 genine yakin olmayi
ifade eder, dyle ki By bolgesi ve L5 geninin 3' ucu arasinda hi¢ kodlama sekansi

bulunmaz.

Bundan dolayi, bir dizenlemede By dogrudan bir kodlama sekansinin "ucunu” temsil

eden bir L5 tabanina birlestirilir.

Bu sayede, bir dizenlemede By kodlanmamis bir sekansin "bitisini” temsil eden veya
L5 ile dogal olarak baglantili olan kodlamayan bir bolgeye dogrudan birlestirilen bir

L5 tabanina dogrudan birlestirilir.
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Tabiati geregi ve dogal olarak burada birbirlerinin  yerine kullanilirlar. Bir
dizenlemede By SEK ID NO: 11 dizisini igermektedir. Bu dizi, drnegin bir transgen
(veya transgen kasedi), bir kisittama bolgesi veya bunlarin bir kombinasyonunu
iceren bir DNA dizisinin icine sokulabilecegi kodlanmayan bir sekanstir. Bu sekans,
virls stabilitesi ve yasayabilirligi Gzerindeki yikici etkileri en aza dosgurirken,
transgenin tam yeri Uzerinde bir miktar esneklik saglayan bir tampon gérevi gérdugi

igin avantajhidir.

Eklentiler, SEK ID NO: 11'in iginde 5 'ucundan, 3' ucundan veya bp 1 ila 35
arasindaki herhangi bir noktada, ornegin 1/2, 2/3, 3/4, 4/5, 5/6, 6/7, 7/8, 8/9, 9/10,
10/11, 11/12, 12/13, 13/14, 14/15, 15/16, 16 / 17, 17/18, 18/19, 19/20, 20/21, 21/22,
22123, 23124, 24/25, 25/26, 26/27, 27/28, 28/29, 29/30, 30/31, 31/32, 32/33, 33/34
veya 34/35 taban c¢iftleri arasinda herhangi bir yerde meydana gelebilir.

Bir duzenlemede By, bp 12 ve 13 pozisyonlar arasina vyerlestirilen bir DNA
sekansina veya SEK ID NO: 12'de 29356 bp ve 29357 bp've tekabll eden bir yere
sahip bir SEK ID NO: 11 ihtiva eder. Bir dizenlemede eklenti, bir kisittama bolgesi
eklentisidir. Bir diizenlemede, kisitlama bdlgesi eklentisi bir veya iki kisitlama bolgesi
icerir. Bir dizenlemede kisittama bolgesi, 2 kisittama bolgesi iceren bir 19bp
kisittama bdlgesi eklentisidir. Bir dizenlemede kisitlama bdlgesi eklentisi, 1 kisitlama
bolgesi iceren hir Sbp kisitlama bdlgesi eklentisidir. Bir dizenlemede kisitlama
bolgesi eklentisi bir veya iki kisitlama bdlgesi ve en az bir transgene, drnegdin bir veya
iki veya U¢ transgen, mesela bir veya iki transgen icerir. Bir duzenlemede kisitlama
boélgesi, 2 kisitlama bolgesi ve en az bir transgene, 6rnegdin bir veya iki transgen
intiva eden bir 19bp kisitlama bolgesi eklentisidir. Bir duzenlemede kisitlama bolgesi,
1 kisittama bolgesi ve en az bir transgene, ornegin bir veya iki transgen ihtiva eden
bir 9bp kisitlama bdlgesi eklentisidir. Bir duzenlemede iki kisitlama bolgesi, bir veya
daha fazla mesela, iki transgeni (Ornegin bir transgen kasetinde)} sikistinr. Bir
dizenlemede By bahsedilen kisittama bdlgeleri birbirinden farkh oldugunda iki
Kisitlama bolgesi igermektedir. Bir duzenlemede, By 'deki s6z konusu bir veya daha
fazla kisittama bolgesi eklendikleri belirli bir adenoviris genomunda dogal olarak
(benzersizdirler) bulunmazlar. Bir dizenlemede, By'deki s6z konusu bir veya daha
fazla kisitlama bolgesi adenovirlis genomunun herhangi bir yerinde bulunan diger
kisittama bdlgelerinden, érnedin dogal olarak olusan kisitlama bolgelerinden veya
genomun diger bdlumlering, ¢rnegin Bx'e dahil edilen bir kisitlama bdlgesinden
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farkhdir. Dolayisiyla bir duzenlemede kisitlama bolgesi veya bolgeleri, kesitteki
DNA'nin spesifik olarak kesilmesine olanak tanir.

Bir dizenlemede, kisittama bolgesi eklentisi, SEK ID NO: 54'tur.

Bir duzenlemede By SEK ID NO: 12'nin 29345 bp ila 29379 bp'si arasinda bir diziye
sahiptir.

Bir dizenlemede, By bir bagdir.
Bir dizenlemede eklenti, SEK ID NO: 11'de bp 12'den sonra yer alir.
Bir dizenlemede eklenti, SEK ID NO: 12'nin yaklagik 29356 bp'lik bir konumundadir.

Bir duzenlemede eklenti, bir veya daha fazla drnegin 1, 2 veya 3, mesela 1 veya 2

transgen igeren bir transgen kasetidir.

Burada kullanildidi haliyle E4, bir adenovirtis E4 bdlgesinin (yani, polipeptit / protein
bdlgesinin) bir kismini veya timun( kodlayan DNA sekansini ifade etmekte olup, bu
E4 geni tarafindan kodlanan protein, konservatif ya da konservatif clmayan amino
asit degisikliklerine ve vahsi tipli (yani karsilhk gelen mutasyona ugramamis protein)
ile ayni isleve sahip olacak; vahsi tipli ile kiyaslandiginda arttirilmis fonksiyona; vahsi
tipli proteine kiyasla hi¢ bir isleve sahip olmama gibi azaltimis fonksiyona ya da
vahsi tipli proteine kiyasla yeni bir fonksiyona ya da uygun bi¢cimde bunlarin bir

kombinasyonuna sahip olacak sekilde mutasyona ugratilabilir.

Bir diizenlemede E4 bdlgesi kismen silinir, 6rnegin % 95, % 90, % 85, % 80, % 75, %
70, % 65, % 60, % 55, % 50, % 45, % 40, % 35, % 30, % 25, % 20, % 15, % 10, % 5
silinir. Bir duzenlemede E4 bdlgesi, SEK ID NO: 12'nin 32188bp ila 29380bp'si
arasindaki bir diziye sahiptir.

Bir dizenlemede B3 bir bagdir, yani E4 mevcut degildir. Bir dizenlemede B3 SEK ID
NO: 12'nin 32188bp ila 29380bp'si arasinda bir diziye sahiptir.

Burada kullanilan sayi araliklan bitis noktalarini kapsar.

Teknikte uzman Kigiler burada formal {l) gibi formullerde yer alan elementlerin bitisik
oldugunu ve burada bahsedilen genlerin ve kodlayici DNA sekanslarinin (yapisal
bzellikler) yani sira kodlamayan DNA sekanslarini da kapsanabilecegini takdir
edeceklerdir. Bir veya daha fazla duzenlemede, mevcut agiklamanin formdulleri,

adenovirlls genomunda dogal olarak olusan bir sekansi tarif etmeye calismaktadir.
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Bu badlamda, deneyimli bir kisi i¢cin formulun, genomun ilgili bolimunu karakterize
eden baglica unsurlara atifta bulundugu ve DNA genomik esnemesinin kapsamli bir

tarifi olmayl amaclamadigi agiktir.

Burada kullanilan sekliyle E1A, E1B, E3 ve E4, her biri bagimsiz olarak, burada tarif
edildigi gibi her bdélgenin vahsi tipini ve bunlarin esdegerlerini, mutasyona ugramig
veya kismen silinmis formlarini, bilhassa bilinen bir adenovirlsten bir vahsi tipli diziyi

ifade eder.

Burada kullanildigi sekliyle "eklenti", 5' ucunda, 3' ucunda ya da referans sekansini
kesecek sekilde veya belirli bir DNA sekansi referans segmentine birlestiriimis bir
DNA sekansini ifade eder. ikincisi, eklentinin yerlestiriimesi ile iliskili referans noktasi
olarak kullanilan bir referans dizisidir. Mevcut acgiklamanin baglaminda, eklentiler
genellikle ya SEK ID NO: 10 ya da SEK ID NO: 11 iginde ortaya ¢ikar. Bir eklenti, ya
bir kisittama bolgesi eklentisi, bir transjen kaseti veya her ikisi olabilir. Dizi
kesildiginde, virus orijinal diziyi hala icerecek, ancak genel olarak eklentiyi sikistiran

iki fragman gibi olacaktir.

Bir duzenlemede transgen veya transgen kaseti, TN7 bir transpozon veya bunun bir
pargas! gibi yansiz bir yerlestirme transpozonu icermez. Burada kullanilan haliyle
Tn7 transpozonu, WO2008 / 080003'de tarif edildigi gibi yansiz bir yerlestirme

transpozonunu ifade eder.
Kisitlama Bélgeleri

Burada aciklanan konumlardaki kisittama bolgeleri (ornedin Bx ve / veya By),
viruslerde ve mevcut agiklamanin plazmid gibi yapilarinda faydahdir, ¢gunkt bunlar
transgenin hizli bir sekilde degistiriimesine ve secimli olarak transgenin (lerin)

etrafindaki kisitlama bolgelerinin benzersiz olacagi zamana olanak tanirlar.

Burada kullanildigi sekliyle benzersiz, virusun veya yapinin tamaminda yalnizca tek

bir olusumu ifade eder.

Bir dizenlemede, transgen veya transgen kaseti her ugta bir kisitlama bolgesi icerir

ve bdylece kasetin dedistiriimesi saglanir.

Bir kisittama bdlgesi, bir kisitlama enzimi, genellikle sekansa 6zgu bir enzim
tarafindan kesilebilen bir DNA sekansindaki bir konumdur. Bir dizenlemede ise

kisittama bdlgesi, 3 ila 22, 6rnegin 4 ila 22 arasinda, mesela 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
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13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ya da 22 taban ¢ifti icerir. Kisitlama enzimleri
tarafindan kesilen kisittama bolgelerinin ornekleri arasinda bunlarla sinirli olmamak

uzere;
. 5" - GGCC cikintilan birakarak Notl ve CciNl ile kesilen GCGGCCGC sekansi

. 3 - CCGG cikintilan birakarak Fsel ve Rigl tarafindan kesilen GGCCGGCC

sekansi

. 3 - AT c¢ikinti birakarak AsiSl, Rgal, Sgfl ve SfaAl tarafindan kesilen
GCGATCGC sekansi

. 3'- TGCA cikintilari birakarak Sbfl, Sdal ve S$se83871 tarafindan kesilen
CCTGCAGG sekansi

. 5'- GATC cikintilan birakarak Bcll, Fbal, Ksp221 ve BsiQ1 tarafindan kesilen
TGATCA sekansi

. 3 - GTGA cikintilarn  birakarak |- Cre1 tarafindan  kesilen
CAAAACGTCGTGAGACAGTTTG [SEK ID NO: 74] sekansi

. 3 'CTAA cikintilan birakarak |- Ceul tarafindan kesilen
TAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAA [SEK ID NO: 75] sekansi

. 3  'ATAA  cikintilan birakarak -  Scet tarafindan kesilen
TAGGGATAACAGGGTAAT [SEK ID NO: 76] sekansi

. kor uglan birakarak Srfl tarafindan kesilen GCCCGGGC sekansi
. kor uglar birakarak Mssl, Pmel tarafindan kesilen GTTTAAAC sekansi
. kor uglar birakarak Swal, Smil tarafindan kesilen ATTTAAAT sekansi

. 5 'CGCG cikintilarn birakarak Ascl, PalA1 ve Sgsl tarafindan kesilen
GGCGCGCC sekansi

Ayni tanima bolgelerini kesen diger kisitlama enzimleri de uygun olabilir.

Bir duzenlemede, Bx ve By'deki bir veya daha fazla kisittama bolgesi burada tarif
edilen bir enzim ornegin Notl, Fsel, AsiSl, Sgfl ve Sbil icin spesifik bir kisitlama
bolgesi arasindan bagimsiz olarak secilmektedir, ozellikle, eklenen Kkisitlama
bolgeleri mesela Notl icin spesifik bolgeler ve Bx'te konumlu Fsel ve By'de konumlu
Sgfl ve SbAl icin spesifik bolgeler tamamen farkhdir.
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Bir dizenlemede yukarida tartisildigi gibi, bolge Bx ve / veya By bir kisitiama bolgesi
icermez. Avantaj saglayan haliyle, bu aciklamanin virusleri ve yapilar, ornegin
sentetik teknikler kullanilarak kisittama bolgeleri olmadan hazirlanabilir. Bu teknikler,
viruslerin ve yapilann olusturulmasinda buyuk bir esneklik saglar. Dahasi mevcut
bulug sahipleri, virGslerin ve vyapilann sentetik tekniklerle hazirdandiklarinda

Ozelliklerinin azalmadidini tespit etmistir.
Duzenleyiciler

Burada kullanilan haliyle dlzenleyici, belirli bir genin veya genlerin transkripsiyonunu
baslatan bir DNA bolgesi anlamina gelir. Duzenleyiciler genelde DNA Uzerinde ayni
iplikgikte ve kaynak ydnunde (yani 5') kopyaladiklari genlerin yakininda bulunurlar.
Bu baglamda kullanildi§i sekliyle proksimal, bir dizenleyici olarak islev gdrmeye
yeterince yakin olmayi ifade eder. Bir duzenlemede duzenleyici, transkripsiyon
baslangi¢ bolgesinin 100 bp'si dahilindedir. Dolayisiyla burada kullanilan sekliyle
endojen promotor, transgenin sokuldugu adenovirlste (veya yapida) dogal olarak
bulunan bir promotore karsilik gelir (yani dogaldir). Bir veya daha fazla dizenlemede
kullanilan endojen promotér, virlste virls genomundaki orijinal yerinde dogal olarak
bulunan  promotdrdir, Ozellkle de bu, fransgenin veya transgenlerin
sentezlenmesinde kullanilan primer veya sadece promotordir. Bir dizenlemede,
transgenin translasyonunu ve istege bagh olarak transkripsiyonunu tesvik etmek icin
kullanilan endojen promotor, adenoviris genomuna entegre edilen ve daha 6nce

rekombinant tekniklerle uygulanmamis bir promotordur.

Burada kullanildigr haliyle, bir endojen promotorun kontroll altinda, transgen /
transgen kasetinin, bahsedilen endojen promotérun kontrolu altina alinacak uygun
oryantasyona sokuldugu veri ifade etmektedir. Yani, promotor genellikle antisens

iplikgik Uzerinde oldugunda, kaset, ornegin antisens yonunde yerlestirilir.

Bunu sdyleyerek, genler iki oryantasyondan birinde eksprese edilebilir. Bununla
birlikte, genellikle bir oryantasyon, belirli bir (6zel) transgen icin, dijer oryantasyon

Uzerinde artan ekspresyon seviyeleri saglar.

Bir dizenlemede bu kaset, duyu yonundedir. Yani, 5' ila 3' yonunde kopyalanir. Bir

dizenlemede ise kaset antisens yonlndedir. Yani, 3' ila ' yoniunde kopyalanir.

Virtisteki endojen promotdrler, érnegin bir transgen ve bir ek yeri alici sekansini

kodlayan bir genin kullaniimasiyla kullanilabilir. Dolayisiyla bir duzenlemede kaset,
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bir endojen promotorun kontroli altindayken bir ek yeri alici sekansi igerecektir.
Dolayisiyla bir duzenlemede kodlama sekansi, Ornegin antikoru veya antikoru

baglayan fragmani kodlayan sekans, ayrica bir ek yeri alici sekansi igerir.

Bir duzenlemede transgen, transgenler veya transgen kaseti, bir E4 promotorinin ya
da blylk ge¢ promotor (ML promotor() gibi buyldk bir ge¢ promotériin kontroll

altindadir.

Burada kullanildidi sekliyle kontrol altinda olma, belirli bir promotor talimat verdiginde

transgenin aktive edildigi, yani kopyalanacagi anlamina gelir.

Burada kullanilan sekliyle Buyluk Ge¢ Promotor (ML promotoru veya MLP), LS geni
gibi "ge¢ eksprese edilen" genlerin ekspresyonunu kontrol eden adenovirls
promotorunu ifade etmektedir. MLP bir "duyu iplik¢idi" promotdradur. Yani, promotér,
5'- 3' yénundeki promotdrun asagi yénunde olan genleri etkiler. Burada kullanilan en
buylk ilerleyen promotor, virus genomunda yer alan orjinal bluyuk ge¢ promotoru
belirtir.

Burada kullanilan sekliyle E4 promotorl, E4 bdlgesinin adenovirls promotorund ifade
eder. E4 bdlgesi bir antisens bdélgedir; bu nedenle promotdr de bir antisens
promotoradur. Yani, promotdr 3'- 5 yonunde E4 bolgesinin kaynak ydnidur.
Dolayisiyla, E4 promotorinin kontroli altindaki herhangi bir transgen kaseti uygun
sekilde yonlendirilmelidir. Bir dizenlemede, E4 promotorinin kontroli altindaki kaset
antisens yonindedir. Bir dizenlemede kaset, E4 promotorinin kontrolU altinda duyu
yonundedir. Burada kullanildigi sekliyle E4 promotoru, virus genomunda bulunan
orijinal E4 promotoruna ifade eder.

Bu nedenle bir duzenlemede, replikasyona yetkin onkolotik bir adenovirus serotipi 11
(mesela Ad11p gibi) ya da fiber, hekzon ve kapsidin serotip 11 {mesela Ad11p gibi}
oldugu bunun bir virds tOrevi saglanmaktadir, burada viris genomu bir terapotik
antikoru ya da antikor baglama fragmanini kodlayan bhir DNA sekans! igerir,
bahsedilen DNA sekansi E4 ve blylk ge¢ promotdrden (yani, E4 promotdri veya
buylk ge¢ promotdr) olusan gruptan segilen adenovirls igin endojen olan bir
promotérun kontrolu altindadir, dyle ki transgen virls replikasyonunu engellemez,
ornedin L5 bdlgesi (yani bahsedilen bdlgeden énce ya da sonra) ile iligkilidir, mesela
SEK ID NO: 1 ila 9, 46, 48 ila 53, 56 ila 63, 66- 69 ve 72- 73'da gbsterildigi gibi

ornegin virls genomunda L5'ten sonra gelir.



10

15

20

25

30

28

Bir duzenlemede, bir endojen promotor, Ornegin ftransgen kasetinde tanitilan,
rekombinant teknikler vasitasiyla istenen bir yerde viral genoma dahil edilir. Bununla
birlikte, mevcut tarifname baglaminda, bu dizenleme, genellikle, bir egzojen

promotor olarak ifade edilecektir.

Bir dizenlemede transgen kaseti, bir egzojen promotor icerir. Burada kullanildigi
sekliyle egzojen promotor, transgenin sokuldugu adenoviruste dogal olarak
bulunmayan bir promotdru ifade eder. Genellikle egzojen promotdrler diger
virislerdendir veya memeli promotorleridir. Burada kullanilan sekilde egzojen
promotor, genin transkripsiyonunu duzenleyen, genellikle ilgilenilen genin yukari

yonunde yer alan bir DNA elemani anlamina gelir.

Bir dizenlemede gen ekspresyonu duzenleyici, CMV (sitomegaloviris promotor),
CBA (tavuk beta aktin promotoril) veya PGK (fosfogliserat kinaz 1 promotdrii) gibi,

mesela CMV promotérl gibi egzojen bir promotorddr.

Bir diizenlemede, kullanilan CMV egzojen promotor, SEK ID NO: 13'Un nukleotid
sekansina sahiptir. Bir duzenlemede, kullanilan PGK egzojen promotor, SEK ID NO:
14'Un nikleotid sekansina sahiptir. Bir dizenlemede, kullanilan CBA egzojen

promotor, SEK ID NO: 15'in niikleotid sekansina sahiptir.

Bir dizenlemede, replikasyona yetkin onkolotik bir adenovirls serotipi 11 (mesela
Ad11p gibi) ya da fiber, hekzon ve kapsidin serotip 11 (mesela Ad11p gibi) oldugu
bunun bir virus tlrevi saglanmaktadir, burada virls genomu, virds replikasyon
dongusu icinde ge¢ eksprese edilen ve bu sayede transgenin virus replikasyonunu
engellemedigi bir sekilde virGs genomunun bir kisminda bulunan bir terapotik
antikoru ya da antikor baglama fragmanini kodlayan bir DNA sekansi igerir,
bahsedilen DNA sekansi adenoviris (ornegin, CMV promotor) igcin egzojen bir
promotdrin  kontrolll  altindadir. Bir dizenlemede, bir antikoru veya fragmani
kodlayan DNA sekansi burada bagska vyerde tarif edildigi gibi L5 bdlgesi ile
baglantilidir.

Bir dlizenlemede, egzojen promotodr, bir antijen sunucu hicre promotdrudir. Burada
kullamldigi sekliyle antijen sunucu hicre promotdrd, dendritik hucreler veya
makrofajlar gibi antijen sunucu hiicreler tarafindan segimli olarak eksprese edilen bir
gen igin bir promotdr(i ifade eder. Bu gibi genler arasinda, bunlarla sinirh olmamak
Uzere FLT- 3, FLT- 3 ligandi, TLR'ler, CD1a, CD1¢, CD11b, CD11¢c, CD80, CD83,
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CD86, CD123, CD172a, CD205, CD207, CD209, CD273, CD281, CD283, CD286,
CD289, CD287, CXCR4, GITR Ligandi, IFN- a2, IL- 12, IL- 23, ILT1, ILTZ2, ILT3,
ILT4, ILT5, ILT7, TSLP Reseptort, CD141, CD303, CADM1, CLEC9a, XCR1 ya da
CD304; CTIIA veya GILT gibi antijen isleme ve sunum aracilari bulunur. Dolayisiyla
bir dlzenlemede, egzojen promotdrl, bahsedilen antijen sunucu hicrelerdeki

transgenlerin se¢imli olarak ekspresyonu igin uygundur.
Diger Duzenleyici Sekanslar

Burada kullanildigi seklivle "gen ekspresyon dlzenleyicisi" (veya duzenleyici /
dizenleyici eleman), gen ekspresyonunda, tipik olarak transkripsiyonu veya
translasyonu baslatarak veya zenginlestirerek bir rol oynayan bir promotord,
guclendiriciyi veya bir ek yeri alici dizisi gibi bir genetik 6zelligi ifade eder.

Bu kullanildigi haliyle, "ek yeri alici dizisi", "ek yeri alicisi” ya da "ek yeri bolgesi”, bir
MRNA molekllunin, spliceozom kompleksinin kiguk nukleer ribontkleoproteinleri
tarafindan ne zaman taninacagini belirleyen bir dlzenleyici sekansi ifade eder. Bir
kez birlestirildikten sonra, spliceozom, mRNA molekulinun ek yeri alici sahasi ile, bir
tekli polipeptit veya protein (retmek Uzere doénUstlrllebilecek olgun bir mRNA

molekuld treten bir yukan dogru ek yeri verici bolgeye baglanmasini katalize eder.

Mevcut bulusta farkli boyutlu ek yeri alici dizileri kullanilabilir ve bunlar kisa ek yeri

alicisi (kugik), ek yeri alicisi (orta) ve dalli ek yeri alicisi (genis) olarak tanimlanabilir.

Burada kullanildigi haliyle SSA, tipik olarak sadece ekleme bolgesini, drnedin 4 bp
iceren kisa bir ek yeri alicisi anlamina gelmektedir. Burada kullanildigi haliyle "SA",
tipik olarak kisa ek yeri alicisi ve polipirimidin bdlgesinden, drnegin 16 bp'den olusan
bir ek yeri alicis1 anlamina gelmektedir. Burada kullanilan sekilde "bSA", tipik olarak
kisa ek yeri alicisi, polipirimidin bolgesi ve dallanma noktasi, ornegin 26 bp'yi iceren

dalli bir ek yeri alicisi anlamina gelir.

Bir dizenlemede, a¢iklamanin yapilarinda kullanilan ek yeri alicisi, SEK ID NO: 16
ila 18'de gosteriimistir. Bir diizenlemede SSA, SEK ID NO: 16'nin nukleotid
sekansina sahiptir. Bir dizenlemede SA, SEK ID NO: 17'nin nikleotid sekansina
sahiptir. Bir duzenlemede bSA, SEK ID NO: 18'in nukleotid sekansina sahiptir. Bir
dizenlemede, ek yeri alici sekansi bagimsiz olarak TGCTAATCTT CCTTTCTCTC
TTCAGG (SEK ID NO: 18), CCTTTCTCTCTCTT CAGG (SEK ID NO: 17) ve CAGG
(SEK ID NO: 16) igeren gruptan segilir.
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Bir duzenlemede ek yeri bolgesi, CCACC'yi iceren bir konsensus Kozak dizisi ile
hemen ilerletilir (yani, &' ila 3' yonUnde takip edilir). Bir duzenlemede ek yeri bolgesi
ve Kozak dizisi, 100 veya daha dusuk bp'ye kadar serpistirilir. Bir duzenlemede,

Kozak sekansi, SEK ID NO: 45'in nukleotid sekansina sahiptir.

Tipik olarak, endojen veya egzojen bir promotdrin (endojen promotdr gibi) kontrol
altinda oldugu zaman, kodlama sekansi bir Kozak sekansindan hemen o&nce
gelecektir. Kodlama bdlgesinin baglangici, basglatma kodonu (AUG) ile gosterilir,
ornedin dizi (gcc) geccRecAUGg [SEK ID NO: 77] 'nin baglami igindedir, kodlayici
dizilerin baslangicinin baslangici koyu renkli tabanlarla gasterilir. Kuguk harfli bir
karakter, bu pozisyondaki ortak tabanlari belirtir (yine de degisebilir) ve blyik harfli
karakterler, olduk¢a korunmus tabanlari belirtir, yani 'AUGG' dizisi sabittir veya
nadiren degisir; 'R, bu pozisyonda genellikle bir purinin (adenin veya guanin)
gdzlemlendidini ve parantez igindeki sekansin (gcc) belirsiz 6nem tasidigini gosterir.

Dolayisiyla bir duzenlemede AUG baslatma kodonu, bir Kozak dizisine dahil edilir.

Burada kullanildigi haliyle "Dahili Ribozom Giris DNA Sekansi”, bir Dahili Ribozom
Giris Sekansinl (IRES) kodlayan bir DNA dizinine karsilik gelir. Burada kullanilan
haliyle "IRES", bir mRNA sekansi i¢inde baglayan baglatma da dahil olmak Gzere, bir
haberci RNA {mRNA) sekansinin translasyonun baslatiimasina izin veren bir
nukleotid dizisi anlamina gelir. Bu, kaset polisistronik mRNA'y1 kodladiginda dzellikle
faydahdir. Bir IRES'in kullaniimasi, ¢oklu protein veya peptitlere donusturtlen bir
polisistronik mRNA'ya yol acar. Bir duzenlemede, Dahili Ribozom Giris DNA sekansi,
SEK ID NO: 19'un nukleotit sekansina sahiptir. Bir dlizenlemede belirli bir IRES,
genomda sadece bir kez kullanilir. Bu, genomun kararlihg acgisindan fayda

saglayabilir.

Burada kullanildidi haliyle, "yOksek kendiliginden bdlunme verimliligi 2A peptit" ya da
"2A peptit", translasyon sonrasinda verimli bir sekilde parcalanan bir peptidi belirtir.
Uygun 2A peptitleri arasinda P2A, F2A, E2A ve T2A bulunur. Mevcut bulus sahipleri,
belirli bir 2A peptidini kodlayan spesifik bir DNA sekansi bir kez kullanildiginda, ayni
spesifik DNA sekansi ikinci kez kullanilamayacagini kaydetmistir. Bununla birlikte,
DNA kodundaki fazlalik, ayni 2A peptidine ¢evrilen bir DNA sekansi olusturmak igin
kullanilabilir. 2A peptitlerin kullanilmasi kaset polisistronik mRNA'y1 kodlarken

dzellikle yararhdir. 2A peptitlerin kullaniimasi translasyon sonrasi, birden fazla tek tek
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protein veya peptit Uretmek igin translasyona tabi tutulmus tek bir polipeptit zincirine

yol acar.

Bir dizenlemede, kullanilan kodlanmis P2A peptidi SEK ID NO: 25'in amino asit
dizisine sahiptir. Bir duzenlemede, kullanilan kodlanmigs F2A peptidi SEK ID NO:
26'nin amino asit dizisine sahiptir. Bir dlizenlemede, kullanilan kodlanmis E2A peptidi
SEK ID NO: 27'nin amino asit dizisine sahiptir. Bir dizenlemede, kullanilan

kodlanmis T2A peptidi SEK ID NO: 28'in amino asit dizisine sahiptir.

Bir dizenlemede transgen tarafindan kodlanan bir mRNA veya her mRNA, drnegin
SEK ID NO: 20'de gosterildigi sekilde tipik olarak bir mMRNA dizisinin sonundaki gibi
bir poliadenilasyon sinyal dizisi igerir. Bu nedenle bir diizenleme, tfransgen veya
transgen kasedi, bir poliadenilasyon sinyal dizisini kodlayan en az bir diziyi
igermektedir.

Burada kullanildi§i haliyle, "poliA", "poliadenilasyon sinyali” ya da "poliadenilasyon
dizisi", genellikle bir AATAAA bolgesi iceren bir DNA dizisi anlamina gelir; bu, bir kez
transkribe edilen, ortaya ¢cikan mRNA molekulunu pargalayan ve poliadenilleyen bir

¢oklu protein kompleksi tarafindan taninabilir.

Bir dizenlemede, poliadenilasyon sekansi, SEK ID NO: 20'in nukleotid sekansina

sahiptir.

Bir dizenlemede yapi, bir poliadenilasyon sekansi icermez. Bir diizenlemede, gen

ekspresyonunun duzenleyicisi bir ek yeri alici sekansidir.

Bir duzenlemede bir antikor veya antikor fragmani gibi bir protein / polipeptit / peptidi

kodlayan sekans ayrica bir poliadenilasyon sinyali igerir.
Transgen Kodlamalan

Bir dizenlemede transgen veya transgenler, bir protein, peptit, RNA molekulinu,
ornegin bir RNA molekulind bagimsiz olarak kodlarlar. Avantajli bir sekilde, transgen
hidcre i¢i olarak verilebilir ve sonrasinda transkribe edilebilir ve e@er uygunsa
donlstiralir. Bir transgen tarafindan kodlanan genetik materyallerin  ornekleri
arasinda, o6rnegin antikorlar veya bunlarin baglayici fragmanlari, kemokinler,
sitokinler, immun modulatorler, enzimler (6rnedin etken madde igerisinde ©n ilaci

donlstirme kabiliyeti} ve bir RNAiI molekdll bulunur.
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Burada kullamldigi haliyle peptit, 2 ila 50 rezidu, érnegin 5 ila 20 rezidu igeren bir
amino asit dizisini ifade etmektedir. Burada kullanilan haliyle polipeptit, G¢Uncdl yapi
icermeyen, bilhassa ikincil ve Gglncll yapi olmaksizin, 50'den fazla rezidu iceren bir
amino asit dizisini belirtir. Protein, ikincil ve / veya Gguncul yapiya, ozellikle de ikincil
ve Uuclncul yapili 50'den fazla rezidi igeren bir amino asit dizisine atifta

bulunmaktadir.

Bir dlzenlemede, kodlama dizisi, bir terapdtik RNA, terapdtik peptit, terapotik
polipeptit veya terapotik proteini (yani, bir terapdtik geni) kodlar.

Burada kullanilan haliyle terapotik gen, hastaligin tedavisinde, iyilestiriimesinde veya
onlenmesinde faydal olabilecek bir varligi kodlayan bir geni ifade eder, 6rnegin gen,
kanser gibi bir hastaligi ilerlemesini en azindan yavaslatan, durduran veya tersine
geviren bir terapdétik protein, polipeptit, peptit veya RNA'y1 eksprese eder.

Bir dizenlemede, transgen tarafindan kodlanan varlik bir kanser hicresi gibi bir
hicrede transkribe edildiginde veya donustarildigunde, hucre tarafindan tehlike
sinyallerinin Gretimini arttinr. Burada kullanildigi sekliyle "tehlike sinyalleri”, alarm
sinyalleri olarak davranan yaralanma, stres veya apoptotik olmayan 6&limle
sonuglanan hlcreler tarafindan 06rnedin dogustan gelen bagisiklik sisteminin
hicrelerini direkt olarak tepki vermeye tesvik ederek ve bunun yani sira adaptif
bagisiklik sisteminin hlcrelerinin aktivasyonunu arttirmak (izere gorev yaparak

dretilmis cesitli molekillere karsilik gelir.

Tumorlerin - mikrobdlgesinin  genellikle dogal insan badisiklik tepkilerinin  asagi
dizenlendigi sekilde degistigi bilinmektedir. Dolayisiyla, timor igerisinde bagisikhk
tepkilerini yeniden baglatma kabiliyeti, kanser tedavisinde potansiyel olarak ¢ok
ilginctir.

Bir duzenlemede, kodlanmis terapdtik peptit veya protein, hlcre digi ¢evreye
salgilanacak sekilde tasarlanir. Bir dizenlemede, fonksiyonel RNA, peptit, polipeptit
veya protein, ornedin antikor, hucrenin dis mikro ¢evresine, o6rnegin Kultur
sUpernatantina veya in vivo olarak; doku, stroma, dolasim, kan ve / veya lenfatik

sisteme salinir.

Bir duzenlemede, transgen tarafindan kodlanan peptit, polipeptit veya protein, bir
sinyal sekansi igerir. Burada kullanmldi§i haliyle sinyal peptidi, proteinlerin N- ucunda

bulunan, salgilama veya membran ekspresyonu igin salg! yoluna girmesine yardimci
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olan kisa bir 13- 36 rezidull peptit sekansini ifade eder. Bir duzenlemede, 6ncu
sekans (sinyal peptidi), SEK ID NO: 21 ya da 22'nin amino asit dizisine sahiptir.

Bir bagska duzenlemede, kodlanmig terapotik peptit veya protein, 6rnegin bir antikor
hdcrenin ylzey zarinda membran ile sabitlenmis bir form olarak, omegin proteinde
bir transmembran bdlgesinin ya da bir lipid membran baglantisinin eklenmesine

yonelik bir alanin kodlanmasi da dahil edilerek eksprese edilecek bicimde tasarlanir.

Bir dizenlemede, fonksiyonel RNA, peptit, polipeptit veya protein, drnedin bir antikor,
ornedin aktif salgllama ile veya hucre lizisinin bir sonucu olarak adenoviris
tarafindan enfekte edilen hicreden salinir. Dolayisiyla bir duzenlemede adenovirus,
hlcreyi parcalar ve boylece antikor gibi fonksiyonel RNA, peptit, polipeptit veya

protein serbest birakilir.

Bagka bir dizenlemede, kodlanmis terapotik peptit veya protein, érnegin bir antikor,

bozulmamig hlcre iginde tutulacak sekilde tasarlanmistir.

Avantaj saglayan haliyle, mevcut aciklamanin adenovirisleri tarafindan eksprese
edilen fonksiyonel RNA, peptit, polipeptit veya protein, érnegin antikorlar dokuda in
vivo olarak hem mRNA (sekil 16, sekil 41C'ye bakiniz) ve hem de antikor proteini
(bakiniz sekil 17A, sekil 35B) halinde tespit edilebilir. Dahasi, eksprese edilen
fonksiyonel RNA, peptit veya protein drnegin antikor, kendi ligandimi ELISA icinde
baglayabilir (bakiniz sekil 17B). Bununla birlikte, fonksiyonel RNA, peptit, polipeptit
veya protein, ornegin antikor erken tespit edilebilir (enfeksiyonu izleyen 3 gln iginde
sekil 18B'ye bakiniz) ve ekspresyon, birka¢ hafta boyunca surdurulur (bakiniz sekiller
17 ve 18B).

Bir duzenlemede, mevcut agiklamadaki adenovirusler yaklagik 3 gun icinde ya da
enfeksiyondan daha ziyade, ornegin, yaklasik 36, 48, 60 veya 72 saatte ya da
ornedin yaklasik 2, 3, 4, 5 veya 6 glnde antikorlar gibi fonksiyonel RNA, peptit,

polipeptit veya protein eksprese eder.

Bir dizenlemede, mevcut acgiklamaya ait adenovirisler, birka¢ hafta boyunca
ornedin, yaklasik 1, 2, 3, 4, 5 veya 6 hafta antikorlar gibi fonksiyonel RNA, peptit,
polipeptit veya proteini ifade eder. C")rnegin, 7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41 veya 42 gun.
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Avantaj saglayan haliyle, antikor ekspresyonu gibi fonksiyonel RNA, peptit veya
protein ekspresyonu, kandaki antikor gibi fonksiyonel RNA, peptit, polipeptit veya
proteini algilayabilmek icin yeterince yuksektir (bakiniz sekil 19, sekil 35B).

Bir duzenlemede, mevcut agiklamaya ait adenovirlis tarafindan eksprese edilen
fonksiyonel RNA, peptit veya protein drnegin, antikorlar kan dolasimina ve / veya

lenfatik sisteme girer.

Bir dlizenlemede, mevcut agiklamaya ait adenovirls, kanser hucreleri igin arttiriimis

bir terapoétik endekse sahip olan bir onkolitik virGstir.

Bir dizenlemede, kodlama sekansi fonksiyonel RNA'yl, ornegin terapotik RNA'yi

kodlar.

Burada kullanildigi sekliyle islevsel RNA, bir protein veya peptidi kodlamaktan baska
bir fonksiyona sahip olan ve drnegin, shRNA ve miRNA gibi RNAi de dahil olmak
uzere gen etkinligini inhibe etmek veya azaltmak igin uygun RNA yapilari iceren
RNA'va karsilik gelir. Burada kullanilan sekliyle shRNA, kisa sa¢ tokasi RNA'sini
ifade etmekte olup, bu RNA interferansi (RNAi) yoluyla hedef gen ekspresyonunu
bastirmak igin kullanilabilen siki bir sa¢ tokasi donusi yapan bir RNA sekansidir.
Burada kullanilan haliyle, miRNA (mikroRNA), mRNA molekdlleri igindeki
tamamlayici sekanslarla baz eglestirme yoluyla, transkripsiyonel veya transkripsiyon
sonrasi seviyede gen ekspresyonunu dizenleyen kuguk bir kodlamayan RNA
molekulind (yaklagik 22 nukleotid igerir) ifade eder. miRNA ile baglanan mRNA
iplikleri bastirihr, ¢unku artik ribozomlarla proteinlere ¢evrilemez ve bu gibi
kompleksler cogunlukla hicre tarafindan aktif bir sekilde parcalanir.

Bir duzenlemede transgen, bir proteini kodlar. Burada kullanilan sekliyle protein, bir

protein ligandi, bir protein reseptoru veya bir antikor molekulunu igerir.

Burada kullanilan sekliyle protein ligandi, hicrenin iglevini etkilemek Uzere hicre
reseptorlerine badlanan veya hicrenin reseptdrine yapigan, 6rnegin hicre igi
sinyallemeyi uyararak ve hlcre icindeki gen transkripsiyonunu module ederek hicre
yluzey membranini veya bunun pargalarini baglayan salgilanan proteinleri belirtir. Bir
duzenlemede eksprese edilen protein, hicrenin yluzeyinde eksprese olacak ve / veya

hicreden salinacak sekilde tasarlanir.
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Bir duzenlemede kodlanmis protein, érnegin, bir DNAse, bir kollajenaz, bir matris
metalloproteinaz (MMP2 veya 14 gibi} veya benzeri gibi tumorin ekstra hucresel

matrisinin bozunmasina yardimci olan bir enzimdir.

Uygun antikorlar ve antikor fragmanlari, agonistik veya antagonistik olabilir ve
antikanser etkinligi olanlari ve konakg¢l hicrenin kansere karsi tepkilerini modile
edenleri icerir, drnedin bir agonist veya antagonistik antikor veya antikor fragmani,
vaskularizasyonu azaltabilir veya timorln vaskUlarizasyonunu normallestirebilir. Bir
duzenlemede, agonistik antikorlar veya diger kodlanmis proteinler konakgi hucrenin,
konak¢inin dogustan gelen ve uyarlanabilir bagisiklik tepkileri icin daha goérunur
olmasini drnegin antijenleri, tehlike sinyallerini, sitokinleri veya kemaokinleri ¢ekip
onlan aktive etmek i¢in eksprese etme veya uyarlanabilir bagisiklik tepkilerini
arttirmak icin bunlar birlikte uyarma ya da kontrol noktasi yolu molekiillerine baglama

yoluyla saglayabilir.

Burada kullanilan haliyle terapétik antikor veya antikor baglama fragmani, onkolitik
viruse eklendiginde, hastadaki bir patoloji uzerinde, 6rnegdin tedavi edilen kanser
dzerinde faydal bir etkiye sahip olan antikora veya antikoru baglayan parcaya

karsilik gelir.

Burada kullanilan sekliyle, fayda saglayan etki, in vivo olarak eksprese edilen

antikorun arzu edilen ve / veya avantajh bir etkisini ifade eder.

Terapotik antikorlarin ve antikor baglama fragmanlarinin siniflari arasinda anti- EGF
antikorlari, anti- VEGF antikorlar, anti- PDGF antikorlari, anti- CTLA antikorlari, anti-
PD1 antikorlari, anti- PDL1 antikorlari ve anti- FGF antikorlar bulunur.

Mevcut acgiklamanin viruslerine dahil edilmek icin uygun olan tescilli terapotik
antikorlar, absiksimab, adalimumab, alemtzumab, basiliksimab, belimumab,
bevacizumab, brentuximab vedotin, canakinumab, setuksimab, certolzumab,
daclizumab, denosumab, eculzumab, efaliksumab, gemtuzumab, golimumab,
ibritumomab tiuksetan, infliksimab, ipilimumab, muromonab- CD3, ofatumumab,
palivizumab, panitumumab, ranibizumab, rituksimab, tocilizumab, tositumom ve

trastuzumab igerir.

Bir dizenlemede, kullanilan bir antikarun veya antikor fragmaninin antikor degigken
bélgesi sekanslar, bevacizumab'in (Avastin® olarak da bilinir) degisken bdlgelerine
% 95 ve 100 arasinda, mesela % 96, 97, 98 ya da 99 benzer ya da 6zdestir.
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Mevcut ag¢iklamanin viruslerine dahil edilmek i¢in ayrica uygun olanlar, érnegin,
trastuzumab, tositumomab, rituksimab, panitumumab, ofatumumab, ipilimumab,
ibritumomab tiuksetan, gemtuzumab, denosumab setuksimab, brentuksimab vedotin,
avastin ve adalimumab gibi kanser indikasyonlar i¢in onaylanmis antikorlar ve

baglama fragmanlarina yonelik kodlama sekanslaridir.

Bir duzenlemede kullanilan bir antikorun veya antikor fragmaninin antikor degisken
bolge sekanslari, bilinen bir antikorun veya burada agiklanan bir antikorun degigken

bolgelerine % 95 ve 100 arasinda benzer veya 6zdestir.

Burada kullanilan sekliyle "antikor molekuld”, antikorlari ve bunlarnn baglanma

fragmanlarini igerir.

Burada kullanilan haliyle antikor genel olarak bir tam uzunluktaki antikora ve bunlari
iceren bispesifik veya ¢ok spesifik formatlara karsilik gelir.

Antikor badlayan fragmanlar, tlretildigi orijinal "antikor" ile ayni, benzer veya daha iyi
ozgunlige sahip antijeni hedefleyebilen bir antikor fragmanini igerir. Antikor
fragmanlari, Fab, degistiriimis Fab, Fab ', degistiriimis Fab', F (ab '),2, Fv, tek alanli
antikorlar (6rn. , VH veya VL veya VHH), scFv, bi, tri veya tetra- valent antikorlar, Bis-
scFv, diabodyler, triabodyler, tetrabodyler ve yukaridakilerden herhangi birine ait
epitop baglama fragmanlari icerir (6rnegin, bakiniz Holliger ve Hudson, 2005, Nature
Biotech. 23 (9): 1126- 1136; Adair ve Lawson, 2005, Drug Design Reviews - Online 2
(3), 209- 217). Bu antikor fragmanlannin oclusturulmasi ve (retiimesine yodnelik
yontemler teknikte iyi bilinmektedir (6rnegin bakiniz Verma ve digerleri, 1998, Journal
of Immunological Methods, 216, 165- 181). Mevcut bulusta kullamimak Uzere diger
antikor fragmanlari, uluslararasi patent bagvurulan W0O2005 / 003169, WO2005 /
003170 ve WO2005 / 003171 icinde tarif edilen Fab ve Fab 'fragmanlarini icerir. Cok
degerli antikorlar, drmegin bispesifik olmak Uzere c¢oklu 6zglnlik icerebilir veya
monospesifik olabilir (6rnegin, bakiniz WO 92/22853, WO05 / 113605, W0O2009 /
040562 ve WO2010 / 035012).

Burada kullanildigi sekliyle spesifik ifadesi, sadece spesifik oldugu antijeni taniyan bir
antikoru veya fragmani ya da spesifik olmadigi antijenlere olan baglanma afinitesi ile
karsilastirldiginda spesifik oldugu antijene &nemli oranda ylksek baglanma
afinitesine, ornegin 5, 6, 7, 8, 9, 10 kat daha blyilk bir baglanma afinitesine sahip

olan bir antikoru ya da fragman ifade eder.
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Bilinen antikorlar veya antikor baglama fragmanlari, ayni CDR'ler veya ayni degisken
bolgelere sahip alternatif antikor formatlan Uretmek i¢in kullanilabilir, érnegin tam

uzunluktaki bir antikor bir Fab, Fab' veya scFv fragmanina kolayca donustarlebilir.

insan disi hayvanlar, insan antikor molekiilleri, insanlastirilmis antikor molekdlleri ve
kimerik antikor molekullerinden gelen antikor molekilleri de dahil olmak Uzere

mevcut agiklamanin yapilarinda ¢ok ¢esitli farkli antikor formlar kullanilabilir.

Bir duzenlemede, antikor veya baglama fragmani monoklonaldir. Monoklonal
antikorlar, teknolojide bilinen herhangi bir ydontemle, drnedin hibridoma teknigi (Kohler
& Milstein, 1975, Nature, 256: 495- 497), trioma teknigi, insan B- hucresi hibridoma
teknigi (Kozbor ve digerleri, 1983, Immunology Today, 4:72) ve EBV- hibridoma
teknigi (Cole ve digerleri, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, sf77- 96, Alan
R Liss, Inc. , 1985) ile hazirlanabilir.

Bir dlizenlemede, antikor veya baglama parc¢asi insan digidir, yani tamamen insan
disi kaynakhdir. Antikorlar ve fragmanlar kanser hucresi igine viris tarafindan

verilebildiginden dolayr bu mumkutndur.

Bir diizenlemede antikor kimeriktir, drnegin insan sabit bdlgesi (leri) ve insan disi

dedisken bdlgeler icerir.

Bir diizenlemede, antikor veya baglama pargasi insanidir, yani tamamen insan

kaynakhdir.

Bir diizenlemede, antikor veya baglama fragmani insanlastinimistir. insanlastirimis
antikorlar (CDR grafth antikorlari igerir), insan olmayan bir ture ait bir veya daha fazla
tamamlayicilik belirleyen bdlge (CDR) ve bir insan immunoglobulin molekulinden bir
gerceve bolgesi olan antikor molekilleridir (bakiniz, érnegin US 5585089; WQ91 /
09967). Takdir edilecedi gibi, sadece CDR'lerin tamamindan ziyade CDR'lerin
ozgunlik belireyici rezidilerini aktarmak gerekli olabilir (bakiniz érnegin, Kashmiri ve
digerleri, 2005, Methods, 36, 25- 34). insancillastirilmis antikorlar istege bagh olarak,
ornedin CDR'lerin tlretildidi insan disi tlrlerden taretilmis bir veya daha fazla cergeve

rezidisu icerebilir.

Bir dizenlemede kodlama sekansi, bir antikor agir zincirini, bir antikor hafif zincirini
veya bir antikor fragmanini kodlar. Burada kullanilan sekliyle agir zincir (HC), bir

antikorun genig polipeptit altbirimini ifade eder. Burada kullanildidi sekliyle hafif zincir
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(LC), bir antikorun klguk polipeptit alt birimine karsilik gelir. Bir dizenlemede antikor
hafif zinciri, bir CL bdlgesi, ya bir kapa veya lambda icerir.

Mevcut aciklamada kullaniimak uzere antikorlar, teknikte bilinen herhangi bir uygun
yontem kullanilarak elde edilebilir. Polipeptidi (aktiflestiriimis T hucreleri gibi)
eksprese eden hicrelerin (rekombinant veya dogal olarak) dahil oldudu flizyon
proteinlerini igeren antijen polipeptidi / proteini, antijeni spesifik olarak taniyan
antikorlar Uretmek igin kullanilabilir. Polipeptit, 'olgun’ polipeptit veya bunun biyolojik

agidan aktif bir fragmani veya tlrevi olabilir.

Bir konakgi hayvana bagisiklhk kazandirmak icin kullamimak Uzere polipeptitler,
ekspresyon sistemleri iceren genetik olarak islenmis konak hicrelerinden teknikte iyi
bilinen yontemlerle hazirlanabilir veya dogal biyolojik kaynaklardan toplanabilirler.
Mevcut basvuruda, "polipeptitler” terimi peptitleri, polipeptitleri ve proteinleri kapsar.
Aksi belirtimedikge bunlar birbirlerinin  yerine kullanilir. Antijen polipeptit, bazi
durumlarda, ornegin bir afinite etiketine kaynastinimis bir fizyon proteini gibi daha

blyuk bir proteinin bir pargasi olabilir.

Antikor polipeptidine karsi dretilen antikorlar, bir hayvanin asilanmasinin gerekli
oldugu durumlarda, iyi bilinen ve rutin protokolleri kullanarak polipeptitlerin bir
hayvana, tercih edilen sekliyle bir insan digi hayvana uygulanmasi ile elde edilebilir,
ornegin bakiniz Handbook of Experimental Immunology, D. M. Weir (ed. ), Vol 4,
Blackwell Scientific Publishers, Oxford, England, 1986). Tavsanlar, fareler, sicanlar,
koyunlar, inekler, develer veya domuzlar gibi sicakkanli hayvanlara bagisikhk
kazandirilabilir. Bununla birlikte, genellikle fareler, tavsanlar, domuzlar ve si¢anlar en

uygun olanlandir.

Bulusta kullanilmaya yonelik antikorlar ayrica, spesifik antikorlarin retimi icin secilen
tek lenfositlerden uretilen imminoglobulin dedisken bdlge cDNA'lari, Grnegin,
Babcook, J. Ve diderleri, (1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93(15):7843- 7848l);
W092/02551; W02004/051268 ve Uluslar aras| Patent Basvurusu W0Q2004/106377
tarafindan tarif edilen yontemlerle klonlama ve eksprese etme yoluyla tek lenfosit
antikor ydntemleri kullanilarak Uretilebilir. Natl. Acad. Sci. (SILINECEK) USA 93 (15):
7843- 7848BEN; VV092 / 02551, WO02004 / 051268 ve Uluslararasi Patent
Basvurusu numarasi WO2004 / 106377.



10

15

20

25

30

39

Antikorlarin taranmasi, antijene baglanmayi dlgmek igin tahliller kullarmilarak ve/veya
reseptorud  antagonize etme kabiliyetini  dlgmek i¢in  tahliller  kullanilarak
gerceklestirilebilir. Bir baglanma tahlili ornegi, 6zellikle, plakalarin GUzerinde hareketsiz
kilinan bir fizyon proteini (istege bagh olarak bir haberci iceren) kullanan ve flizyon
proteinine baglanmis anti- antijen antikorunu saptamak i¢in bir konjuge sekonder
antikor kullanan bir ELISA'dIr.

Bu bulusun antikor molekilinin, eder mevcutsa, sabit bodlge alanlar, antikor
molekilinun oénerilen fonksiyonu ve &zellikle gerekli olabilecek efektdr fonksiyonlar
dikkate alinarak secilebilir. Ornegdin, sabit bolge alanlari, insan IgA, IgD, IgE, IgG
veya IgM alanlar olabilir. Ozellikle, antikor molekiilii terapétik kullanmimlar icin
tasarlandiginda ve antikor efektor islevleri gerektiginde, insan IgG sabit bodlge
alanlari, dzellikle de IgG1 ve IgG3 izotipleri kullanilabilir. Alternatif olarak, IgG2 ve
IgG4 izotipleri, antikor moleklli terapdtik amaglar igin tasarlandiginda ve antikor
efektor islevleri gerekmedidinde, ornegin agonize edici aktivite icin veya hedef
noétralizasyonu igin kullanilabilir. Takdir edilecektir ki, bu sabit bolge alanlarinin
sekans varyantlari da kullanilabilir. Ornegdin 241 pozisyonundaki serinin, Angal ve
digerleri, Molecular Immunology, 1993, 30 (1), 105- 108'de tarif edildigi sekilde prolin
haline getirildigi IgG4 molekulleri kullanilabilir.

Bazi antikor islevleri icin, &rnegin bagisikhik sisteminin hiicreleri gibi antikorun hedef
molekullnd tasiyan hucrelere aktivasyon sinyalleri vermek igin, antikorun membrana
sabitlenmis versiyonlarinin  kullanilmasi avantaj sadlayabilir, boylece antikor,
eksprese eden hucrenin yuzeyi Uzerinde eksprese edilir. Bu gibi hucre yuzeyinde
eksprese edilmis baglanma molekulleri, hedef molekllden alici hiicreye aktivasyon
sinyallerinin iletiimesini glclendiren, baska bir hicrenin ylzeyindeki hedef sinyal

molekill arasinda etkili multimerik etkilesimler saglar.

Avantaj saglayan haliyle, bu ag¢iklamanin adenovirisleri, tam uzunluga sahip ve

antikorlarin scFv bigimlerini eksprese edebilmektedir.

Bir dizenlemede antikoru veya antikor pargasini kodlayan sekans, dahili bir ribozom
giris sekansi igerir veya bunlardan baskalarini da igerir. Burada kullanilan haliyle
dahili ribozom giris dizisi (IRES), bir haberci RNA (mRNA) sekansinin ortasinda

translasyon baslatiimasina izin veren bir nukleotid sekansi anlamina gelir.
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Bir duzenlemede kodlanmis terapotik proteinler veya peptitler, hedef spesifik

proteinler, polipeptitler veya peptitlerdir.

Burada kullanilan haliyle hedefe 6zgu proteinler veya peptitler, ya hedef proteinlerin
kendilerini ya da hedef proteinlerin veya peptitlere direkt olarak baglanan (érn. ,
hedefe 6zgu olan) veya bunun disinda, bunlann seviyelerini degistiren farkl protein
veya peptitleri belirtir. Bir dncekine dair bir 6rnek bir sitokin olurken, ikincisine yonelik

bir ornek ise sitokine karsi bir antikor olacaktir.

ilgilenilen hedefler genellikle hastalikla, &zellikle kanser ile iligkili belirli hlcreler,
hacresel trunler, antijenler veya sinyal yollar ile ilgilidir. Hedef, baglama bagh olarak,
mRNA ile ya da d6rnegin, RNAI tipi teknoloji ile inhibe edilebilen, protein veya
polipeptidi kodlayan genden kopyalanan benzeri ile de ilgilidir. Boylece RNA, mesela
RNAI teknolojisi baglaminda, stz konusu hedef hedefin geni tarafindan kodlanan
mMRNA'dIr.

ligilenilen hedeflerin érmekleri arasinda uyarici T hiicresi ortak reseptérleri ve bunlara
yonelik ligandlar, kontrol noktasi engelleyici T hicresi ortak reseptor molekulleri ve
bunlara yonelik ligandlar, reseptorler ve dlzenleyici T hicreleri tarafindan eksprese
edilen ligandlar, miyeloid tlrevi baskilayici hlcreler ve immuinosipresif bagisiklik
hucreleri, dendritik hiicre ve antijen sunan hicre reseptérleri ve bunlara yodnelik
ligandlar, antijen isleme ve sunum aracilari, sitokinler ve sitokin reseptorleri,
kemokinler ve kemokin reseptdrleri, transkripsiyon faktérleri ve regulatérleri, hiicre igi
alisveris molekulleri ve hucre fonksiyonunun duzenleyicileri, tumor hucresi ve tumor
mikro ¢evre reseptorleri ve urlnleri, IDO gibi hiicre ici timoér hiicresi enzimleri,
bagisiklik hucreleri tarafindan taninma igin antijenler bulunur, ancak bunlarla sinirh

degildirler.

Dolayisiyla bir diuzenlemede burada kullanilan haliyle hedef, burada uygun bir
sekilde ©rnedin, burada bir antikor veya baglayict fragman tarafindan inhibe
edilebilen, ndtralize edilebilen veya aktive edilebilen bir protein veya polipeptidi ifade
eder. Hedef, sitokinler baglaminda, tek basina bir sitokini veya sitokine dzgu bir
antikoru veya bunun bir baglama parcgasini belirtir. Boylece, virus sitokinin kendisini
kodlayabilir ve eksprese edebilir, c¢lnkl bunun salinmasi "konakg¢!" bagisiklik
tepkilerini uyarabilmektedir. Ligand baglaminda, ligandin mutasyona ugratiimig
bicimleri, reseptori baglamak i¢in dogal ligand ile yansan virus tarafindan
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kodlanabilir. Mutasyona ugramis ligand, reseptor icin artan baglanma afinitesine
sahip olabilir, érnegin, yavas bir kapanma hizina sahiptir, bu yuzden reseptoru isgal
eder ve buradan sinyali arttinr veya azaltir. Alternatif olarak, mutasyona ugramis
ligandin aktivitesi, vahsi tipli liganda kiyasla azaltilabilir ve boylece dogal liganddan

reseptor araciligiyla baglanma ve genel aktivite azaltilir.

Bir dizenlemede, mevcut agiklamaya uygun virls veya yapl, bir 6n ilag, bir badisikhk

dlzenleyiciyi ve / veya bir enzimi kodlar.

Burada kullanildigi sekliyle 6n- ilag, daha sonra genellikle normal metabolik islemler
vasitasiyla vucutta etken bir farmakolojik maddeye donusturilen aktif olmayan (veya
tam olarak aktif olmayan) tlrev olarak verilen bir molekil anlamina gelir. Bir 6n ilag,
istenen ilaca bir oncul turl olarak hizmet eder. Bir on ilag donUstirme enzimi, bir 6n

ilaci farmakolojik olarak aktif formuna donustiiren enzim olarak iglev gorur.

Burada kullanilan bagdisikhk duzenleyici, bagisiklik tepkisinin bir dizenleyicisi
anlamina gelir. Bagisikhk dizenleyiciler, bagisikhigin guglenmesinde, bagisikligl
baskilanmasinda ya da immunolojik toleransin induklenmesindeki gibi, bagdisiklik

tepkisinin istenilen bir seviyeye ayarlanmasinda iglev goérur.

Burada kullanildigi haliyle enzim, canli organizmalarda bir katalizér gorevi goren ve
kimyasal reaksiyonlarin surecin kendisinde degisiklik yapilmadan hizlanma oranini

dluzenleyen bir madde anlamindadir.

Asagida, ornek hedef peptitler / polipeptitler ve proteinlerin kapsamh olmayan bir

tartismasi bulunmaktadir.

Bir dizenlemede, hedef bir veya daha fazla CTLA- 4, PD- 1, PD- L1, PD- L2, VISTA,
B7- H3, B7- H4, HVEM, ILT- 2, ILT- 3, ILT- 4, TIM- 3, LAG- 3, BTLA, LIGHT veya
CD160" iceren gruptan, érnedin CTLA- 4, PD- 1, PD- L1 ve PD- L2'den bagimsiz
olarak secilir. Bir dizenlemede, bunlardan birine 6zgl bir antikor veya bunun bir
baglama fragmani saglanmistir. Bu nedenle bir dlizenlemede, bir transgen veya
transgen kasedi, CTLA- 4, PD- 1, PD- L1 veya PD- L2'yve 6zgl bir antikoru veya
antikor pargasini kodlar. Bir diizenlemede, adenoviris CTLA- 4, PD- 1, PD- L1 veya

PD- L2'ye 6zgu bir antikor veya antikor fragmanini ifade eder.

Bir dlizenlemede antikor, bir kontrol noktasi inhibitér(i antikorudur, érnegin anti- PD-
L1'dir. Bir dizenlemede, adenovirlis, tam uzunluga sahip anti- insan PD- L1

antikorunu ifade eder. Bir duzenlemede tam uzunluga sahip anti- insan PD- L1
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antikorunun ekspresyonu, ozellikle By pozisyonunda, buyuk ge¢ promoter (MLP) gibi
bir endojen promotorun kontrollu altindadir. Bir duzenlemede adenovirls, anti- insan
PD- L1 antikorunun scFv formunu eksprese eder. Bir dizenlemede bir anti- insan
PD- L1 antikorunun bir scFv formunun ekspresyonu, ozellikle By pozisyonunda,

blylk ge¢ promotdr gibi bir endojen promotorin kontrolh altindadr.

Bir dizenlemede, bir virls veya mevcut aciklamanin yapisi tarafindan kodlanan anti-
PD- L1 antikoru VH zincirinin amino asit sekansi, SEK ID NO: 30'dur. Bir
duzenlemede anti- PD- L1 antikor sabit agir zincirinin amino asit sekansi SEK |D NO:
33veya 34'dur. Bir duzenlemede, anti- PD- L1 antikoru VL zincirinin amino asit
sekansi, SEK ID NO: 32'dir. Bir diizenlemede, anti- PD- L1 antikor sabit hafif
zincirinin amino asit sekansi, SEK ID NO: 35'tir. Bir dizenlemede, anti- PD- L1 scFv

antikor fragmaninin amino asit sekansi, SEK ID NO: 37'dir.

Bir dizenlemede, mevcut agiklamaya uygun, burada érneklendigi gibi CTLA- 4'e
o0zgu tam uzunlukta bir antikor veya scFv i¢in bir antikor veya bunun bir baglama

parcasini kodlayan bir virlis veya yapi saglanmaktadir.

Bir duzenlemede hedef, CD16, CD25, CD33, CD332, CD127, CD31, CD43, CD44,
CD162, CD301a, CD301b ve Galektin- 3 iceren gruptan bagimsiz olarak segilen biri
ya da ikisidir. Bir dizenlemede, bir antikor ya da buna &zgi olan bir baglama

antikoru, érnegin bir tam uzunluklu antikor ya da bir scFv saglanmaktadir.

Bir duzenlemede, ornegin bir antikor ya da baglama fragmani tarafindan hedeflenen
bir hedef, FLT- 3, FLT- 3 ligandi, TLRs, TLR ligandlan, CCR7, CD1a, CD1c, CD11b,
CD11¢, CD80, CD83, CD86, CD123, CD172a, CD205, CD207, CD209, CD273,
CD281, CD283, CD286, CD289, CD287, CXCR4, GITR Ligand, IFN- a2, IL- 12, IL-
23, ILT1, ILT2, ILT3, ILT4, ILT5, ILT7, TSLP Reseptoru, CD141, CD303, CADM1,
CLEC9a, XCR1 ve CD304 iceren gruptan bagimsiz olarak segilen biri ya da ikisidir.

Bazi TLR ligandlar, bagdisiklik tepkilerini uyarma kabiliyetine sahiptir ve 6rnegin,
adjuvanlar olarak kullanilirlar. Bir dizenlemede virts, bir TRL ligandini kodlar ve

salgilar.

Bir duzenlemede hedef, bir antijen islemcisi ve antijen sunum aracisindan, drnegin

CTIIA veya GILT arasindan segilir.

Bir dizenlemede, 6rnegin bir antikor veya bagdlama pargasi tarafindan hedeflenebilen

hedef, bir kanser hedefidir.
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Bir duzenlemede hedef, OX40, OX40 ligand, CD27, CD28, CD30, CD40, CD40
ligandi, CD70, CD137, GITR, 4- 1BB, ICOS ya da ICOS ligandini i¢eren gruptan
bagimsiz olarak secilen biri ya da daha fazlasidir, érnegin CD40 ve CD40 ligandidir.

Bir dlizenlemede transgen kaseti, CD40 veya CD40 ligandi veya CD40 veya CD40
ligandini hedefleyen bir antikor, antikor fragmani veya shRNA iceren bir ligandi
kodlar. Bir dizenlemede adenovirls, CD40 veya CD40 ligandi veya CD40 veya
CD40 ligandini hedefleyen (bunlara 6zgu) bir antikor, antikor fragmani veya shRNA

igeren bir ligandi eksprese eder.

Bir duzenlemede, hedef IL- 1q, IL- 1B, IL- 6, IL- 9, IL- 12, IL- 13, IL- 17, IL- 18, IL- 22,
IL- 23, IL- 24, IL- 25, IL- 26, IL- 27, IL- 33, IL- 35'i igeren gruptan bagimsiz olarak
secilen biri ya da daha fazlasidir. interldkin- 2 (IL- 2), IL- 4, IL- 5, IL- 7, IL- 10, IL- 15,
IL- 21, IL- 25, IL- 1RA, IFNq, IFNB, IFNy, TNFa, TGFp, lenfotoksin a (LTA) ve GM-
CSF.

Bir duzenlemede, transgen kaseti, IL- 12, IL- 18, IL- 22, IL- 7, IL- 15, IL- 21, IFNa,
IFNy, TNFa, TGFB veya lenfotoksin a (LTA)'ya 6zgu bir antikor veya antikor
fragmanini kodlar. Bir dizenlemede, adenovirls, IL- 12, IL- 18, IL- 22, IL- 7, IL- 15,
IL- 21, IFNa, IFNy, TNFa, TGF3 veya lenfotoksin a (LTA) eksprese eder.

Bir dizenlemede, IFNy'nin amino asit dizisi SEK ID NO: 41'dir. Bir diizenlemede,
IFNa'nin amino asidi dizisi, SEK ID NO: 42'dir. Bir diizenlemede, TNFa'nin amino
asidi dizisi, SEK ID NO: 40'tir.

Bir duzenlemede hedef, bir kemokindir, érnegin IL- 8, CCL5, CCL17, CCL20, CCL22,
CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL13, CXCL12, CCL2, CCL19, CCL21, CXCR2,
CCR2, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR8, CXCR3, CXCR4, CXCR5 ve CRTHZ2'yi

iceren gruptan bagimsiz olarak secilen biri ya da daha fazlasidir.

Bir dlizenlemede, transgen kaseti, CCL5, CXCL9, CXCL12, CCL2, CCL19, CCL21,
CXCR2, CCR2, CCR4 ya da CXCR4'e 6zgu bir antikor veya antikor fragmanini
kodlar. Kemokinler baglaminda hedef, ornegin kansere karsi konak bagisiklik
tepkilerini induklemek veya arttirmak i¢in viruslerin kemokini kodladigi ve eksprese
ettigi yeri igerir.

Bir dlzenlemede adenoviris, CCL5, CXCL9, CXCL12, CCL2, CCL19, CCL21,
CXCR2, CCR2, CCR4 ya da CXCR4'e 6zgu bir antikor veya antikor fragmanini

eksprese eder.
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Bir duzenlemede hedef, STAT3, STAT1, STAT4, STATSE, CTIIA, MyD88 ve NFkB aile
dyelerinden olusan gruptan bagimsiz olarak segilen biri veya daha fazlasidir, érnegin
protein, bir inhibitor, oéregin bir antikor veya bunun bir baglama fragmani ile
hedeflenir, veya ilgili genden kopyalanan mRNA, RNAi gibi bir mekanizma tarafindan

engellenir.

Bir dizenlemede hedef, HSp70'dir veya hlcre hayatta kalimi ve mesela survivin gibi
Slimune dair bir dlzenleyicidir, érnedin protein, bir inhibitdr, érnegdin bir antikor veya
bunun bir baglama fragmani ile hedeflenir veya ilgili genden kopyalanan mRNA,

RNAI gibi bir mekanizma, 6rnegin tarafindan engellenir.

Bir dizenlemede hedef, amfiregillin, BTC, NRG1a, NRG1b, NRG3, TGFa, LRIG1,
LRIG3, EGF, EGF- L6, Epigen, HB- EGF, EGFR, Her2, Her3 ve Her4 igceren gruptan
bagimsiz olarak secilen biri veya daha fazlasidir, drnegin protein, bir inhibitor,
drnedin bir antikor veya bunun bir baglama fragmani ile hedeflenir, veya ilgili genden

kopyalanan mRNA, RNAI gibi bir mekanizma tarafindan engellenir.

Bir duzenlemede hedef, hedgehog, FGF, IGF, Wnt, VEGF, TNF, TGFB, PDGF ve
Notch igeren gruptan bagimsiz olarak secilen birine veya daha fazlasina yénelik bir

ligand veya reseptorddr.

Bir duzenlemede adenovirlis, VEGF've 6zgl bir antikor veya antikor fragmani
eksprese eder. Bir diizenlemede, antikor bir anti- VEGF antikorudur. Ornegin, antikor
Bevacizumab'in amino asit sekansina sahip olan bir antikor veya bunun esdegeri
gibi. Bir duzenlemede, adenovirus, tam uzunluga sahip anti- insan VEGF antikorunu
ifade eder. Bir dizenlemede tam uzunluga sahip anti- insan VEGF antikorunun
ekspresyonu, ozellikle By pozisyonunda, buyuk ge¢ promoter (MLP) gibi bir endojen
promotérun kontroll altindadir. Bir dizenlemede adenoviris, anti- insan VEGF
antikorunun scFv formunu eksprese eder. Bir dizenlemede bir anti- insan VEGF
antikorunun bir scFv formunun ekspresyonu, ozellikle B vpozisyonunda, biylk geg¢
promotor gibi bir endojen promotorin kontroli altindadir. Bir dluzenlemede, anti-
VEGF antikoru VH zincirinin amino asit sekansi, SEK |ID NO: 29dur. Bir
duzenlemede anti- VEGF antikor sabit agir zincirinin amino asit sekansi SEK ID NO:
33 veya 34'dir. Bir dizenlemede, anti- VEGF antikoru VL zincirinin amino asit
sekansi, EQ ID NO: 31'dir. Bir dlizenlemede, anti- VEGF antikoru sabit hafif zincirin
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amino asit sekansi, SEK ID NO: 35%ir. Bir duzenlemede, anti- VEGF scFv antikor
fragmaninin amino asit sekansi, SEK ID NO: 36'dir.

Bir dizenlemede, hedef IDO'dur.

Bir duzenlemede hedef, Sitomegalovirlis antijenleri, grip antijenleri, hepatit B ylzey
ve cekirdek antijenleri, difteri toksoidi, Crm197, tetanoz toksoidi gibi bulasici
organizmalar; T hicresi olarak bilinen bdyle antijenlerden veya antikor epitoplardan,
ya da bu antijenlerin genetik olarak islenmis kompozitlerinden ya da multimerlerinden
turetilen peptitler; antijenler olarak tumoér tlrevi proteinler; T hicresi olarak bilinen bu
tip antijenlerden ya da epitoplardan turetilen peptitler ve genetik olarak islenmis bu tip
antijenlerin kompozitler veya multimerler érnegin, WT1, MUC1, LMP2, idiotype, HPV
E6&E7, EGFRVII, HER- 2/neu, MAGE A3, p53 nonmutant, p53 mutant, NY- ESO- 1,
GD2, PSMA, PCSA, PSA, gp100, CEA, MelanA/MART1, Ras mutant, proteinaz3
(PR1), ber- abl, tyrosinase, survivin, PSA, hTERT, ozellikle WT1, MUC1, HER- 2/neu,
NY- ESO- 1, survivin ya da hTERT iceren gruptan bagimsiz olarak segilen bir ya da
daha fazla protein ya da peptit icin badisiklik hiucreleri tarafindan taninmaya yonelik

bir antijendir.

Teknikte uzman kisgiler, kodon artikligina bagh olarak belirli bir amino asit dizisini
kodlayan nukleik asit sekanslar icin bir¢ok olasiligin oldugunu, sessiz nikleik asit
baz ciftinin mutasyonlarinin tolere edildigini ve belirli bir amino asit dizisini kodlayan
tim nikleik asit dizilerinin  SEK ID NO:'larinin mevcut acgiklama tarafindan

ongoruldugunu takdir edecektir.

Bir duzenlemede, bir transgen ile kodlanan peptit, polipeptit veya protein bir
mimotoptur. Burada kullanilan haliyle bir mimotop, bir epitopun yapisini taklit eden bir
molekiil, cogunlukla bir peptittir. ikinci 6zellik, epitop tarafindan ortaya cikarilana
benzer bir antikor tepkisine neden olur. Belirli bir epitop antijeni i¢in bir antikor, 0
epitopu taklit eden bir mimotopu taniyacaktir. Mimotoplar, yaygin sekilde biopanning
yoluyla faj gérintileme kitiphanelerinden elde edilir. Mimotoplari kullanan asilar
gelistiriimektedir. Bu nedenle, bilinen &zgunliklerin antikorlari, kutuphanelerin
taranmasi igin kullanilabilir {érnegin, faj gosteriminde peptit kutuphaneleri - drnegin
Ab sekans kutuphaneleri veya antikor olmayan peptit kiitiphaneleri, 6zellikle daha
kararli 3D yapilara sahip peptitlerin Uretilmesi icin optimize edilmis olanlar) -
Mimotoplarin Uretilmesi teknikte iyi agiklanmigtir (bkz. Tribbick G, Rodda S. Antikor
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benzeri molekillere baglanan peptit ligandlarinin kesfi i¢in kombine yontemler. J Mol
Recognit. 2002 15 (5): 306- 10; Masuko T, Ohno Y, Masuko K, Yagi H, Ugjima S,
Takechi M, Hashimoto Y. Yesil flioresan proteine kaynastirilmis hedef molekdlleri
eksprese eden transfektanlar ile bagisiklik kazandirilmis siganlar kullanilarak saglam
bir strateji ile zar onkoproteinlerine yonelik terapotik antikorlara dogru. Cancer Sci.
2011 102 (1): 25- 35).

Bir dizenlemede, bir mimotop veya diger tasarlanmis asl antijenleri bir transgen ile
kodlanir ve alici hastada bir antikor tepkisi uyandirmak i¢in eksprese edilir, burada
induklenen antikorlar istenen terapétik etkiye sahiptir. Bir dUzenlemede, istenen insan
ligandindan gelen peptit sekanslari olan GFP- peptit flizyon proteinleri, kendine karsi
hedef antikor tepkilerini indiklemek igin kullanilir, érnedin hedef molekil PD- 1'e
baglanmak i¢in dnemli olan PD- L1'in bir peptit bolgesi, GFP veya diger ylksek
derecede immunojenik yabanci tasiyici proteinlerle genetik olarak baglantili olabilir,
boylece peptite kargi bir immun antikor tepkisi, dogal PDL1 molekulu ile gapraz
reaksiyona giren ve dolayisiyla PD- L1: PD- 1 etkilesimlerini bir anti- PDLA
antikorunu dogrudan kodlayarak yapanla ayni sekilde engellemeyi icerir. Kendine
karsi terapétik antikor tepkilerini indukleyen asilar igin kavramlar teknikte iyi tarif
edilmistir {bkz. Spohn G, Bachmann MF. Reseptor- ligand etkilesimlerini bloke etmek
icin terapotik asilama. Expert Opin Biol Ther. 2003 3 (3): 469- 76; Link A, Bachmann
MF. Immunodrugs; terapotik antisidokin asilariyla B- hicresi toleransini bozma,
ancak T- hiucresininkini bozmama. Immunotherapy 2010 2 (4): 561- 74; Delavallée L,
Assier E, Semerano L, Bessis N, Boissier MC. Antitokokin asilarinin yeni ortaya
¢iktigr uygulamalar. Expert Rev Vaccines. 2008 7 (10): 1507- 17).

Bir veya daha fazla dizenleme, kullanilan transgen, SEK ID NO: 29 ila 44, 67 & 70-

71'in herhangi birinde gé&sterilen bir sekansi kodlar.

Avantaj saglayan haliyle, mevcut agiklamadaki adenovirUsler antikor formlarini ve bir
transgende kodlanan sitokinler gibi dider proteinleri kultlr sipernatana in vitro olarak
veya timor dokusu stromasina in vivo olarak eksprese eder ve salar (bakiniz sekiller
4- 8, 11- 12, 16- 19, 28- 29, 33, 35, 38- 40, 42- 43, 47, 49, 51).

Oncii sekanslar, kanser hiicresinden gikan kodlanmis protein / polipeptit veya peptite
yardimci olabilir. Dolayisiyla, bir diizenlemede kodlanmig "protein”, bir éncl sekans
icerir. Burada kullanildidi haliyle, éncl sekans, promotdr sekans ve kodlama bolgesi
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arasinda bulunan, transkripsiyon ya da translasyon seviyesinde gen ekspresyonunu
dizenleyen bir polinukleotid dizisine karsilik gelir.

Bir duzenlemede kodlama sekansi, bir peptidi kodlar. Burada kullanilan sekliyle
peptit, tam bir fonksiyonel protein olmayan bir amino asit zincirine karsilik gelir. Tipik
olarak proteinin islevinin bir kismini veya tamamini tutan bir fragman, T- hlcreleri
tarafindan taninabilen ya da bagisiklik sistemi tarafindan taninabilen 8 ya da daha

fazla amino asitlik peptitlerin bir fragmanidir.

Bir dlizenlemede transgen, 6rnedin lusiferaz, GFP veya eGFP veya kirmizi fluoresan
proteini gibi biyolojik olarak parlak, floresan goruntuleme ajanlan (aktive edilebilir
fluoresan goruntileme ajanlari dahil) igeren bir goruntileme ajanini kodlayan bir

haberci gendir.

Burada kullanilan haliyle haberci gen veya haberci sekansi, dkaryotik hicrelerde
kolayca tespit edilen bir Grin Ureten bir gen veya DNA sekansi anlamina gelir ve
DNA'sinin  yakindan baglantih veya birlestirildigi baska bir genin aktivitesini
belirlemek igin bir markodr olarak kullanilabilir. Haberci genler, onlan kolaylkla
tanimlayan ve d&lg¢llen hicreler veya organizmalar Uzerinde ozellikleri sunar veya
bunlar, segilebilir isaretlerdir. Haberci genler, belirli bir genin hiicre ya da organizma
populasyonundan  alinip  alinmadiginin ya da  bunlarda  sentezlenip
sentezlenmediginin gostergesi olarak sikhkla kullanilir. Yaygin haberci genlerin
ornekleri bunlarla sinif olmamak kaydiyla LacZ, lusiferaz, GFP, eGFP, neomisin
fosfotransferaz, kloramfenikol asetiltransferaz, sodyum iyodur simportor (NIS),
nitroreduktaz (6rnegin, NfsA, NfsB) hiicre ici metaloproteinler, HSV1- tk veya ostrojen

reseptorunu igerir.

Bir dizenlemede, genetik materyal (6zellikle transgene), bir goruntuleme ajani,

lusiferaz, GFP veya eGFP gibi bir haberci geni kodlamaz veya eksprese etmez.
Bir dizenlemede, NIS 'in amino asidi sekansi, SEK ID NO: 67'tir.

Mevcut aciklamaya uygun virGsler, timaor hucrelerinin bir panelinde litik potansiyelinin
incelenmesiyle spesifik bir timor tlrine yonelik tercihleri igin arastirilabilir, érnegin,
kolon tumor hicre dizileri arasinda HT- 29, DLD- 1, LS174T, LS1034, SW403,
HCT116, SW48 ve Colo320DM bulunur. Mevcut herhangi bir kolon timadr hicre dizisi

bdyle bir degerlendirme igin esit derecede yararl olacaktir.
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Prostat hucre dizileri, DU145 ve PC- 3 hucrelerini icerir. Pankreas hucre hatlar
arasinda Panc- 1 hucreleri bulunur. Meme tumér hucre hatlarini, MDA231 hucre
dizisini igerir ve yumurtalik htcre dizileri OVCAR- 3 hiicre hatlarini igerir. Hemopoietik
hdcre hatlan arasinda, bunlarla sinirli olmaksizin, Raji ve Daudi B- lenfoid hlcreleri,
K562 eritroblastoid hicreler, U237 miyeloid hlcreleri ve HSB2 T- lenfoid hlcreleri

bulunur. Mevcut diger timor hicre ¢gizgileri de esit derecede yararlidir.

Mevcut agiklama, burada a¢iklanan yeni dizileri de kapsar. Bir diizenlemede, virls
burada acgiklanan sekanslardan herhangi birinde, ornedin SEK ID NO:'lar: 1 ila 9,
SEK ID NO:'lar: 48- 53, SEK ID NO: 56- 63, SEK ID NO: 66, SEK ID NO: 68- 69 ve
SEK ID NO: 72- 73'te gosterilir.

Formiilasyonlar

Mevcut agiklama, burada tarif edildigi gibi bir virlsin farmasétik bir formulasyonunu

da kapsar.

Bir duzenlemede, mevcut agiklamaya gore ¢ogalmaya elverisli bir onkolitigin 6érnegin,
inflzyonu ya da enjeksiyonu igin bir sivi parenteral formulasyon saglanir, burada
formilasyon dozun hacmi basina 1x10% ila 1x10" viral partikll araliginda bir doz

temin eder.

Parenteral formilasyon, Gl (gastrointestinal) yol vasitasi ile veriimeyecek sekilde
tasarlanmis bir formulasyon anlamindadir. Tipik parenteral uygulama yollar arasinda
enjeksiyon, implantasyon veya influzyon bulunur. Bir dizenlemede formilasyon,
bolus verilmesine yonelik bir formda saglanir.

Bir duzenlemede, parenteral formulasyon bir enjeksiyon formundadir. Enjeksiyon
intravenoz, deri altina, intra- tumoral veya intramuskuler enjeksiyonlari icerir. Burada
kullanilan haliyle enjeksiyon, bir siringa yoluyla sivinin vicuda sokulmasi anlamina
gelir. Bir duzenlemede, mevcut aciklamaya ait yontem, tumor ici enjeksiyonu

icermez.
Bir diizenlemede, parenteral formilasyon bir inflzyon formundadir.

Burada kullanildigi sekliyle infuzyon, sivilarin damla, infuzyon pompasi, siringa
surlcusu veya esdeder cihaz ile daha yavas bir hizda uygulanmasi anlamina gelir.
Bir diizenlemede inflizyon, 1. 5 dakika ila 120 dakika arasindaki bir periyot boyunca,
mesela yaklasik 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14 15, 16, 17, 18, 19 20, 25, 30, 35,
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40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 65, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110 ya da 115 dakika

uygulanir.

Bir dizenlemede, formulasyonun bir dozu, bir siringa surucisi tarafindan uygulanan

sekilde ornegin 100 ml'den azdir, ornegin 30 ml'dir.

Bir dizenlemede, enjeksiyon, yavas bir enjeksiyon olarak, érnegin 1. 5 ila 30

dakikalik bir periyot boyunca uygulanir.

Bir dizenlemede formulasyon, intravendz (i. v.) uygulama igindir. Bu yol, onkolitik
virtsln verilmesinde 6zellikle etkilidir, ¢Unkl organ ve doku ¢ogunluguna hizli erisim
saglar ve metastazlarin, drnegin ozellikle karaciger ve akcigerler gibi ylksek oranda
vaskilarize bolgelerde konumlu bulunan metastazlarin tedavisi igin  &zellikle

yararhdir,

Terap6tik formalasyonlar, tipik olarak, tretim ve muhafaza kosullan altinda steril ve
kararli olacaktir. Bilesim, bir insana uygulamak i¢in uygun bir ¢ozelti, mikroemdulsiyon,
lipozom veya baska parenteral formulasyon olarak formile edilebilir ve bir siringa
veya tup gibi dnceden doldurulmus bir cihaz, 6zellikle tek bir doz olarak formule

edilebilir.

Formulasyon genel olarak farmasdétik agidan kabul edilen bir seyreltici veya tasiyici,
drnedin virlisle uyumlu olan ve virtisiin gerekli siire boyunca kararli oldugu toksik

olmayan, izotonik bir tagiyiciyi igerir.

Taslyici, drnegin su, etanol, poliol (mesela, gliserol, propilen glikol ve sivi polietilen
glikol ve benzeri) ve bunlarin uygun karigimlarini igeren bir ¢ozucu veya dadiima
ortami olabilir. Uygun akigkanlik, érnegin, lesitin gibi bir dagitici (dispersan) veya
ylzey aktif madde ya da polisorbat 80 veya 40 gibi iyonik olmayan bir yozey aktif
madde kullanilarak muhafaza edilebilir. Dispersiyonlarda, istenen pargacik
boyutunun korunmasi bir yiizey aktif maddenin varhd: ile desteklenebilir. izotonik
maddelerin érnekleri arasinda, sekerler, mannitol, sorbitol gibi polialkoller veya

bilesim icinde sodyum Klorir bulunmaktadir.

Bir dlizenlemede, kullanilan parenteral formulasyonlar asadidakilerden bir veya daha
fazlasini igerebilir: drnegin 4- (2- hidroksietil) - 1- piperazinetansulfonik asit, bir fosfat
tamponu ve / veya bir Tris tamponu gibi bir tampon; érnegin, bir dekstroz, manoz,
stikroz ya da benzerleri gibi bir geker; sodyum klortir, magnezyum klorlir ya da
potasyum klorur gibi bir tuz; briji, PS- 80, PS- 40 ya da benzerleri gibi iyonik olmayan
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bir yuzey aktif madde benzeri bir deterjan. Formulasyon ayni zamanda, EDTA veya
etanol veya bir EDTA ve etanolun kombinasyonu gibi bir koruyucu ihtiva edebilir ve

bunun da muhtemel bozulmalarin bir veya daha fazla yolunu onledigi dusanalir.

Bir duzenlemede, formulasyon mevcut aciklamaya gore saflastirilmis onkolitik virtis
icerecektir, ornegin doz basina 1x10'0 ila 1x10%'viral partikll, mesela doz basina
1x107 ila 1x10'¢ viral partikdl icerecektir. Bir dizenlemede, formilasyon icindeki
virlis konsantrasyonu, 2 x 108 ila 2 x 10™ vp / mL araliindadir, érnedin 2 x 10"%vp /
ml'dir.

Bir dizenlemede, parenteral formulasyon gliserol icerir.

Bir dlizenlemede formUlasyon, burada tarif edildigi gibi onkolitik adenoviriis, HEPES

(N- 2- hidroksietilpiperazin- N'- 2- etansiilfonik asit), gliserol ve tampon igerir.

Bir dizenlemede, parenteral formulasyon, bulusun virisinden, ornedin 5 mM
HEPES'ten, érnedin % 5- 20 (v/v) gliserolden, érmegdin pH'1 7- 8 arali§ina ayarlamak

igin hidroklorik asitten ve enjeksiyon ic¢in sudan olusur.

Bir diizenlemede, 2 x 10"? vp/mL'lik bir konsantrasyonda bulusa ait 0. 7 mL virGs, 7.
8'lik bir nihai pH'la, 5 mM HEPES, % 20 gliserol icinde formule edilir.

Farmasdtik olarak kabul edilebilir tasiyicilarin kapsamli bir tartismasi Remington's
Pharmaceutical Sciences (Mack Yayincilik Sirketi, NJ 1991)'da bulunabilir.

Bir dlzenlemede, formulasyon, solunum dahil topikal uygulamalar igin bir

formulasyon halinde saglanir.

Uygun solunabilir preparatlar, solunabilir tozlari, itici gazlar igeren dlgum aerosollerini
veya itici gazlar icermeyen solunabilir solusyonlan igerir. Agiklamaya uygun
solunabilir tozlar genel olarak burada tarif edildii gibi bir fizyolojik olarak kabul

edilebilir eksipiyan iceren bir virus ihtiva edecektir.

Bu solunabilir tozlar, monosakaritler (ornegin, glukoz veya arabinoz), disakkaritler
(6rnegin, laktoz, sakkaroz, maltoz), oligo- ve polisakkaritler (érnedin, dekstranlar),
polialkoller (6rnedin, sorbitol, manitol, ksilitol), tuzlar (6érmedin, sodyum Klorlr,
kalsiyum karbonat) veya bunlarin birbirleriyle karisimlarini igerebilir. Mono- veya
disakaritler uygun sekilde kullanilmaktadir, ozellikle laktoz veya glukozun kullanimi

s6z konusudur, ancak yalnizca bunlarin hidratlari seklinde degildir.
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Akcigerde birikim i¢in pargaciklar 10 mikrondan kuguk, ornegin 1- 9 mikron, érnegin
0.1 ila 5 pm, &6zellikle 1 ila 5 um gibi bir par¢acik boyutu gerektirir. Virus tasiyan
parcacik boyutu, birincil onem tasimaktadir ve bu nedenle, bir duzenlemede, mevcut
aglklamaya uygun virus emdirilebilir veya verilen boyuttaki bir laktoz pargacigi gibi bir

pargacik uzerinde emilebilir.

Solunabilir  aerosollerin  hazirlanmasi i¢in  kullanilabilen itici gazlar teknikte
bilinmektedir. Uygun itici gazlar, n- propan, n- butan veya izobutan gibi
hidrokarbonlar ve metan, etan, propan, bitan, siklopropan veya siklobltanin klorlu ve
/ veya florlanmis turevleri gibi halohidrokarbonlar arasindan secilir. Yukarida

bahsedilen itici gazlar kendi bagina veya bunlarin karigimlari iginde kullanilabilir.

Ozellikle uygun itici gazlar, TG 11, TG 12, TG 134a ve TG227 arasindan secilmis
halojenlenmis alkan tlrevleridir. Yukanda belirtilen halojenli hidrokarbonlarin
arasindan ozellikle TG134a (1,1,1,2- tetrafloroetan) ve TG227 (1,1,1,2,3,3,3-
heptafluoropropan) ve bunlarin karigimlar uygundur.

itici gaz igeren solunabilir aerosoller ayrica yardimer ¢oziiciler, dengeleyiciler, ylizey
aktif maddeler (surfaktanlar), antioksidanlar, kayganlastiricilar ve pH ayarlama
vasitalari gibi diger katki maddelerini de igerebilir. Butlin bu malzemeler teknikte

bilinmektedir.

Bulusa gore itici gaz igeren solunabilir aerosoller agirlik¢a % 5'e kadar aktif madde
icerebilir. Bulusa uygun aerosoller, etken maddenin érnegin agirhik¢a % 0.002 ila 5,
agirhkca % 0.01 ila 3, agirhkga % 0.015 ila 2, agirlikga % 0.1 ila 2, agirhik¢a % 0. 5 ila
2 veya agirlik¢a % 0. 5ila 1 'ini igerir.

Alternatif olarak, akcigere yapilan topikal uygulamalar, bir sivi solisyon veya
stspansiyon formulasyonunun ornegdin, bir nebilizér gibi bir cihaz, mesela bir
kompresore baglh bir nebulizér kullanilarak uygulanmasi ile olabilir (6rn. , Pari
Respiratory Equipment, Inc. , Richmond, VA tarafindan imal edilen bir Pari Master

(R) kompresoriine badli Pari LC- Jet Plus(R) nebulizor).

Bulusa ait virls bir ¢dzlcu iginde, drnegin bir solUsyon veya bir suspansiyon halinde,
ornegin parenteral formulasyonlar icin yukarida halihazirda tarif edildigi gibi,
dagitilmig olarak verilebilir. Bu, uygun bir fizyolojik ¢ozelti iginde, érnedin salin veya
farmakolojik olarak kabul edilebilir bagka bir ¢6zlici veya tamponlanmis bir ¢ozelti
icerisinde slspansiyon haline getirilebilir. Teknikte bilinen tamponlanmis c¢ozelti,
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yaklasik 4.0 ila 5.0 arasinda bir pH'a ulasmak amaciyla 0.05 mg ila 0.15 mg
disodyum edetat, 8.0 mg ila 9.0 mg NaCl, 0.15 mg ila 0. 25 mg polisorbat, 0. 25 mg
ila 0. 30 mg susuz sitrik asit ve 1 ml su basina 0. 45 mg ila 0. 55 mg sodyum sitrat

icerebilir.

Terapdtik sUspansiyonlar veya ¢ozelti formllasyonlan ayrica bir veya daha fazla
yardimci madde (eksipiyan) igerebilir. Yardimci maddeler teknikte iyi bilinmektedir ve
tampon maddeleri (6rnegin, sitrat tamponu, fosfat tamponu, asetat tamponu ve
bikarbonat tamponu), amino asitler, Ure, alkoller, askorbik asit, fosfolipidler, proteinler
(6rn. , serum albumini), EDTA, sodyum klorur, lipozomlar, manitol, sorbitol ve gliserol
icerir. Cozeltiler veya suspansiyonlar, lipozomlar veya biyolojik olarak pargalanabilir
mikrokureler igine kapsullenebilir. Formulasyon genellikle steril imalat prosesleri
kullanilarak buiiyiik lgide steril hir formda temin edilecektir.

Bu, formilasyon igin kullanulan tampon c¢ozicl / solusyonun filtrasyonu, steril
tamponlanmis ¢ozucu solusyonunda antikorun aseptik suspansiyonu ve sanayide
siradan tecrubeye sahip kisilerce bilinen yontemlerle formulasyonun steril kaplara

dagitilmasi yoluyla imalat ve sterilizasyon igerebilir.

Mevcut agiklamaya uygun nebllize edilebilir formilasyon, &rnegin, folyo zarflarla
paketlenmis tekli doz uniteleri (6rn. sizdirmaz plastik kaplar veya tlpler) olarak
sadlanabilir. Her tlp, bir hacim, érnegin 2 mL, ¢dzicl / sollisyon tamponunda bir

birim doz igerir.
Tedavi

Mevcut bulusg, bir bagska acidan, tedavide, bilhassa kanser tedavisinde kullaniimak

uzere burada tarif edilen bir virisu veya bunun bir formulasyonunu da kapsar.
Bir duzenlemede tedavi yontemi, bir tumorun tedavisinde kullaniimak icindir.

Burada kullanilan haliyle tumadr, neoplazm olarak da adlandinlan, kontrolsuz ve
ilerleyici asin hdcre bdlinmesinden kaynaklanan anormal bir doku kltlesine atifta
bulunmay! hedeflemektedir. Tumérler iyi huylu (kanserli degil} veya kotd huylu

olabilir. TUmar, kanser ve metastazlarin her bigimini kapsar.

Bir duzenlemede, timor kati bir timordur. Kati tumor, lokalize veya metastatik

olabilir.

Bir diizenlemede, timor epitel kaynaklidir.
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Bir dlizenlemede tumor, kolorektal kanser, hepatom, prostat kanseri, pankreas
kanseri, meme kanseri, yumurtalik kanseri, tiroid kanseri, bobrek kanseri, mesane

kanseri, bas- boyun kanseri veya akciger kanseri gibi bir malignansidir.
Bir duzenlemede tumor, bir kolorektal malignansidir.
Burada kullanilan malignansi, kanserli hicreler anlamina gelir.

Bir dlizenlemede, onkolitik adenoviris metastazin tedavisinde veya Onlenmesinde

kullanilr.

Bir duzenlemede buradaki ydntem veya formulasyon, ilaca direngli kanserlerin

tedavisinde kullanilir.

Bir dlzenlemede virlis, bir bagka kanser tedavisi veya terapisinin uygulanmasi ile

kombinasyon halinde uygulanir,

Bir dizenlemede, kanseri, drnegin yukarida tarif edilen bir kanseri tedavi etmek igin
bir ilacin Uretiminde kullanilmak Gzere mevcut agiklamaya uygun bir viris veya

formulasyon saglanmistir.

Bir baska yonuyle, mevcut agiklamaya uygun bir virusin veya formulasyonun
terapotik olarak etkili bir miktarinin ihtiyaci olan bir hastaya, érnegin bir insan hastaya

uygulanmasini iceren bir kanser tedavisi yontemi sunulmaktadir.

Bir duzenlemede, buradaki onkolitik viris veya formilasyon basgka bir terapi ile

kombinasyon halinde uygulanir.

Burada kullanildidi sekliyle "kombinasyon" terimi, onkolitik virisun kanser tedavisi
veya terapisinin oncesinde, es zamanh olarak ve / veya sonrasinda uygulandid
yerleri kapsamayi hedefler.

Kanser terapisi, cerrahi, radyasyon terapisi, hedeflenmis terapi ve / veya
kemoterapiyi icerir. Burada kullanilan haliyle, kanser tedavisi terapaotik bir bilesik veya
biyolojik ajanin, ornegin kanseri tedavi etmeyi ve / veya bunun idame terapisini

strdldrmeyi amaglayan bir antikor ile tedaviyi ifade eder.

Bir duzenlemede, kanser tedavisi, bir kemoterapétik ajan, hedeflenen bir anti kanser
ajani, radyoterapi, radyo- izotop terapisi veya bunlarin herhangi bir kombinasyonu

dahil olmak uzere herhangi bir bagka anti- kanser tedavisinden segilir.
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Bir duzenlemede, mevcut a¢iklamanin virisu mesela bir onkolitik virus, timaorun
kugultulmesi, metastazin tedavi edilmesi ve / veya metastazin veya daha ileri
metastazin onlenmesi igin ameliyat (neoadjuvan terapi) gibi terapi acgisindan 6n
tedavi olarak kullanilabilir. Onkolitik adenovirls, 6rnegin ameliyat (adjuvan terapisi)
gibi bir terapiden sonra metastazi tedavi etmek ve / veya metastaz) veya daha ileri

metastazi dnlemek icin kullanilabilir.

Burada kullanilan haliyle es zamanl olma, ek kanser tedavisinin onkolitik adenovirls
formulasyonu ile ayni zamanda veya yaklasik olarak ayni zamanda uygulanmasidir.
Tedavi, aym formulasyon igerisinde bulunabilir veya ayri bir formulasyon halinde

uygulanabilir.

Bir diuzenlemede, virls, bir kemoterapdtik ajanin uygulanmasiyla koembinasyon

halinde uygulanir.

Burada kullanilan haliyle kemoterapotik ajan, habis hucreler ve dokular igin secimli
olarak tahrip edici olan spesifik antineoplastik kimyasal ajanlari veya ilaglan ifade
etmeyi amaclamaktadir. Ornegin, alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, antrasiklinler,
bitki alkaloidleri, topoizomeraz inhibitorleri ve diger antitimoér ajanlar. Kemoterapinin
diger ornekleri arasinda doksorubisin, 5- fluorourasil (5- FU), paklitaksel, kapesitabin,
irinotekan ve drnegin, cisplatin ve oksaliplatin gibi platinler bulunur. Tercih edilen doz,

tedavi edilen kanserin niteligine gore uygulayici kisi tarafindan segilebilir.

Bir duzenlemede, terapdtik madde, bagisikhik tepkilerinin ve [/ veya tlmor

vaskularizasyonunun kontrol edilmesine yardimci olabilen gansiklovirdir.

Bir duzenlemede, buradaki yontemde kullanilan bir veya daha fazla terapi
metronomiktir, yani dusuk doz anti kanser ilaclari ile kesintisiz veya devamli tedavidir,

genellikle diger tedavi yontemleriyle birlikte verilir.

Alt grup B onkolitik adenovirusler, ozellikle Ad11 ve EnAd gibi bunlardan turetilenler
Ozellikle kemoterapdtiklerle sinerjik olabilirler, gunkl bunlann ¢odunlukla apoptozdan
badimsiz bir etki mekanizmasina sahip olduklar ve agirlikli olarak nekrolitik bir
mekanizma ile kanser hdcrelerini dldurdGgu gorlimektedir. Dahasi, kemoterapi
sirasinda ortaya ¢ikan bagisikhk bastirma, onkolitik viristin daha buyuk bir etki ile

¢alismasina izin verebilir.

Burada kullanilan haliyle terapdtik doz, uygun bir tedavi rejiminde kullanildiginda

amaglanan terapotik etkiyi saglamak igin uygun, érnegin hastaligin semptomlarini
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veya durumlarini iyilestiren onkolitik adenovirts gibi virus miktarini belirtir. Bir doz,
viral parcaciklarin sayisi asagidaki sonuglara yani, tUmér veya metastatik buyumenin
yavaslatiimasi veya durdurulmasi ya da tumor veya metastaz boyutunda kugtlmenin
bulunmasina ve / veya hastanin omri uzatiimasina neden oldugunda, kanser veya
metastazlarin tedavisinde terapodtik bir doz olarak disunulebilir. Uygun terapdtik
dozlar genellikle terapdtik etki ve tolere edilebilir toksisite arasinda ornegin yan etki
ve toksisitenin, terapi ile elde edilen fayda g6z o6nlne alindiginda tolere edilebildigi

durumda bir dengedir.

Bir duzenlemede, mevcut agiklamaya uygun bir virus veya terapotik yapr (bunu
iceren bir formllasyon da dahil olmak Uzere) haftalik olarak uygulanir, érnegin bir

hafta 1, doz 1, 3, 5. glnlerde, bunu takiben her bhir haftada bir kez uygulanir.

Bir dizenlemede, mevcut agiklamaya uygun bir virlls veya terapotik yapr (bunu
iceren bir formulasyon da dahil olmak lzere) iki veya Ug¢ haftalik olarak uygulanir,
ornegdin 1. haftada 1, 3 ve 5. gunlerde uygulanir ve 2 ve 3. hafta da bunun 1, 3 ve 5.

gunlerinde uygulanir. Bu doz rejimi, uygun oldugu surece ¢ok kez tekrarlanabilir.

Bir dizenlemede, mevcut aciklamaya uygun bir virlls veya terapotik yapt (bunu

iceren bir formilasyon da dahil olmak (zere) ayda bir uygulanir.

Bir diuzenlemede, mevcut agiklamaya ait virUsler ve yapilar rekombinant tekniklerle
hazirlanir. Teknikte uzman kisiler, temin edilmis adenovirls genomunun, genomun
tamamen veya tim genomun bir bolUmdnl igeren bir plasmidin sentezlenmesi de
dahil olmak uzere, diger teknik vasitalarla uretilebilecegini takdir edeceklerdir. Uzman
kisiler, genomun sentezlenmesi durumunda ekleme bolgesinin, sonraki, klonlama
yontemleri kullanilarak genlerin sokulmasini takip eden artefaktlar oldugu igin

kisitlama bolgesi nukleotidlerini icermeyebilecegini takdir edecektir.

Bir dlizenlemede, temin edilmis adenoviris genomu érnegin, SEK ID NO: 63'e gore

tamamen sentetik olarak Gretilir.

Buradaki aciklama ayrica, bir transgen veya transgen kasetinin sokulmasiyla elde
edilen veya elde edilebilen bir formul (l) adenoviristnu veya bir alt formulind de

kapsar.
Burada kullanildigi anlamiyla "var" anlamina gelir.

Bu sartnamenin igeriginde "iceren", "dahil" olarak da yorumlanacaktir.
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Bulusun belirli ozellikleri / unsurlar igeren duzenlemelerinin, ilgili elemanlarin /
ozelliklerden "olusan”" veya "esasen olusan” alternatif duzenlemeleri kapsamasi da

hedeflenmektedir.
Teknik agidan uygun oldugunda, bulusun duzenlemeleri birlestirilebilir.

Burada spesifik ve agik¢a belirtilen tim duzenlemeler, tek basina veya bir veya daha
fazla baska duzenlemede kombinasyon halinde bir feragatnamenin temelini

olusturabilir.

Mevcut bulus ayrica, ekteki sekillere atifta bulunan asagidaki 6rneklerde sadece

ornekleme yoluyla agiklanmaktadir; bu sekillerde
SEKILLERIN ACIKLAMASI
Sekil 1

NG- 135 virlls genomuyla transfeksiyon sonrasi HEK293 hicrelerinde NG- 135 virls
parcaciklarinin transfeksiyonunu ve amplifikasyonunu gésterir. HEK293 hiicreleri,
saflastinlmis NG- 135 genomik DNA's! ile transfekte edildi ve sitopatik etki (CPE)
gozlemlenerek virus Uretimi agisindan izlendi. Mikroskopik goruntuler (A- E), hucre
tek katmaninda plak olusumu ile karakterize edilen CPE'yi g&sterir, transfeksiyondan
144 saat sonra gorilebildi; virds, enfeksiyondan 216 saat sonra hasat edildi (E).
Hasat edilen virlis, HEK293 hicrelerinde ¢ogaltildi, 72 saat sonra CPE gbzlendiginde
(F- G) hasat edildi ve ikinci kez ¢ogaltildi, 48 saat sonra CPE gbzlendiginde hasat
edildi (H-1).

Sekil 2

NG- 74 virus genomuyla transfeksiyon sonrasi HEK293 hucrelerinde NG- 74 virus
parcaciklarinin transfeksiyonunu ve amplifikasyonunu gosterir. HEK293 hucreleri,
saflastinimis NG- 74 genomik DNA'si ile transfekte edildi ve sitopatik etki (CPE)
gézlemlenerek virlis dretimi agisindan izlendi. Mikroskopik goruntiler (A- J), hlicre
tek katmaninda plak olusumu ile karakterize edilen CPE'yi gosterir, transfeksiyondan
336 saat sonra gorlilebildi; virls, enfeksiyondan 384 saat sonra hasat edildi (J).
Hasat edilen viris, HEK293 huicrelerinde (K- R) ¢ogaltild, 240 saat sonra CPE
gdzlendiginde hasat edildi (R) ve daha sonra ikinciye (S- V), Uguncuye (W- X),
dordincuye (Y- Z) ve besinciye (@) cogaltildi, blylik oranda CPE gozlendiginde
hasat edildi.
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Sekil 3

NG- 73 virus genomuyla transfeksiyon sonrasi HEK293 hucrelerinde NG- 73 virus
parcaciklarinin transfeksiyonunu ve amplifikasyonunu gosterir. HEK293 hucreleri,
saflastinimis NG- 73 genomik DNA'si ile transfekte edildi ve sitopatik etki (CPE)
gdzlemlenerek virls dretimi agisindan izlendi. Mikroskopik goriintller (A- G), hlcre
tek katmaninda plak olusumu ile karakterize edilen CPE'yi gosterir, transfeksiyondan
144 saat sonra gorulebildi; virls, enfeksiyondan 192 saat sonra hasat edildi. Hasat
edilen virus, HEK293 hucrelerinde (H) ¢ogaltildi ve daha sonra ikinci bir (IL) ve

uguncua kez (M) cogaltildi, 6nemli oranda CPE gozlendiginde hasat edildi.
Sekil 4

NG- 135 ile enfekte ediimis HEK293 hucrelerinden salgillanan Anti- VEGF
antikorunun ELISA bulgulamasini gdsterir. HEK293 hicreleri, ya bir kontrol virusu,
NG- 47 ya da anti- VEGF antikoru eksprese eden virus, NG- 135 ile 72 saat sureyle
in vitro enfekte edildi. Kultir supernatantlanndaki insan IgG1 anti- VEGF antikor
seviyeleri, insan VEGF kapli plakalar ve bir anti- insan 1gG- Fc algilama antikoru (A)
kullanilarak ELISA ile &lglldid. Antikor seviyeleri, saflagtinlmis insan anti- VEGF

antikoru bevacizumab'in (B) standart bir egrisi kullanilarak nicellestirildi.
Sekil 5

NG- 135 ile enfekte edilmis HEK293 hicrelerinden salgilanan Anti- VEGF
antikorunun ELISA bulgulamasini gosterir. HEK293 hicreleri, anti- VEGF antikoru
eksprese eden virus, NG- 135 ile 24 saat boyunca in vitro olarak enfekte edildi. Kultur
supernatanlarindaki insan 1gG1 anti- VEGF antikoru, bir anti- insan IgG tespit

antikoru ile western blotlama yoluyla degerlendirildi.
Sekil 6

saflastinimis insan anti- VEGF antikoru, bevacizumab, standart egrisini gosterir.
Saflagtinimis insan anti- VEGF antikoru, bevacizumab, seri olarak seyreltildi ve insan
VEGF kapli plakalar kullanilarak ELISA ile nicellestirildi. Bu, ELISA'da kullanilacak bir

bevacizumab standart edrisinin dretimi igin gerekli konsantrasyonlari belirledi.
Sekil 7

NG- 76 ile enfekte edilmis HEK293 hiicrelerinden salgilanan anti- VEGF antikorunun

western blot bulgulamasini gdsterir. HEK293 hiicrelerine NG- 76 virlisU ile enfekte
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edilmis, 24 ya da 44 saat boyunca kulturlenmis ve daha sonra kodlanmis ScFv
arinunun saptanmasi igin bir anti- His etiketli antikor kullamilarak Western- blot ile

anti- VEGF ScFv ekspresyonu bakimindan degerlendirilmistir.
Sekil 8

NG- 76 veya NG- 78 ile enfekte olmus kolon karsinom hlicrelerinden salgilanan anti-
VEGF ScFv'nin western blot bulgulamasini gdsterir. HT- 29 kolon karsinoma
hucreleri, EnAd, NG- 76 ya da NG- 78 virUsleriyle enfekte edilmis, 22, 46 ya da 70
saat sUreyle kultirlenmis daha sonra kodlanmis ScFv Urlninun (A) saptanmasi i¢in
bir anti- His etiketli antikor kullanilarak Western- blot ile anti- VEGF ScFv

ekspresyonu bakimindan degerlendirilmigtir.
Sekil 9

HT- 29 hicrelerinde enfeksiyondan 48 saat sonra NG- 76 viris replikasyonunu
gdsterir. HT- 29 kolon karsinom hiicreleri, hlicre basina (ppc) 10 veya 1 NG- 76 virls
parcacidl ile enfekte edildi, 48 saat sireyle kiltlrlendi ve daha sonra gPCR ile virls

genomu ekspresyonu i¢in degerlendirildi.
Sekil 10

anti- VEGF antikoru transgen kasetlerinin yapisini Ozetleyen sematik cizgileri
gdstermektedir. Tam (agir ve hafif zincirler) sekanslar veya anti- VEGF antikorlarinin
ScFv versiyonlari, viriis L5 (Fiber) geninin akis asagisinda yer alan Sbf ve Sgf
kisitlama bolgelen arasindaki EnAd2. 4 genomuna yerlestirildi.

Sekil 11

NG- 135 virus replikasyonunu ve gen ekspresyonunun, kolon karsinoma hicre
dizilerinde EnAd ile karsilagtirilabilir oldugunu gosterir. HT- 29 ve DLD insan
kolorektal karsinoma hicre hatlan, in vitro olarak ya EnAd ya da NG- 135 ile enfekte
edildi ve 3 giin boyunca kiltirlendi. Virls replikasyonu (gPCR kullanilarak viral DNA
olcimu ile dlgllmustlr) ve virls geni (hekzon) ekspresyonu (RTQPCR kullanilarak
viral RNA olgumd ile dlgiimustir) dederlendirildi. Benzer veriler, her iki virisle (A &
B) elde edildi.

Sekil 12

NG- 135 ile enfekte olmus kolon karsinoma hlicre hatlarinda saptanabilir anti- VEGF

antikor geni ekspresyonunu gostermektedir. HT- 29 ve DLD insan kolorektal
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karsinoma hucre hatlari in vitro olarak ya EnAd ya da NG- 135 ile enfekte edilmis, 3
gun sureyle kilturlenmis ve daha sonra hucrelerden RNA'min RTqPCR'si ile anti-

VEGF antikorunun ekspresyonu acisindan degerlendirilmistir.
Sekil 13

anti- VEGF antikorunun, NG- 135 ile enfekte olmus kolon karsinoma hicre
gizgilerinin supernatanlarinda mevcut oldugunu ve hVEGF- 165'e baglanabildigini
gosterir. HT- 29, DLD ve HCT- 116 insan kolorektal karsinoma hucre hatlari, in vitro
olarak ya EnAd ya da NG- 135 ile enfekte edildi ve 3 glin boyunca kultlrlendi. Kultlr
supernatantlarindaki insan IgG1 anti- VEGF antikor seviyeleri, insan VEGF kapli
plakalar ve bir anti- insan IgG- Fc algilama antikoru (A) kullanilarak ELISA ile élgilda.
Antikor seviyeleri, saflastiriimis insan anti- VEGF antikoru bevacizumab'in (B)
standart bir egrisi kullanilarak nicellestirildi.

Sekil 14

anti- VEGF ScFv'nin, NG- 76 ile enfekte olmus kolon karsinoma hucre hatlarinin
supernatanlarinda mevcut oldugunu ve hVEGF- 165'e baglanabildigini gosterir. HT-
29 kolon karsinoma hicreleri, EnAd, NG- 76 ya da NG- 78 virlsleriyle enfekte
edilmig, 22, 46 ya da 70 saat slreyle kultirlenmis daha sonra kodlanmis ScFv
drinundn (A} saptanmasi icin bir anti- His etiketli antikor kullanilarak Western- blot ile
anti- VEGF ScFv ekspresyonu bakimindan degerlendirilmistir. insan embriyonik
bobrek hicrelerinde ScFv ekspresyonu, VEGF baglayici ELISA ile degerlendirildi.
VEGEF i¢in ifade edilen ScFv'nin ézgullugu, saflastinlmis insan anti- VEGF antikoru
bevacizumab'in ELISA'da (B) dusuk bir konsantrasyonda dahil edilimesiyle VEGF

baglanmasinin inhibisyonu ile teyit edildi.
Sekil 15

NG- 135 virls replikasyonu, DLD hdcreleri ile implante edilen subkiitan bir ksenograft
modelinde EnAd ile karsilastinlabilir. DLD insan kolon karsinom hucreleri, CD1 nu /
nu farelerinde subkiitan bir ksenograft olarak implante edildi ve olusturulan timorlere
5x10° EnAd veya NG- 135 virlis pargaciklarn enjekte edildi. Timorlerde virlis
replikasyonu gPCR ile 3, 7. gunlerde (A, n = 4 / zaman noktas| basina) veya

enfeksiyondan sonra 28. giinde (B, n = 10) degerlendirildi.

Sekil 16
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anti- VEGF antikor geni ekspresyonunun NG- 135 ile tedavi edilen subkutan DLD
tumor modelinde tespit edildigini gosterir. DLD insan kolon karsinom hucreleri, CD1
nu / nu farelerinde subkitan bir ksenograft olarak implante edildi ve olusturulan
timorlere 5x10° EnAd veya NG- 135 virls parcaciklari enjekte edildi. Tedavi sonrasi
3. ve 7. gunlerde, viris hekzon geni (A) ve kodlanmig anti- VEGF antikor agir zincir

geni ekspresyonu (B) (MRNA), tumér dokusu RNA'min RTQPCR'si ile degerlendirildi.
Sekil 17

Anti- VEGF antikorunun, NG- 135 ile tedavi edilen subkitan DLD timdr modelinde
eksprese edildigini gosterir. DLD insan kolon karsinom hdcreleri, CD1 nu / nu
farelerinde subkitan bir ksenograft olarak implante edildi ve olusturulan timoérlere
5x10° EnAd (n=4) veya NG- 135 (n=8) virlis pargaciklar enjekte edildi. Timérler,
enfeksiyondan 28 gun sonra kesilip ¢ikartildi, homojen hale getirildi ve ¢dzilebilir
dzutler, toplam insan 1gG1 igerigi (A) ve anti- VEGF antikoru (B) ELISA ile
degerlendirildi. EnAd timorlerinin birinden alinan o6zltler, her ELISA'da pozitif bir
kontrol olarak 8ng / ml insan anti- VEGF antikoru (bevacizumab) ile aniden

yukseltildi.
Sekil 18

Subkitan bir ksenograft modelinin NG- 135 enfeksiyonu, HCT- 116 tumérlerinde anti-
VEGF antikor ekspresyonunu ve viruis replikasyonunu gosterir. HCT- 116 insan kolon
karsinom hucreleri, CD1 nu / nu farelerinde subkitan bir ksenograft olarak implante
edildi ve olusturulan timérlere 5x10° EnAd veya NG- 135 virus parcaciklarl enjekte
edildi. Tamorler 3, 7 ve 14. gunlerde (n = 5 zaman noktasi basina) kesilip ¢ikartild.
Virls replikasyonu gPCR (A) ile dederlendirildi ve anti- VEGF antikorunun (insan
IgG1) doku ekspresyonu, insan IgG ELISA (B} ile belirlendi.

Sekil 19

anti- VEGF antikoru, bir ksenograft timdr modelinde NG- 135 tedavisinden 28 gun
sonra gevresel dolasimda tespit edilebilir. DLD insan kolon karsinom hcreleri, CD1
nu / nu farelerinde subkitan bir ksenograft olarak implante edildi ve olusturulan
timorlere 5x10% EnAd veya NG- 135 virls pargaciklari enjekte edildi. Timor tagiyan
farelerin gevresel dolasimindaki anti- VEGF antikor seviyeleri, insan 1gG1 ELISA

tahlilleri ile degerlendirildi. 450 nm'deki arka plandan cgikarilan emilim (A) 'da
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gosterilmektedir ve anti- VEGF antikorunun konsantrasyonu saflastirilmis insan anti-
VEGF antikoru bevacizumab'in (B) bir standart egrisi kullanilarak nicellestirilmistir.

Sekil 20

transgen kasetinde mevcut olabilecek ornek elemanlarin sematik gérunusuddar.
Sekil 21

transgen kasetlerinde kodlanmis 6rnek elemanlarin sematik gorintsaddr.
Sekil 22

haberci genleri kodlayan transgen kasetlerinin sematiklerini gostermektedir.
Sekil 23

sitokinleri kodlayan transgen kasetlerinin sematiklerini gdstermektedir.

Sekil 24

antikorlari veya antikor alanlarini kodlayan transgen kasetlerinin gsematiklerini

gostermektedir.
Sekil 25

NG- 47 ve NG- 61 virtsleri ile enfekte edilmis kolon karsinoma hucre hatlarindaki
virls replikasyonunu ve islevsel haberci protein ekspresyonunu goésterir. HT- 29
insan kolorektal karsinoma hulcre hatlan, sirasiyla haberci proteinler GFP'yi veya
lusiferazi eksprese eden EnAd veya virlsler NG- 47 veya NG- 61 ile 24, 48, 72 veya
96 saat suresince enfekte edilmigtir. Viriis replikasyonu, her zaman noktasinda gPCR
ile degerlendirildi ve EnAd (A- B) ile mukayese edildi. GFP ekspresyonu, hicre
lizatlarindaki saptanabilir floresan duzeyine gore dederlendirildi (C).

Sekil 26

NG- 47 ve NG- 61 virisunun onkolitik potensinin EnAd ile karsilastirilabilir oldugunu
gosterir. HT- 29 insan kolorektal karsinoma hucre cizgileri EnAd, NG- 47 veya NG-
61 viris parcaciklan ile enfekte edildi. Enfekte edildikten 72 saat sonra hiicre
yasayabilirligi nicellestirildi ve %'ce hidcre sagkalimi (A- B} ¢gizildi. Hem NG- 47 hem
de NG- 61 virisu potansi, HT29 hucre hatlarinda (A- B) ve HT29, WI38 ve MRC5
hucre hatlarinda (C) EnAd'e esdegerdir.

Sekil 27
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haberci genlerini eksprese eden bir EnAd virusleri panelinde, virus replikasyonunu ve
transgen ekspresyonunu gosterir. HT- 29 insan kolorektal karsinom hucre ¢izgileri,
EnAd veya bir digssal promotor, CMV, endojen buyuk ge¢ promotoru (MLP) veya
endojen E4 promotorl altinda GFP eksprese eden bir virds paneli ile enfekte edildi.
24, 48, 72 veya 96 saat sonra virUs replikasyonu qPCR ile dederlendirildi (A) ve GPF

ekspresyonu, bir plaka okuyucuda flioresans algilamasi ile nicellestirildi (B).
Sekil 28

NG- 135 ile enfekte olmus Kolon ve akcider karsinoma hucre ¢izgilerinde anti- VEGF
antikor Uretimini gosterir. HT- 29 insan kolorektal karsinomu veya A549 akciger
karsinom hucre hatlar, 24, 48 veya 72 saat boyunca NG- 135 virls partikUlleri ile
enfekte edildi. Her zaman noktasinda, hucresel supernatanin antikor Gretimi, IgGl
ELISA ile 5 dakika, 1 saat veya 3 saat boyunca degerlendirildi (HT- 29 verileri A'da,
A549 verileri B'de gosterilmektedir). 24, 48 veya 72 saat igcinde 1e6 hiicre basina

dretilen IgG1 miktarinin hesaplanmasi tablo (C)'de gosterilmektedir.
Sekil 29

NG- 139 virlsu Oretimi ve viris NG- 139 ile enfekte edilmis kolon karsinoma hicre
dizilerinde TNFa'nin ekspresyonunu gostermektedir. Virls dretimi, CPE'in
gorsellestiriimesi ve virls kapsid proteini Hexon'in iminohistokimyasal (IHC) (A- B)
ile Gretilmesi icin boyama ile dederlendiriimesinden &nce, HT- 29 hiicreleri 36 saat
boyunca NG- 139 virus( ile enfekte edilmigtir. NG- 139 ile enfekte edilmis hicre
supernatantinda TNFa dretimi, ELISA ile degerlendirildi ve (C)'de gosterilen tabloda
nicellestirildi. DLD insan kolon karsinom hucreleri, CD1 nu / nu farelerinde subkutan
bir ksenograft olarak implante edildi ve olusturulan tiimérler 3 defa 5x10% EnAd veya
NG- 135 viras pargaciklar tedavi edildi. Tedaviden 15 gin sonra timoérlerdeki TNF
seviyeleri ELISA ile dederlendirildi (D).

Sekil 30
Adenoviruslerin genom mimarisinin bir haritasini gosterir.
Sekil 31

DLD hacreleri ile implante edilen subkltan bir ksenograft modelinde tedavi sonrasi 3.

gln ve 7. glinde NG- 61 virls replikasyonunu gostermektedir.

Sekil 32
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DLD hucreleri ile implante edilen subkutan bir ksenograft modelinde tedavi sonrasi 7.

gunde timorlerdeki lusiferaz transgen ekspresyonunu géstermektedir.
Sekil 33

kolon, akciger ve yumurtallk karsinoma hucre hatlarindaki NG- 135 virls
replikasyonunu ve anti- VEGF antikoru ekspresyonunu gésterir. HT- 29, HCT- 116,
DLD (kolon), SKOV (yumurtalik) veya A549 (akcider) karsinoma hicre hatlan, 24-
120 saat boyunca NG- 135 veya EnAd virUs partikllleri ile enfekte edilmistir. Viris
replikasyonu, her 24 saatte bir gPCR ile dederlendirildi ve zaman periyodu boyunca
maksimum replikasyon (A)'da cizildi. Anti- VEGF antikoru Uretimi de her 24 saatte bir
IgG1 ELISA ile olguldi ve her zaman noktasinda hilicre stipernatanti igine salgilanan

toplam antikor, (B)'de gosterildi.
Sekil 34

bir tumoar ile baglantih antijen, antikorlar veya antikor alanlarini kodlayan transgen

kasetlerinin sematiklerini gostermektedir.
Sekil 35

IT dozlama yoluyla in vivo olarak enfekte edilmis HCT- 116 subkitan ksenograft
timorlerinin ex vivo kultlr eksplantlarinda NG- 135 virlis replikasyonunu ve anti-
VEGF antikor ekspresyonunu gdasterir. HCT- 116 insan kolon karsinom hiicreleri,
CD1 nu/nu farelerinde subkitan bir ksenograft olarak implante edildi ve olusturulan
timorlere 5x10° NG- 135 virlls parcaciklarl enjekte edildi. 10 glin sonra timorler
kesilerek ¢ikartildi ve ex vivo kulturden 7 gun 6nce veya sonra virus genomu (A) ve
anti- VEGF antikoru (B) seviyeleri igin test edildi. Sera'da anti- VEGF antikor

seviyeleri.
Sekil 36

farelerdeki bir in vivo A549 hicre akciger tUmori modelinde, NG- 135 virls
replikasyonunu ve tumor dokulari Gzerindeki etkiyi gostermektedir. Akcigerlerde
nodller timorler olusturmak igin insan A549 hicreleri intravendz olarak SCID
farelerine enjekte edildi. 8 haftada, tumorler olusturuldugunda, EnAd veya NG- 135
virusleri (5e9 pargacik) intravendz olarak enjekte edildi ve timoér Gzerindeki etkiler,
farklh zaman noktalarinda izlendi. Dozaj rejimi (A)'da gdsterilmistir. Akciderlerde

(insan geni PTGERZ2 igin qPCR ile dlguldiginde) NG- 135'in timdr ylkd Gzerindeki
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etkisi, doz uygulamasindan sonra 3. ve 25. gunlerde farkh fareler icin (B)'de
gosterilmigtir. (C), virus genomlarinin (QPCR) tumaor seviyeleri ile iligkili seviyelerini
gosterir (insan PTGER2 gPCR). Gorinur tumor noddllerine aynlmis akcigerler ve

kalan akciger dokusu viris genomu seviyeleri i¢cin de degerlendirildi (D).
Sekil 37

intraperitoneal enjeksiyon (5e6 hucre / fare) yoluyla CB17- SCID farelerine implante
edilmis lusiferazi istikrarli bir sekilde eksprese eden insan SKOV- 3 yumurtalik
karsinoma hucreleri kullanilarak, yumurtalik kanserinin murin ortotopik ksenograft
modelinde NG- 135 ve EnAd aktivitesini gdsterir. Implantasyondan 22 gin sonra,
fareler intraperitoneal enjeksiyon yoluyla verilen PBS (kontrol) veya 5e7 EnAd, NG-
135 veya NG- 78 virus partikllleri ile tedavi edildi ve zamanla, timor buyimesi

lUsiferaz aktivitesi olarak izlendi.
Sekil 38

bir biyoreaktorde kultirenen HEK293 hucrelerinden virus materyalinin artan uretimini
ve saflastinimasini takiben, NG- 135 virGslinun karakterize edilmesini ve eksprese
edilen anti- VEGF antikorunu gosterir. NG- 135, potens (A) ve replikasyon (B)
bakimindan bir EnAd virls standardiyla mukayese edildi ve klltir sipernatantlarinda
zamanla artan antikor seviyeleri (C) tespit edildi. Saflagtirnimis antikorun Western
blotu (D) ve Biacore (E) karakterizasyonu, ticari olarak dretilen anti- VEGF antikoru
(Avastin) ile karsilastirlabilirlik gostermektedir.

Sekil 39

kendiliginden bolunebilir P2A peptit (NG- 165} ile badlanmis anti- VEGF antikor H & L
zincirlerini kodlayan EnAd virtslerinin dretimini ve karakterizasyonunu, EnAd ve NG-
135'e karsi virls potensi (A), replikasyon (B) ve anti- VEGF antikor dretimini (C)

karsilastirmali veriler ile birlikte gosterir.
Sekil 40

endojen veya egzojen promotorlerin kontroll altindaki anti- VEGF antikor ScFv'lerini
kodlayan EnAd virusleri NG- 76 ve NG- 78'in karakterizasyonunu gdsterir. Her iKi
virus de standart EnAd virusune (A & B) karsi benzer bir onkolitik potens gastermistir.

NG- 78 icin, ScFv'nin hem supernatantta hem de hicre lizati fraksiyonlarinda
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VEGF'ye dogrudan baglanma aktivitesi (C)de gosteriimis ve ticari anti- VEGF
antikoru {bevacizumab) ile VEGF baglanmasi icin rekabet (D) de gosterilmistir.

Sekil 41

virus replikasyonu (A), hekzon mRNA (B) ve ScFv mRNA (C) olcumleri ile timér

tagiyan farelerde EnAd'a karst NG- 76 virls aktivitesinin bir kargilastirmasini gosterir.
Sekil 42

HT- 29 hicrelerinde NG- 135 ile hem antikor replikasyonunun hem de
ekspresyonunun surecini gosterir. Salgilanan antikor, test edilen tum MOI'ler igin 72
saatte tespit edilebilir, ancak antikor ekspresyon seviyesi, MOI girdisine baghdir (A).
1 veya 10 virls ppc ile enfeksiyonu takiben 24, 48 ve 72 saatte antikor Uretimi ve

replikasyonu (B- D) 'de gdsterilmistir.
Sekil 43

HT- 29 karsinomunda ve WI38 ve MRCS5, stromal fibroblast hicrelerinde NG- 135
replikasyonunu (A), anti- VEGF antikorunu (B) ve bulasici virGs pargaciklarinin (C)

dretimini gosterir.
Sekil 44

(B)'de gosterilen bir egzojen (CMV) promotoriin (NG- 47) ya da (D)'de gdsterilen
endojen MLP (NG- 107)nin kontroli altinda birincil insan dendritik hicrelerinde
eksprese edilen bir eGFP haberci transgenin sec¢imli ekspresyonunu gdsterir. EnAd'a
maruz birakilan dendritik hiicreler icin eGFP haberci transgen ekspresyonu (A)'da
gosteriimektedir ve enfekte edilmemis kontrol hucreleri igin olansa (C)'de
gosterilmigtir.

Sekil 45

tumorlerde lusiferaz transgen ekspresyonunu ve transgen ekspresyonu bir egzojen
(CMV) promotoriniin (NG- 61) veya endojen MLP promoterinin (NG- 63) kontroltniin
altindayken, BALB / c farelerindeki transgen, virls veya tumore kargi fonksiyonel
badisiklik tepkisini gosterir. immiinolojik olarak bozulmamis BALB / ¢ farelerinin
bédriunde yetistiriien CT- 26 tUmorlerine, virlslerin her biri ile timor igine enjekte
edildi ve zamanla lUminesans goruntuleme (A) ile lusiferaz ifadesi izlendi ve
lusiferaza (B), EnAd'ye (C) veya tumor (D} antijenlerine karsi T- hicresi tepkileri
ELISPOT tahlili ile dlgtldii.
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Sekil 46

antikorlan (NG- 190) ya da ScFv antikor varyantini (NG- 221) kodlayan viruslerin,
standart bir karsilagtirici olarak EnAd virusu ile kargilastirmali olarak, bagisiklik
kontrol noktasi inhibitori yol proteini PD- L1'e karsi onkolitik potensini (A, B) ve

replikasyonunu (C, D) gosterir.
Sekil 47

NG190 ve NG- 221 ile enfekte HT- 29 hlcrelerinin sipernatantlarinda anti- PD- L1
antikorunun veya ScFv dretiminin (A) ve PD- L1 ligand baglama aktivitelerinin (B, C,
D) karakterizasyonunu, ozgulluk kontrolu olarak anti- VEGF 1gG1 antikoru Ureten

NG- 165 icin baglama ve I1gG1 (retimi ile karsilagtirmali olarak gosterir.
Sekil 48

NG- 190 ile enfekte almus A549 hiicrelerinin slpernatantinda eksprese edilen anti-
PD- L1 antikorunun fonksiyonel aktivitesinin, kiltur sipernatanlarinda IL- 2 olarak
olgulen, karnisik bir lenfosit reaksiyonunda T hdcresi aktivasyonunun derecesi ile
degerlendirildigini gostermektedir. [ki farkl donériin PBMC'lerinden farkhlastiriimis
dendritik hlcreler, Gglincl bir dondrden saflastinlmis CD4 T- hdcrelerine sahip
uyarict hdcreler olarak kullanildi. NG- 180 supernatantlari ile T hicresi tepkisinin
guglendiriimesi, saflagtinimig bir anti- PDL1 moncklonal antikoru ve NG- 165

kultdrlerinden sUpernatantlar ile kargilastinldi.
Sekil 49

NG- 177 ile enfekte olmus 293 hlcrenin supernatantinda eksprese edilen anti- PD-
L1 antikorunun fonksiyonel aktivitesini, antikor 6zgulluk kontroli olarak NG- 135'le
karsilastirmali olarak gostermektedir. Her iki virls, 293 hicrede benzer IgG1
seviyeleri Uretmistir (A). NG- 177 supernatantlari, NG- 135 (B) ile kiyasla sec¢imli
olarak PD- L1'in ligand PD1'e baglanmasimi engelledi ve bu ayni NG- 177
sUpernatantlari, bir MLR tahlilinde pozitif kontrol (C) olarak saflastiriimis monoklonal

anti- PD- L1 ile IL- 2 Uretimini arttirabilmistir.
Sekil 50

saflastinimis monoklonal anti- PD- L1 antikorunun ve NG- 135 ast fazlarinin

baglanmasiyla karsilastirmali olarak, IFNg ile uyarilan A549 hcreleri Uzerindeki NG-
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177 supernatantlarinin hucresel PD- L1 baglanma aktivitesinin FACS analizini

gostermektedir.
Sekil 51

antikoru bagisiklik kontrol noktasi inhibitori yol protein CTLA- 4'e (NG- 242)
kodlayan EnAd virlsinun karakterizasyonunu gosterir. Viris replikasyonu, EnAd
kontroll ile mukayese edildi (A). NG- 242 ile 1gG1 Oretimi, NG- 135 ile kargilastinidi
(B). NG242 supernatantlarindaki anti- CTLA4 antikorunun iglevsel aktivitesi, NG- 165
kontrol slUpernatantlari ile karsilastirmali olarak dogrudan ligand baglama (C) ve
bunun yani sira ELISA deneylerinde rekombinant CTLA4- F¢'nin kendi ligandi B7- 1'e

baglanmasinin engellenmesi (D) ile gosterildi.
Sekil 52

antijen TAA, NY- ESO- 1 (NG- 220) ile iligkili tumdrlu kodlayan viruslerin
karakterizasyonunu gosterir. NG- 220 (A) veya NG- 217 (B) igin viris replikasyonu
EnAd kontroll ile karsilastinidi. NY- ESO- 1, NG- 220 ile enfekte edilmis hlcrelerin
lizatinda western leke ile tespit edilebilmis, ancak EnAd kontrol hucrelerinde (C)

tespit edilememisgtir.
Sekil 53

genomun (NG- 185) Bx ve By bdlgelerinde eklenmis 6zgln kisitlama alanlarina sahip
EnAd virlsunlin karakterizasyonunu gosterir. Hucre canliigr analizi (A) ve virus
replikasyonu (B) ile karsilastirildiginda virus onkolitik aktivitesi, EnAd kontrollyle

mukayese edildi.
Sekil 54

birden fazla ScFvs, shRNA veya sodyum iyodur simporator proteinini kodlayan

transgen kasetlerinin sematiklerini gosterir.

SEKANSLAR

SEKID NO: 1 By bdlgesine eklenen bir anti- VEGF tam uzunlukta antikoru
kodlayan bir transgen kasetine sahip EnAd genomunu igeren NG-
77 viris genom sekansi. Transgen kaseti, 5' dalli ek yeri alici
sekansi (bSA), 5' dncusiune sahip ab agir zincir sekansi, bir IRES,

5 'dncusune sahip bir ab hafif zincir sekansi ve 3' poli (A) sekansi
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SEKID NO: 3

SEKID NO: 4

SEKID NO: 5

SEKID NO: 6

SEKID NO: 7
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ihtiva eder.

By bolgesine eklenen bir anti- VEGF tam uzunlukta antikoru
kodlayan bir transgen kasetine sahip EnAd genomunu iceren NG-
135 virlus genom sekansi. Transgen kaseti, 5' kisa ek yeri alici
sekansi (SSA), &' dnclsiune sahip ab agir zincir sekansi, bir IRES,
5' dnclslne sahip bir ab hafif zincir sekansi ve 3' poli (A) sekansi

ihtiva eder.

By bdlgesine eklenen bir anti- VEGF tam uzunlukta antikoru
kodlayan bir transgen kaseti iceren bir virus genomu sekansi.
Transgen kaseti, bir SSA, &' 6nclslne sahip ab adir zincir sekansi,

bir SSA ve 5' 6nclslne sahip ab hafif zincir sekansi igerir.

By bolgesine eklenen bir anti- VEGF tam uzunlukta antikoru
kodlayan bir transgen kaseti igeren bir virls genomu sekansi.
Transgen kaseti, bir SSA, 5' dncuslne sahip ab adir zincir sekansi,
bir SSA ve 5' dncusune sahip ab hafif zincir sekansi ve 3’ poli (A)

sekansi ihtiva eder.

By bodlgesine eklenen bir anti- VEGF ScFv'yi kodlayan bir transgen
kasedine sahip bir EnAd genomunu igeren NG- 74 viris genom
sekansi. Transgen kaseti, bir bSA, 5’ dncisune sahip anti- VEGF
ScFv sekansi ve 3' poli (A) sekansi ihtiva eder.

BY bolgesine eklenen, bir C- ucu His6 etiketli bir anti- VEGF
ScFv'yi kodlayan bir transgen kasedine sahip bir EnAd genomunu
iceren NG- 78 virlis genom sekansi. Transgen kaseti, bir bSA, 5’
oncuslne sahip anti- VEGF ScFv sekansi ve 3' 6 x histidin sekansi

ve poli (A) sekansi ihtiva eder.

By bélgesine eklenen, bir C- ucu His6 etiketli bir anti- VEGF
ScFv'yi kodlayan bir transgen kasedine sahip bir EnAd genomunu
iceren NG- 76 virus genom sekansi. Transgen kaseti, bir CMV
promototl, 5 oncusune sahip anti- VEGF ScFv sekansi ve 3' 6 x

histidin sekansi ve poli (A) sekansi ihtiva eder.
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By bolgesine eklenen bir anti- VEGF ScFv'yi kodlayan bir transgen
kasedine sahip bir EnAd genomunu iceren NG- 73 virus genom
sekansi. Transgen kaseti, bir CMV promototd, 5' oncluslne sahip

anti- VEGF ScFv sekansi ve 3' poli (A) sekansi ihtiva eder.

By bdlgesine eklenen bir anti- VEGF tam uzunlukta antikoru
kodlayan bir transgen kasetine sahip EnAd genomunu igeren NG-
134 virls genom sekansl. Transgen kaseti, bir CMV promotdru, &'
dncuslne sahip ab agir zincir sekansi, bir IRES, 5 'dncustne sahip

bir ab hafif zincir sekansi ve 3' poli (A} sekansi ihtiva eder.

EnAd genomunun bp 28166- 28366'sina karsilik gelen ve bunlara
iceren Bx DNA sekansi.

EnAd genomunun bp 29345- 29379'una karsilik gelen ve bunlar

iceren By DNA sekansi.

EnAd genomu.

CMV egzojen promotor.

PGK egzojen promotdr.

CBA egzojen promotdr.

Kisa ek yeri alicisi (SSA). Null sekans
ek yeri alicisi (SA).

dalli ek yeri alicisi (bSA).

Dahili Ribozom Giris sekansi (IRES).
poliadenilasyon dizisi.

Onci sekans (HuVH).

Oncil dizi (HG3).



SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEKID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

SEK ID NO:

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

70

Histidin etiketi.

V5 etiketi.

P2A peptidi.

F2A peptidi.

E2A peptidi.

T2A peptidi.

anti- VEGF ab VH zinciri amino asit sekansi.

anti- PD- L1 antikoru VH zinciri amino asit sekansi.

anti- VEGF ab VL zinciri amino asit sekansi.

anti- PD- L1 antikoru VL zinciri amino asit sekansi.

insan IgG1 sabit agir zincir amino asit sekansi.

insan IgG1 modifiye edilmis sabit agir zincir amino asit sekansi.
insan kappa sabit hafif zincir amino asit dizisi.

anti- VEGF ScFv amino asit sekansi.

anti- PD- L1 ScFv amino asit sekansi.

Yesil floresan protein amino asit sekansi.

Lusiferaz amino asit sekansi.

Insan Timérii nekroz faktérii alfa (TNFa) amino asit sekansi.
Insan Interferon gama (IFNy) amino asit sekansi.

Insan Interferon alfa (IFNa) amino asit sekansi.

insan kanseri / testis antijeni 1 (NY- ESO- 1) amino asit sekansi.
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insan MUC- 1 amino asit sekansi.
Bir Kozak sekansi. gccaccatg (Null sekans)

By bolgesine eklenen bir anti- PD- L1 tam uzunlukta antikoru
kodlayan bir transgen kasetine sahip EnAd genomunu iceren NG-
177 virls genom sekansi. Transgen kaseti, bir CMV promotori, 5'
oncuslne sahip ab agir zincir sekansi, bir IRES, 5 'dncuslne sahip

bir ab hafif zincir sekansi ve 3' poli (A} sekansi ihtiva eder.

EnAd genomunun E2B bdlgesine karsilik gelen DNA sekansi (bp
10355- 5068).

By bélgesine eklenen, bir C- ucu Hisé etiketli bir anti- VEGF
ScFv'yi kodlayan bir transgen kasedine sahip bir EnAd genomunu
iceren NG- 167 viris genom sekansi. Transgen kaseti, bir 5' SSA,
5" dnclsine sahip anti- VEGF ScFv sekansi ve 3' poli (A) sekansi

ihtiva eder.

By bolgesine eklenen sitokini, IFNy'yi kodlayan bir transgen
kasetini iceren NG- 95 virls genom dizisi. Transgen kaseti, bir &'
CMV promotorll, IFNy cDNA sekansi ve 3' poli (A) sekansi ihtiva

eder.

By bolgesine eklenen sitokini, IFNa'yi kodlayan bir transgen
kasetini iceren NG- 97 virls genom dizisi. Transgen kaseti, bir 5'
CMV promotoru, IFNa cDNA sekansi ve 3' poli {A) sekansi ihtiva
eder.

By bdlgesine eklenen sitokini, IFNy'yl kodlayan bir transgen
kasetine sahip EnAd genomunu igceren NG- 92 viris genom dizisi.
Transgen kaseti, bir 5' CMV promotérl, IFNy ¢cDNA sekansi ve 3'

poli {A) sekansi ihtiva eder.

By bolgesine eklenen sitokini, IFNa'yi kodlayan bir transgen

kasetine sahip EnAd genomunu igeren NG- 96 virlis genom dizisi.
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Transgen kaseti, bir 5' bSA, IFNa cDNA sekansi ve 3' poli (A)
sekansi ihtiva eder.

By bolgesine eklenen sitokini, TNFa'yi kodlayan bir transgen
kasetine sahip EnAd genomunu iceren NG- 139 virls genom dizisi.
Transgen kaseti, bir 5° SSA, TNFa cDNA sekansi ve 3' poli (A}

sekansi ihtiva eder.
Kisittama bdlgesi eklentisi (By).
Kisittama bdlgesi eklentisi (Bx).

By bolgesine eklenen tumarle iligkili antijeni, NY- ESO- 1'i kodlayan
bir transgen kasetine sahip EnAd genomunu iceren NG- 220 virls
genom dizisi. Transgen kaset, bir 5 'PGK promotérl, NY- ESO- 1
cDNA sekansi ve 3’ poli (A) sekansi igerir.

By bdlgesine eklenen tumdrle iligkili antijeni, NY- ESO- 1'i kodlayan
bir transgen kasetine sahip EnAd genomunu igeren NG- 217 virus
genom dizisi. Transgen kaset, bir 5' CMV promotoru, NY- ESO- 1

cDNA sekansi ve 3’ poli (A) sekansi igerir.

By bolgesine eklenen bir anti- CTLA- 4 tam uzunlukta antikoru
kodlayan bir transgen kasetine sahip EnAd genomunu igeren NG-
242 virus genom sekansi. Transgen kaseti, bir SSA, &' dnclisiine
sahip ab agir zincir sekansi, bir IRES, 5' onclsline sahip bir ab
hafif zincir sekansi ve 3' poli (A} sekansi ihtiva eder.

By bolgesine eklenen bir anti- VEGF tam uzunlukta antikoru
kodlayan bir transgen kasetine sahip EnAd genomunu iceren NG-
165 viris genom sekansi. Transgen kaseti, bir SSA, 5' dncislne
sahip ab adir zincir sekansi, bir P2A peptit sekansi, 5' dnclsune

sahip ab hafif zincir sekansi ve 3' poli (A) sekansi ihtiva eder.

By bdlgesine eklenen bir anti- PD- L1 tam uzunlukta antikoru
kodlayan bir transgen kasetine sahip EnAd genomunu igeren NG-

190 virus genom sekansi. Transgen kaseti, bir SSA, 5' dnclsune
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sahip ab adir zincir sekansi, bir P2A peptit sekansi, &' oncusune
sahip ab hafif zincir sekansi ve 3' pali (A) sekansi ihtiva eder.

By bdlgesine eklenen, bir C- ucu His6 etiketli bir anti- PD- L1
ScFv'yi kodlayan bir transgen kasedine sahip bir EnAd genomunu
iceren NG- 221 virls genom sekansi. Transgen kaseti, bir 5' SSA,
5' dncusune sahip anti- PD- L1 ScFv sekansi ve 3' 6 x histidin

sekansi sonra poli (A} sekansi ihtiva eder.

By bdlgesine eklenen bir anti- VEGF tam uzunlukta antikoru
kodlayan bir transgen kasetine sahip EnAd genomunu iceren NG-
258 virls genom sekansi. Transgen kaseti, bir CMV promotdru, 5'
oncuslne sahip ab agir zincir sekansi, bir P2A peptit sekansi, 5'
oncuslne sahip ab hafif zincir sekansi ve 3' poli (A) sekansi ihtiva

eder.

Bx ve By bolgesine eklenen benzersiz kisittama bolgeleri olan

EnAd genomunu igeren NG- 185 virls genom dizisi.

bakteri kokenli bir replikasyon (p15A), bir antibiyotik direng geni
(KanR) ve By bolgesinde eklenmis benzersiz kisittama bolgelerine
sahip EnAd genom sekansi iceren pNG- 33 (pColoAd2. 4) DNA

plasmidi.

bakteri kokenli bir replikasyon (p15A), bir antibiyotik diren¢ geni
(KanR) ve Bxve By bdlgesinde eklenmis benzersiz kisittama
bolgelerine sahip EnAd genom sekansi igeren pNG- 185
(pColoAd2. 6) DNA plasmidi.

By boélgesine eklenen GAPDH'ye bir shRNA'yl kodlayan bir
transgen kasetini iceren NG- sh01 virlis genom sekansi. Transgen
kaseti, bir U6 RNA pollll promotdru ve bir shRNA'y1 kodlayan DNA

icerir.

Sodyum iyodur simportdr (NIS} amino asit sekansi.
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By bolgesine eklenen sodyum iyodur simpotorunu (NIS) kodlayan
bir transgen kaset iceren NG- 280 virus genom dizisi. Transgen
kaseti, bir 5' SSA, NIS cDNA sekansi ve 3' poli (A) sekansi ihtiva

eder.

Bv bdlgesine eklenen bir anti- VEGF ScFv'yi ve bir anti- PD- L1
ScFvyi kodlayan bir transgen kasetine sahip EnAd genomu igeren
NG- 272 virGs genom dizisi. Transgen kaseti, bir SSA, 5' dncusulne
ve 3' 6 x his etiketine sahip anti- PD- L1 ScFv sekansi, P2A peptit
dizisi, 5' oncusune ve 3' V5- etiketine sahip anti- VEGF ScFv

sekansi ve 3' poli (A) sekansi ihtiva eder.
anti- CTLA- 4 VH zincir amino asit sekansi.
anti- CTLA- 4 VL zincir amino asit sekansi.

Bx bdlgesine eklenen bir anti- VEGF ScFv'yi kodlayan bir transgen
kasetine sahip EnAd genomu igeren NG- 257 viriis genom dizisi.
Transgen kaseti, bir bSA, §' dnclsune ve 3' 6 x his etiketine sahip
anti- VEGF ScFv sekansi ve daha sonra 3’ poli (A) sekansi ihtiva

eder.

Bx bolgesine eklenen bir anti- VEGF ScFv'yi kodlayan bir transgen
kasetine ve BY bdlgesine eklenen bir anti- PD- L1 ScFv'yi kodlayan
bir ikinci transgen kasetine sahip EnAd genomunu igeren NG- 281
virus genom sekansi. Transgen kaseti, bir bSA, 5" éncusune ve 3' 6
x his etiketine sahip anti- VEGF ScFv sekansi ve daha sonra 3' poli

(A) sekansi ihtiva eder.

Kisitlama bolgesi I- Cre1 enzimi tarafindan taninir ve kesilir.
Kisitlama bdlgesi |- Ceu1 enzimi tarafindan taninir ve kesilir.
Kisitlama bdélgesi |- Sce1 enzimi tarafindan taninir ve kesilir.

primerleri gosterir.
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ORNEKLER

Yapilarin isimlendiriimesinde bir onek olarak kullanilan "p", yapinin bir plazmid

oldugunu gosterir.
Ornekler 1- 6

VirUsler, asagida tarif edilen yontemler kullamilarak SEK ID NO: 2, 5, 6, 7 ve 8'de

gosterilen sekanslarla hazirlanmistir.
Hiicre kiiltiirii

ADZ293 hucreleri (Agilent # 240085), glutamin (Gibco: 10109163), 5SmM L- glutamin,
2mM Sodyum piruvat, 1mM zorunlu olmayan amino asitler (PAA: M11- 003) ve
kalem / strep bulunan DMEM yUksek glikozda kdlturlendi. Bu ortam, "AD293 ortam!”
olarak adlandirilir. Rutin hicre kultlrd ortami icin % 10 FBS (Gibco: 41965062) ve
transfeksiyonlar ve enfeksiyonlar i¢cin % 2 FBS ilave edilir. Transfeksiyondan 24 saat
once 1. 2 x 10° AD293 hicreleri / sisesi T- 25 siselerine ekildi, boylece
transfeksiyondaki yogunluk™% 75 birlesti.

Viriis Genom Transfeksiyonu

Plasmidler, pNG- 135, pNG- 73, pNG- 74, pNG- 75 ve pNG- 76'ya yonelik plazmid
DNA konsantrasyonu Olculdl (Tablo 2} ve 7.0 ug veya daha sonra her biri 2 saat
boyunca 37 derecede kisitlama enzimi Ascl ile dogrusallastinldi. Pargalanan DNA,
50 ul'lik nikleaz icermeyen su ile seyreltildi ve daha sonra fenol / kloroform
ekstraksiyonu ile saflastirildi. Cikarilan DNA, daha sonra, 300 pl % 95'ten blyik
molekuler biyoloji dereceli etanol ve 10 pl'lik 3M Sodyum Asetat icerisinde 16 saat, -
20 °C'de c¢okturuldu. Cokeltiimis DNA, 14000 rpm'de, 5 dakika santrifujle pelet haline
getirildi ve tekrar santrifije tabi tutulmadan once 500 ul % 70 etanol icinde 14000
rom'de, 5 dakika yikandi. Temiz DNA pelleti hava ile kurutuldu, 15 pl'lik lipofektamin
transfeksiyon reaktifi iceren 500 ul OptiMEM igcinde yeniden slspanse edildi ve oda
sicakhginda 30 dakika inklube edildi. Transfeksiyon karigimi daha sonra AD293
hlcrelerini iceren T- 25 sisesine damla damla ilave edildi. 37 °C'de 2 saat slireyle
transfeksiyon karigimi ile hiicrelerinin inkiibe edilmesinden sonra, % 5 CO2 4 ml'lik
hicre ortami (% 2 FBS ile takviye edilmig glutaminli DMEM yuksek glikoz) hucrelere
ilave edildi ve siseler 37 °C'de, % 5 CO:2 inkilbe edildi. Hicreler sitopatik etkinin
(CPE) varligi bakimindan giinlik olarak izlendi ($ekil 1A- E, Sekil 2A- J, Sekil 3A- G).

Biylk CPE gozlendiginde, vir(is hasat edildi ve hasat zamani Tablo 2'ye kaydedildi.
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Viriis Hasati ve amplifikasyonu

Ortamdaki hucreler sisenin altindan pipetle alindi ve 15 ml'lik bir falcon tipune
aktarildi. Hucreler, 5 dk boyunca, 1500 rpm'de santrifljle pelet haline getirildi ve
sUpernatant toplandi ve saklandi ("4 ml). Hicre peleti, 1 mllik AD293 ortami
icerisinde yeniden askiya alindi ve virls, U¢ dondurma- ¢dzme dongusu kullanilarak
hasat edildi. Bunun igin hlcre topaklari sivi azot igerisinde dondurulduktan sonra
1200 rpm'de 10 dakika sureyle santrifije tabi tutulmadan ve virus ihtiva eden
supernatanin toplanmasindan once 37 °C'lik bir su banyosu iginde eritildi. Hasat
edilen virusler, virus stoklarini cogaltmak igin AD293 hucrelerini tekrar enfekte etmek
icin kullanildi. Amplifikasyon esnasinda uygun virls dretimi, hiicre tek katmaninda
belirgin CPE (Sekil 1F- G, Sekil 2K- R, Sekil 3H) gdzlenmesi ile dogrulandi. CPE bir
kez gozlendiginde, virls 293 hlicreden ¢ donma- ¢ozulme donglsu ile hasat edildi.
AD293 hucrelerindeki amplifikasyon, enfeksiyonun 48 saat iginde hlcre tek
katmanlarinda belirgin CPE ureten virlis stoklan uretilinceye kadar 5 kez tekrarlandi
(Sekil 1H- 1, Sekil 2S- Z, Sekil 2@ Sekil 31- M, Tablo 2).

Viriis Saflagtirma

Glgli virts stoklari bir kez buyiitlldiginde, virlsler, NG- 135, NG- 73, NG- 74, NG-
76 ve NG- 78 virus stoklarl tretmek igin ¢ift sezyum klorur bantlamasi ile saflastirildi.

Bu stoklar, Abs 260/280 nm olgiilerek titrelenmistir. (titreler Tablo 2'de kaydedilmistir).

Tablo 2
Viriis SEK ID | [plazmid Onemli CPE | Amplifikasyon | CsCl Banth viriis
ID NO: DNA] ng /| tespit edildi Doénguleri titresi {(v/ ml)
ml

NG- SEK ID | 241 216 saat 2 1. 51e12
135 NO: 2
NG-73 | SEK ID | 260 192 saat 3 9. 90e10

NO: 8
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NG-74 | SEK ID | 253 384 saat 5 1.09%e11
NO: 5

NG- 76 | SEK ID | 330 184 saat 2 9.00e10
NO: 7

NG-78 | SEK ID | 260 312 saat 3 4. 50e11
NO: 6

Ornek 7 VEGF Baglayici ELISA:

Tam uzunlukta antikorun, bir SSA- Bev- PA geni (NG- 135) iceren EnAd tarafindan
enfekte edilmis ve enzime bagh immuinosorbent analiz (ELISA) ile degerlendirilen
hicrelerden salgilanan Bevacizumab'in amino asit dizisi ile VEGF baglanma
aktivitesi.

AD293 hucreleri, 3. 25e5 hucre / ml'lik bir konsantrasyonda tohumlandi ve 20 saat
boyunca blyumesine izin verildi. Hucreler ya SSA- Bev- PA transgen kasedi iceren
EnAd ya da bir SSA- GFP- PA (NG- 107) transgen kasedi (Kontrol) igeren bir EnAd
kontrol virlsu ile enfekte edildi. Enfeksiyondan44 saat sonra, enfekte olmus

hucrelerden slpernatanlar toplandi ve santriflljle berrak hale getirildi.

ELISA plakalar (A Nunc Immuno MaxiSorp 96 oyuklu bir mikroplaka), karbonat /
bikarbonat tamponu i¢inde gece boyunca 4 °C'de insan VEGF- 165 (0. 5 pg/ml, R ve
D Sistemleri, 293- VE- 050) ile kaplanarak hazirlandl. Plakalar, sonraki tum
baglanma adimlari arasinda PBS % 0.05 Tween 20 ile yikand. Plakalar, PBS % 0.05
Tween 20 icinde % 3 BSA ile oda sicakliginda 1 saat bloke edildi. Berraklastirilan
enfeksiyon sitpernatantlari, PBS /% 3 BSA /% 0.05 Tween 20 (1: 2, 1: 8, 1:32, 1:
128, 1. 512, 1. 2048) icine seyreltildi. Saflastirnimis Bevacizumab'in seri seyreltimesi
(1000ng / ml - 0.0128ng / ml) hazirlandi ve 40 ng/ml ve 0. 2 ng/ml seyreltiimis
Bevacizumab numuneleri ayni zamanda kontrol enfeksiyon slipernatanlarina katildu.
Tum numuneler, VEGF- 165 kapli plakalara ilave edildi ve 1 saat oda sicakliginda
inklbe edildi. Daha sonra, HRP substrat ¢ozeltisi 3. 3. 5. 5'- terametiletilendiamin

(TMB, Thermo- Fisher} ile HRP saptama gergeklestiriimeden once, oda sicaklhiginda
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1 saat boyunca saptama antikoru HRP'ye konjuge edilmis anti- insan- Fc (Abcam,
ab97225) uygulandi. Reaksiyonu durdurmak i¢in 1M HCI kullanildi ve gelisen renk
450 nm'de bir plaka okuyucu Uzerinde olguldl. 450 nm'deki emilim, NGAd- 135 ile
enfekte edilmis hicrelerin supernatantinda salgilanmis anti- VEGF antikorunun
spesifik badlanmasini gdsteren EnAd ve Kontrol enfeksiyon slpernatantlan (Sekil
4A) icin gizilmigtir. Bevacizumab standart edrisi gizildi (Sekil 6) ve standart egriden
(Sekil 4B) interpolasyon yapilarak VEGF'ye baglanan salgilanan anti- VEGF antikoru

veya yUkselen Bevacizumab numunelerinin konsantrasyonlari belirlendi.

Ornek 8: Uretim Nihat viriis anti- VEGF antikorlar veya anti- VEGF ScFv'leri

kodlayan EnAd viriislerin tretimi

Plazmid pEnAd2. 4 (ayni zamanda pColoAd2. 4 SEK ID NO:. 64 olarak da
adlandirilir), transgen kasetlerinin L5 ve E4 genleri arasinda konumlu pEnAd2. 4
benzersiz kisittama bolgelerine dogrudan eklenmesi ile pNG- 135, pNG- 73, pNG-
74, pNG- 76, pNG- 78 ve pNG- 167 plazmidlerini Uretmek i¢in kullanildi. Plazmid

uretme yontemleri, Ornek 31'de verilmektedir.
Hazirlanan viriisler

pNG- 135, transgen kasetine bir anti- VEGF VH zincirinin (SEK ID NO: 29), bir
antikor sabit agir zincirinin (SEK ID NO: 33), bir anti- VEGF VL zincirinin (SEK ID NO:
31} ve bir antikor sabit hafif zincirinin (SEK |ID NO: 35) dahil edilmesi ile kodlanan bir
anti- VEGF antikoru kodlayan bir transgen kaset icerir. pNG- 73 ve pNG- 74, ya bir
egzojen promoter, CMV (SEK ID NO: 13) ya da EnAd endojen major ge¢ promotorun
(MLP) kontroll altinda anti- VEGF ScFv'leri kodlayan transgen kasetleri (SEK ID NO:
36} ihtiva eder. pNG- 76, pNG- 78 ve pNG- 167, ya bir egzojen promoter, CMV (SEK
ID NO: 13) ya da EnAd endojen major ge¢ promotorin (MLP) kontrolu altinda C- uglu
Histidin peptit etiketleri (SEK ID NO: 23) olan anti- VEGF ScFvs'yi (SEK ID NO: 36)
kodlayan transgen kasetleri icerir. PNG- 135, pNG- 73, pNG- 74, pNG- 76, pNG- 78
ve pNG- 167 plasmidlerine yerlestirilen transgen kasetlerinin sematikleri, Sekil 24'te

gdsterilmektedir. Plazmidlerin yapisi DNA dizilimi ile teyit edildi.
Viriis Uretimi
NG- 135 (SEK ID NO: 2), NG- 73 (SEK ID NO: 8), NG- 74 (SEK ID NO: 5), NG- 76

(SEK ID NO: 7) ve NG- 78 (SEK ID NO: 6) virls genomlarini Uretmek Uzere enzim
Ascl'ye sahip kisitlayici sindirimi ile pNG- 135, pNG- 73, pNG- 74, pNG- 76 ve pNG-



10

15

20

79

78 plazmidleri lineer hale getirildi. Kisitlayici sindirim reaksiyonlari Tablo 3'e gore
olusturuldu ve 2 saat boyunca 37 °C'de gergeklestirildi:

Tablo 3

Reaktif Hacim (pl} | Tedarik¢i

plazmid DNA ("7ug) ~15

Ascl 2.5 NEB R0558S
Tampon 4 5 NEB B7004S
NUkleaz icermeyen su | 27. 5 Fisher Scientific (BPE 2484- 100)

Parcalanan DNA, 50 ul'lik nukleaz icermeyen su ile seyreltildi ve daha sonra fenol /
kloroform ekstraksiyonu ile saflastirildi. Cikarilan DNA, daha sonra, 300 pl % 95'ten
buylk molekuler biyoloji dereceli etanol ve 10 pl'lik 3M Sodyum Asetat igerisinde 16
saat boyunca, - 20 °C'de c¢okturaldi. Cokeltiimis DNA, 14000 rpm'de, 5 dakika
santrifiijle pelet haline getirildi ve tekrar santriflije tabi tutulmadan énce 500 pl % 70
etanol icinde 14000 rpm'de, 5 dakika yikandi. Temiz DNA pelleti hava ile kurutuldu,
15 prllik lipofektamin transfeksiyon reaktifi iceren 500 ul OptiMEM iginde yeniden
suspanse edildi ve oda sicakliginda 30 dakika inkUbe edildi. Transfeksiyon karigimi
daha sonra % 70 hucre doluluk oranina yetisen HEK293 hucrelerini igeren T- 25
sisesine damla damla ilave edildi. 37 °C'de 2 saat sureyle transfeksiyon karisimi ile
hicrelerinin inklbe edilmesinden sonra, % 5 CO2 4 ml'lik hicre ortami (% 2 FBS ile
takviye edilmis glutaminli DMEM yuksek glikoz) hucrelere ilave edildi ve siseler 37
°C'de, % 5 CO:z inkube edildi. Transfekte edilmis HEK293 hiicreleri her 24 saatte bir
izlendi ve her 48- 72 saatte bir ilave ortam ile takviye edildi. Viras Uretimi, hlcre tek
tabakasinda belirgin bir sitopatik etki (CPE) gozlemleyerek izlendi (Sekil 1A- E, Sekil
2A- J ve Sekil 3A- G). CPE bir kez gozlendiginde, viris 293 hlcreden u¢ donma-
¢dzllme déngusl ile hasat edildi. Hasat edilen virUsler, virs stoklarini gogaltmak icin
293 hucreyi tekrar enfekte etmek icin kullanildi. Amplifikasyon esnasinda uygun virls
dretimi, hiucre tek katmaninda belirgin CPE (Sekil 1F- G, $Sekil 2K- RH, $ekil 3H)

gdzlenmesi ile dogrulandi. CPE bir kez gdzlendiginde, virls 293 hicreden ¢ donma-
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¢dzulme dongusu ile hasat edildi. 293 hucrelerindeki amplifikasyon, 48 saatlik
enfeksiyon icinde hucre tek katmanlarinda belirgin CPE Ureten virus stoklan
dretilinceye kadar 5 kez tekrarlandi (Sekil 1H- |, $ekil 2S- Z, Sekil 2@ Sekil 31- M).
Guglu virus stoklar! bir kez bayatildugunde, virtsler, NG- 135, NG- 73, NG- 74, NG-

76 ve NG- 78 virGs stoklar Gretmek igin ¢ift sezyum klortr bantlamasi ile saflastirildi.

Ornek 9: Kolon karsinoma hiicre hatlarinda EnAd ile karsilastirilan NG- 135

virus aktivitesinin karakterizasyonu

NG- 135 veya EnAd virls replikasyonu (qPCR ile degerlendirildi), gen ekspresyonu
(RTgPCR ile degerlendirildi) ve anti- VEGF antikoru ekspresyonu (VEGF baglayici
ELISA ile degerlendirildi), kolon karsinoma hlcre hatlarinda karsilagtirildi. NG- 135
(SEK ID NO: 2), EnAd geg¢ geni L5 (Fiber)'ten sonra bir anti- VEGF antikoru transgen
kasedi iceren EnAd'den turemis bir viristlr. Takilan kasetin bir sematigi, Sekil 10A ve
Sekil 24'te gosterilmektedir. NG- 135 virlistnin  Gretimi, Ornek 8'de
detaylandirimistir. HCT- 116, DLD veya HT- 29 kolon karsinoma hicre hatlari, 6
oyuklu plakalarda HCT- 116 ve DLD hdacreleri igin 7. 5e5 hucre/oyuk hucre
yogunluklarinda veya HT- 29 hicreleri icin 2. e6 hlcre/oyuk yodunlugunda
tohumlandi. Hlcrelere hiicre bagina (ppc) 100 ya da 10 EnAd ya da NG- 135 virls
parcaciklari bulastirlmadan 6nce ya da enfekte edilmemis halde birakilmadan 6nce
plakalar 18 saat boyunca, 37 °C'de, % 5 CO: ile inkibe edildi. Analizler,
enfeksiyondan 24, 48 veya 72 saat sonra gergeklestirildi.

gPCR ile viral DNA'nin élgiilmesi

72 saat boyunca 10ppc EnAd ya da NG- 135 ile enfekte edilen ya da enfekte
edilmeden birakilan HT- 29 ve DLD hicreleri, gqPCR ile viral DNA'nin olgllmesi icin
kullanildi. Hicre supernatantlan toplandi ve 5 dakika boyunca 1200 rpm'de santrifjle
temizlendi. Hucreler bir kez PBS ile yikandi ve 400 ul/oyuklu 1 x haberci liziz
tamponu (Promega: E3971) iginde - 20 °C'de dondurularak ¢dzilme yolu ile ¢ézalda.
Ureticinin protokoliine gore Sigma Genelute DNA ekstraksiyon Kiti kullanilarak 3
Ml'lik hacre lizati veya 10 pl'lik slGpernatanttan DNA ekstrakte edildi. EnAd virus
partikulleri (2. 5e10- 2. 5e5vp) kullanan standart bir egri hazirlandi ve de Sigma
Genelute Kit kullanilarak cikarildi. Cikarilan her numune veya standart, Tablo 4'te
ayrintih olarak verilen reaksiyon karigiminda bir EnAd E3 genine 6zgu primer- prob
seti kullanilarak gPCR ile analiz edildi
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Tablo 4
Reaktif Hacim / oyuk (ul)
Tagman hizli ilerleme master karisimi (Lifetech) |5
EnAd ileri primer 0.08
EnAd Tersine primer 0.08
Prob 0.02
NFW 2.82
Numune 2
Oyuk Hacmi 10

gPCR, Tablo 5'deki programa gdre gergeklestirildi:

Tablo 5

Hayir. Dongiiler Sicaklik ( °C) Siire (saniye)
1 50 120
1 95 20
40 95 1
60 20

Hucre basina tespit edilen virus genomlarinin sayisinin

EnAd virus replikasyonunun hem HT- 29 hem de DLD hucre hatlarinda

karsilagtinlabilir oldugunu ortaya koymustur

nicelendiriimesi, NG- 135 ve

11A). Enfekte edilmemis

hlcrelerde higbir viris genomu tespit edilememistir (veriler gdsterilmemistir).

RTqQPCR ile viral (hekzon) veya anti- VEGF antikoru gen ekspresyonunun

analizi
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10ppc EnAd veya NG- 135 ile 72 saat enfekte edilmis veya enfekte edilmemis halde
birakilmis HT- 29 ve DLD hucre hatlari, RTqPCR ile hekzon veya anti- VEGF antikor
geni ekspresyonunun analizi i¢in kullanilmistir. Stipernatant her kuyudan cikarildi ve
hacreler PBS ile yikandi ve sonra 8- merkaptoetanol (1: 100) iceren 600 ul/oyuk RLT
tamponu (QlAgen) iginde eritildi. Hacre lizatlan 3 dakika sureyle 13000 rpm'de
santrifGje tabi tutularak berraklastirildi ve daha sonra, 200 pl lizat RNA reticisinin
protokoline gore Allprep DNA / RNA / protein ekstraksiyon kiti (QIAgen) kullanilarak
ekstraksiyon amaciyla kullanilmistir. Her numuneden ¢ikarlan RNA konsantrasyonu
ol¢lilmus ve ureticinin protokolline gore qRT- PCR (Life Technologies; 11752- 050)
icin SuperScript Il First Strand Synthesis SuperMix kullanilarak 800ng cDNA
sentezine yonelik kullanilmistir. Her bir sentezlenmis 1ul DNA numunesinden,
asagida ayrintili olarak verilen reaksiyon karigiminda bir EnAd hekzon spesifik
primer- prob seti veya anti- VEGF antikor spesifik primer- prob seti kullanilarak gPCR

ile analiz igin kullanildi, Tablo 6.

Tablo 6
Reaktif Hacim / oyuk {ul)
Tagman hizli ilerleme master karisimi (Lifetech) |5
lleri primer 0.08
EnAd Tersine primer 0.08
Prob 0.02
NFW 3,82
Numune 1
Oyuk Hacmi 10

gPCR, Tablo 5'deki programa gore gergeklestirildi. gqPCR tarafindan tespit edilen
DNA kopyalarinin sayisinin nicelendiriimesi, NG- 135 veya EnAd ile enfekte edilmis
HT- 29 veya DLD hucrelerinde virus ge¢ geni Hexon'un karsilastirilabilir
ekspresyonunu gosterdi (Sekil 11B). Bununla birlikte, anti- VEGF antikor geni
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ekspresyonu, anti- VEGF antikoru transgen kasedi iceren NG- 135 virusuyle enfekte
olan HT- 29 veya DLD hucrelerinde tespit edilmistir (Sekil 12).

VEGF baglayici ELISA ile anti- VEGF antikoru ekspresyonunun analizi

VEGF baglayici ELISA ile antikor ekspresyonunun analizi igin, 100ppc EnAd veya
NG- 135 ile 24, 48 veya 72 saat suUreyle enfekte edilmis veya enfekte edilmemis
halde bulunan HT- 29, DLD ve HCT- 116 hicreleri kullamlmistir. Kualtar
supernatanlari, her oyuktan ¢ikarildi ve hicre ddkuntulerini gidermek i¢in 5 dakika
1200rpm'de santrifUje tabi tutuldu. ELISA plakalart (Nunc Immuno MaxiSorp 96
oyuklu mikro plaka), insan VEGF- 165 (0. 5 ug/ ml, R ve D Sistemleri, 293- VE- 050)
ile kaplandi ve Ornek 7'de ayrintilandinilan yéntemlere gore bloke edildi. Enfeksiyon
stpernatantlari, PBS /% 3 BSA /% 0.05 Tween 20 (1: 2 veya 1: 4) icine seyreltildi ve
saflagtinimig anti- VEGF antikorunun (1000ng / ml - 0.0128ng / ml) seri seyreltimesi
hazirlandi. Tim numuneler, VEGF- 165 kapli plakalara ilave edildi ve Ornek 7'de
ayrintilandirilan yontemlere goére analiz edildi. VEGF'ye baglanan salgilanan anti-
VEGF antikor konsantrasyonlari, standart edrilerinden interpolasyon yoluyla tespit
edildi. Anti- VEGF antikor ekspresyonu, 72 saate kadar HT- 29, DLD ve HCT
hucrelerinde zamanla artmis ve bu noktada, karsilastirilan antikor ekspresyonu, tahlil

edilen tim hiicre hatlarinin stipernatanti icinde tespit edilmistir (Sekil 13).

Ornek 10: Kolon karsinomu ve akciger karsinom hiicre gizgilerinde anti- VEGF

antikor ekspresyonunun olgilmesi

HT- 29 kolon karsinomu ve A549 akciger karsinoma hucre c¢izgileri, HT- 29 i¢in 1e6
hucre/foyuk ve A549 huacreleri icin 565 hocre/oyuk yogunlugunda 12 oyuklu
plakalarda kaplanmistir. Hicrelere hicre basina (ppc) 100 EnAd ya da NG- 135 virls
parcaciklarn bulastirimadan dnce ya da enfekte edilmemis halde birakilmadan once
plakalar 24 saat boyunca, 37 °C'de, % 5 CO2 ile inkibe edildi. Analizler,

enfeksiyondan 24, 48 veya 72 saat sonra gercgeklestirildi.

Her zaman noktasinda, kultur stpernatantlart her bir oyuktan cikanldi ve 400 pl
hucre Kkualtiri ortami ile yer dedistirildi. Daha sonra, ortamlar her bir oyuktan
toplanmadan once plakalar 5 dakika, 1 saat veya 3 saat inklbe edildi ve hucre
artiklarini temizlemek igin 5 dakika, 1200 rpm'de santriflje tabi tutuldu. ELISA
plakalarn (Nunc Immuno MaxiSorp 96 oyuklu mikroplaka), karbonat / bikarbonat
tamponu iginde seyreltiimis fare monoklonal anti- insan 1gGl Fc antikoru (2 pl / ml,
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ab1927, Abcam) ile 16 saat boyunca 4 °C'de kaplandi. Plakalar, PBS % 0.05 Tween
20 ile yikanmadan once oda sicakhginda PBS % 0.05 Tween 20 iginde % 3 BSA ile 1
saat sureyle bloke edildi. Plakalar, daha sonraki tum baglanma asamalar arasinda 3
kez PBS % 0.05 Tween 20 ile yikand.

Berraklastirilan enfeksiyon stpernatantlari, % 3 BSA /PBS % 0.05 Tween 20 (1:2,
1:8, 1:32) igine seyreltildi. Saflagtinlan Bevacizumab'in (200 ng / ml - 0.1 ng / ml) seri
seyreltimesi de PBS /% 3 BSA /% 0.05 Tween 20'de hazirlandi. Numuneler ve
standartlar kaplanmis plakalara ilave edildi ve 1 saat oda sicakliinda inkibe edildi.
Daha sonra, HRP substrat ¢ozeltisi 3. 3. 5. 5'- terametiletilendiamin (TMB, Thermo-
Fisher) ile HRP saptama gercgeklestiriimeden dnce, oda sicakliginda 1 saat boyunca
saptama antikoru HRP'ye konjuge edilmis anti- insan- Fc¢ (0. 5ug/ml Abcam,
ab87422) uygulandi. Reaksiyonu durdurmak i¢cin 1M HCI kullanildi ve gelisen renk
450 nm'de bir plaka okuyucu Gzerinde &élguldl. HT- 29 hlicrelerinde (Sekil 28A) ve
A549 hucrelerinde (Sekil 28B) salgilanan anti- VEGF antikor konsantrasyonlari,
standart egrilerden interpolasyon yoluyla belirlendi. 1e6 HT- 29 veya A549 hucreleri
tarafindan 24, 48 ve 72 saat boyunca eksprese edilmesi 6ngdrilen toplam protein
Sekil 28C'de dzetlenmistir.

Ornek 11: Kolon karsinomu hiicre hattinda anti- VEGF ScFv ekspresyonu

NG- 76 (SEK ID NO: 7), NG- 78 (SEK ID NO: 6) ve EnAd anti- VEGF ScFv
ekspresyonu, HT29 kolon karsinomu hiicrelerinde western blot ile karsilastirildi. NG-
76 ve NG- 78, EnAd gec¢ geni L5'ten (Fiber) sonra anti- VEGF ScFv transgen
kasetleri iceren EnAd'den turetilen viruslerdir. Eklenen kasetlerin sematikleri, Sekil
10B ve C'de gosterilmekte ve virlslerin tretimi Ornek 8'de aciklanmaktadir. HT- 29
hacreleri 6 oyuklu kaltur plakalarina 4e6 hicre / oyuk yogunlugunda ekildi ve 5 saat
37 °C'de, % 5 CO:2'de inkube edildi. Hicreler daha sonra 22, 46 veya 70 saat
boyunca, hucre basina 50 NG- 76, NG- 78 veya EnAd virls partikulleri ile enfekte
edildi. Ortam, oyuklardan ¢ikanldi ve hicreler, anti- proteaz inhibitori kokteyl 1l
(Calbiochem: 539134) ihtiva eden 250 pl liziz tamponu (150mM NaCl, % 1 Triton X-
100, % 0. 5 SDS, 50mM Tris- HCI (pH7. 5)} iginde lizizden 6nce PBS ile bir kez
yikandi. Lizatlara, genomik DNA'y1 indirgemek Uzere benzonaz ile muamele edildi ve
NuPAGE LDS numune tamponu ve NuPAGE indirgeyici madde (Life Technologies)
ihtiva eden liziz tamponu iginde 1: 4 oraninda seyreltildi. Numuneler, Ureticinin

praotokoliine gére % 4- 12 Bis- Tris NUPAGE jelleri (Life Technologies)} kullanilarak
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SDS- PAGE gercgeklestiriimeden dnce 10 dakika, 70 °C'de isitildi. Proteinler, Xcell Il
Blot Modulu (Life Technologies) kullanilarak western blot ile PVDF zarlarina aktarildi.
Bloke etme ve imunaoblotlama % 5 sut tozu ile takviye edilmis PBS % 0.1 Tween-
20'de gerceklestiriidi ve tium ykama adimlan PBS % 0.1 Tween- 20'de
gerceklestirildi. Anti- VEGF ScFv'ler, ScFv'nin C- ucunda His- etiketine karg! fare
monoklonal anti- Ct- Hisx6 antikoru kullanilarak tespit edildi ve ikincil antikor tespiti,
Tavsan anti- fare IgG- HRP kullanilarak gergeklestirildi. Proteinler gelismis
kemiliminesans ile gorsellestirildi. ScFv ekspresyonu, NG- 76 veya NG- 78 ile
enfekte edilmis HT- 29 hucre lizatlarinda tespit edilebildi, ancak EnAd ile enfekte
edilmis hucrelerde (sirasiyla, 76, 78 ve Sekil 14A'da Ad1 olarak etiketlenmig) tespit
edilemedi. ScFv ekspresyonu, ScFv ekspresyonunun bir endojen blylk geg
promotdrun kontroll altinda oldugu NG- 78 virlisine kiyasla ScFv ekspresyonunun
bir egzojen promotorin kontroli altinda oldugu NG- 76 virGsU ile enfekte edilmis

hucrelerde 22 saat, erken tespit edilebildi.
Ornek 12: VEGF baglayici ELISA ile tespit edilen anti- VEGF ScFv ekspresyonu

NG- 76 (SEK ID NO: 7) ve EnAd, anti- VEGF ScFv ekspresyonu, insan embriyonik
bobrek hlcre hatlarinda, VEGF baglayici ELISA veya Western blot ile kargilastirildi.
AD293 hicreleri, 6 oyuklu kiltir plakalarina, oyuk basina 5e5 hlicre yogunlugunda
ekildi. Ekimden 24 saat sonra, AD293 hiicreleri, hiicre bagina 100 viriis par¢aciginda
NG- 76 veya EnAd ile enfekte edildi. Hicreler, sUpernatantlar oyuklardan
toplanmadan once 72 saat boyunca kultirlendi ve hucre artiklarini ¢ikarmak igin 5
dakika 1200 rpm'de santrifije tabi tutuldu. Berraklastinlmis supernatantlar daha
sonra ya VEGF baglayici ELISA ya da Western blot analizi igin kullanildi. ELISA igin
supernatanlar % 3 BSA / PBS % 0.05 Tween icinde 1: 2 oraninda seyreltildi ve daha
sonra ya 8 ng/ml anti- VEGF antikoru ylUksellildi ya da antikor birakildi. ELISA
plakalari VEGF ile kaplandi ve Ornek 7'de aynintilandirilan yénteme gére bloke edildi.
Numuneler, plakalara 100 pl / oyuk ve deneyde eklenmistir. Daha sonra, HRP
substrat ¢ozeltisi 3. 3. 5. 5'- terametiletilendiamin (TMB, Thermo- Fisher) ile HRP
saptama gerceklestirimeden &6nce, oda sicakliginda 1 saat boyunca saptama
antikoru HRP'ye konjlige edilmis poliklonal anti- His (Abcam, ab1187} uygulandi.
Reaksiyonu durdurmak igin 1M HCI kullanildi ve gelisen renk 450 nm'de bir plaka
okuyucu {izerinde olgildi. 450 nm'de emilim, EnAd, NG- 76 ve NG- 76 + 8ng / ml
anti- VEGF antikoru enfeksiyonu supernatantlari i¢in ¢izildi (Sekil 14B). NG- 76 ile
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enfekte olmus hucrelerin supernatantlarindaki VEGF i¢in eksprese edilen ScFv'nin
ozgullagua, 8 ng/ml saflagtirilmis insan anti- VEGF antikoru bevacizumabin eklenmesi
ile VEGF baglanma kismen inhibe edilerek teyit edildi. Western blot igin
stpernatanlar hazirlandi ve Ornek 11'de detaylandirilan yéntemlere gére test edildi.
ScFv ekspresyonu, enfeksiyondan 24 saat sonra dlsik seviyelerde tespit edilebildi

ve ekspresyon 44 saat boyunca énemli dlglde artti (Sekil 7).

Ornek 13: Tiimor tasiyan farelerde EnAd ile karsilastirildiginda NG- 135 viriis

aktivitesinin karakterizasyonu

DLD veya HCT- 116 kolon karsinom hucreleri, CD1 nu/nu farelerinde subkutan bir
ksenograft olarak implante edildi. Tldmdérler ~100mm?® ulagtiinda, fareler
gruplandinimis ve tek intra- timoral enjeksiyon yoluyla verilen 5e9 EnAd veya NG-
135 virlis partikilleri ile muamele edilmistir. Her c¢alismaya, bir grup enfekte
edilmemis kontrol faresi de dahil edilmistir. Tedaviden 3, 7 veya 28 gun sonra DLD
timorleri kesip ¢ikartildl ve tedavi sonrasi 3, 7 veya 14. gin HCT- 116 timdrlerinden

kesip ¢ikartildi.
gPCR ile viriis genom replikasyonu analizi

Kesilip c¢ikartilan timorler tartildi ve 25 mg tumor bagina 100 pl tampon
konsantrasyonunda 1: 200 anti- proteaz inhibitéri kokteyl IlI'G (Calbiochem) iceren
1X haberci liziz tamponu (Promega E3971) icinde homojenize edildi. Muamele
edilmemis tumor homojenatlan, bir EnAd virls standart egrisi (2. 5e10- 2. 5e5 vp /
timor lisat numunesi) hazirlamak icin kullanildi. Ureticinin protokoliine gére Sigma
Genelute DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak her muamele edilmis timér numunesinin
2 pl'sinden veya her bir standardin 100 ul'sinden DNA ekstrakte edildi. Cikarilan
numuneler ve standartlar, Ornek 8'de detaylandirilan qPCR ydntemlerine gére bir
EnAd E3 genine dzgu primer- prob seti kullanilarak qPCR ile analiz edildi. TUmor
basina virls genomlarinin sayisinin nicelendirilmesi, tedavi sonrasi 3. gun veya 7.
gun (Sekil 15A) veya tedavi sonrasi 28. gin (Sekil 15B) DLD tumorleri igin
gOsterilmistir. Enab veya NG- 135 ile tedaviden sonra 3. gun, 7. gun veya 14. gun
HCT tumorleri igin tUmor basina virus genomlarinin sayisinin nicelendiriimesi
gOsterilmektedir (Sekil 18A). Toplanan veriler, HCT veya DLD tumorlerinde EnAd ve
NG- 135 virUs replikasyonu arasinda belirgin bir fark gostermemektedir.
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RTgPCR ile viral (hekzon) veya anti- VEGF antikoru gen ekspresyonunun

analizi

Alinan tuamorler tartildi ve 20 mg tumor basina 350 pl'lik - bir tampon
konsantrasyonunda [B- merkaptoetanol (Sigma) iceren RLT liziz tamponu (QlAgen)
icinde homojenize edildi. RNA, AllPrep DNA / RNA / Protein Mini kiti (QlAgen)
kullamlarak tumoér numunelerinden ¢ikanldi ve dreticinin protokollerine gore RNAz
icermeyen DNAz seti (QlAgen) ile muamele edildi. Her numuneden ¢ikarilan RNA
konsantrasyonu 6lglildi ve 800 ng, Ornek 8'de ayrintili olarak agiklanan RTqPCR
yontemlerine gore cDNA sentezi ve qPCR igin kullanilmistir. gPCR tarafindan tespit
edilen RNA kopyalarinin sayisinin nicelendiriimesi, tedavi sonrasi 3. gln veya 7.
glinde NG- 135 veya EnAd ile tedavi edilen DLD timdrlerinde virls ge¢ geni,
hekzonun karsilastinlabilir ekspresyonunu gosterdi (Sekil 16A). Aksine, anti- VEGF
antikor geni ekspresyonu (RNA), sadece NG- 135 virlsu ile tedavi edilen DLD
hucrelerinde tespit edildi (Sekil 16B).

Anti- insan IgG1 veya VEGF baglayict ELISA ile tespit edilen anti- VEGF antikor

ekspresyonu

Anti- insan IgG1 ELISA (Abcam Kit) veya VEGF baglayici ELISA ile anti- VEGF
antikoru ekspresyonunun analizinde, qPCR (yukanda) i¢in hazirlanan c¢ikartilmig
tumor lizatlarn kullanilmigtir. Tumor rezeksiyonu noktasinda alinan kan érneklerinden
alinan serumlar ayrica insan IgG1'i igin ELISA ile test edildi. Muamele edilmis ve
kontrol farelerindeki tumor lizatlari analiz edilmeden once, % 2 Triton X- 100 ihtiva
eden 150 pl 1X haberci veya liziz tamponu (Promega) i¢inde 1: 2 oraninda seyreltildi,
kisa sure vortekslendi ve sonikasyon yapan bir su banyosu icinde 5 dakika sonike
edildi. Kan ornekleri 5000 rpm'de 5 dakika santriflje tabi tutuldu ve serum toplandi.
Saflastinimis anti- VEGF antikoru, bevacizumab'in (1000ng / ml - 0.0128ng / ml) seri
dilisyonlar hazirlandi ve muayene standart egrileri Uretmek Gzere toplanan kontrol
farelerinin lizatlarina ya da muamele edilmemis farelerdeki serum numunelerine

katilmistir.
insan IgG1 ELISA (Abcam)

NG- 135 veya EnAd ile muamele edilen timérlerden alinan ses dalgalarina maruz
birakilmig lizatlar, ayrica 1: 2 oraninda tahlil tamponuna seyreltildi ve pozitif bir

kontrol olarak, EnAd ile muamele edilmis fare tUmor( lizati numunesi, 8 ng/ml



10

15

20

25

30

88

saflastinimis bevacizumab ile yukseltildi. Serum numuneleri 1: 2 veya 1: 5 oraninda
tahlil tamponuna seyreltildi. Daha sonra tim numuneler ve standartlar, Ureticinin
protokoline gore Abcam ELISA Kiti kullanilarak anti- insan IgG1 igin denendi.
Tumorlerdeki antikor konsantrasyonlari, standart egdrilerden interpolasyon yoluyla
belirlendi. Insan IgG1 antikoru ekspresyonu, NG- 135 ile muamele edilen DLD
timorlerinde tespit edilebildi ve tedaviden 28 gun sonra analiz edildi (Sekil 17A) ve
bir NG- 135 ile muamele edilmis fareden alinan bir serum numunesinde tedaviden 28
gun sonra analiz edildi (Sekil 19). Antikor ayrica, NG- 135 ile tedavi edilen tim HCT-
116 timorlerinde tespit edildi ve tedaviden 3, 7 veya 14 gun sonra analiz edildi (Sekil
18B). EnAd ile tedavi edilen farelerin herhangi bir timdérinde veya kan drneginde

antikor ekspresyonu tespit edilemedi.
VEGF baglayict ELISA

NG- 135 veya EnAd ile muamele edilen timérlerden alinan ses dalgalarina maruz
birakilmis lizatlar, ayrnica 1: 2 oraninda tahlil tamponuna seyreltildi ve pozitif bir
kontrol olarak, EnAd ile muamele edilmis fare tumord lizati numunesine, 1. 6 ng/ml
saflagtinimis bevacizumab katildi. ELISA plakalari (Nunc Immunc MaxiSorp 96
oyuklu mikro plaka), insan VEGF- 165 (0. 5 ug/ ml) ile Ornek 7'de ayrintilandirilan
yontemlere gore kaplandi. Numuneler ve standartlarin supernatantlari, VEGF- 165
kapli plakalara ilave edildi ve Ornek 7'de detaylandirilan yéntemlere gore analiz
edildi. TUmorlerdeki anti- VEGF baglayici antikor konsantrasyonlari, standart egriden
interpolasyon yoluyla belirlendi. hVEGF- 165'e baglanabilen anti- VEGF antikoru,
NG- 135 ile tedavi edilen DLD tumdr numunelerinde saptanabildi, ancak EnAd ile

muamele edilmis numunelerde saptanamadi (Sekil 17B).

Ornek 14: Haberci genleri kodlayan EnAd virlislerinin iiretimi ve

karakterizasyonu

GFP ya da lusiferaz eksprese eden haberci viruslerin bir paneli Gretilmis olup,
transgen ekspresyonu egzojen bir viral promotdr olan CMV'nin (NG- 47, NG- 61, bir
egzojen memeli promotdru, PGK (NG- 159)), endojen virls bluylk ge¢ promotdrin
(NG- 62, NG- 63, NG- 93, NG- 98, NG- 105, NG- 106, NG- 107, NG- 108) ya da
endojen viris erken promotér E4'Uun (NG- 109, NG- 110) kontroli altindadir. TUm

virisler, klonlama plazmidi pEnAd2. 4 (GB1322851. 5numarali bagvuruda
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aciklanmaktadir) kullanilarak turetildi ve EnAd ge¢ gen L5'ten sonra yerlestirilen
transgen kasetlerine sahipti.

Viriis Uretimi

Plasmid pEnAd2. 4, L5 ve E4 genleri arasinda bulunan pEnAdZ2. 4 benzersiz
restriksiyon bdlgelerine yesil fluoresan proteini (GFP, SEK ID NO: 38) kodlayan
transgen kasetlerinin dogrudan sokulmasi ile pNG- 47, pNG- 62, pNG- 93, pNG- 105,
pNG- 106, pNG- 107, pNG- 108, pNG- 109, pNG- 110 ve pNG- 159 plasmidlerini
dretmek igin kullaniimistir. pNG- 47, pNG- 62, pNG- 93, pNG- 105, pNG- 106, pNG-
107, pNG- 108, pNG- 109, pNG- 110 ve pNG- 159 plazmidlerine yerlestiriimis
transgen kasetlerinin sematikleri Sekil 22'de gdsterilmektedir. Plazmid pEnAd2. 4
(SEK ID NO: 64} ayrica, luminesan proteini, lusiferazi (SEK |ID NO: 39) kodlayan
transgen kasetlerinin pEnAd2. 4 benzersiz restriksiyon bolgelerine dogrudan
sokulmasi ile pNG- 61 ve pNG- 63 plasmidlerini Uretmek i¢in de kullaniimigtir. pNG-
61 ve pNG- 63 plazmidlerine yerlestirilen transgen kasetlerinin sematikleri Sekil 22'de
gosteriimektedir. Tum plazmidler DNA dizilimi ile teyit edildi. Haberci genlerini
kodlayan plasmidler, Ornek 8'de aynintili olarak aciklanan 'virlis Uretimi' ydntemlerine
gore virls parcaciklari Uretmek Uzere lineer hale getirildi ve HEK293 hicrelerine
transfekte edildi. Giglendiriimis viras partikilleri, virlis stoklart NG- 47, NG- 62, NG-
93, NG- 105, NG- 106, NG- 107, NG- 108, NG- 109, NG- 110, NG- 61 ve NG- 63'0
Uretmek uzere ¢ift sezyum Kklor(r bantlamasi ile saflagtirildi.

Viriis Karakterizasyonu

NG- 47, NG- 62, NG- 93, NG- 105, NG- 106, NG- 107, NG- 108, NG- 109, NG- 110
veya EnAd virus replikasyonu (qQPCR ile degerlendirilir) ve GFP gen ekspresyonu
(floresans tahlili ile degerlendirildi), kolon karsinoma hicre hatti HT- 29'da
karsilastirnlmistir. HT- 29 kolon karsinoma hucre hatlar, 12 oyuklu plakalara 1e6
hidcre / oyuk hicre yogunluklarinda ekildi. Hlcreler yukarida aynntili olarak verilen
viraslerin her birinde hicre basina 1 virlis partikili (ppc) enfekte edilmeden dnce
veya enfekte edilmemis olarak birakilmadan dnce plakalar, 24 saat boyunca, 37
°C'de, % 5 CO:2 ile inkube edildi. Analizler, enfeksiyondan 24, 48, 72 veya 96 saat

sonra gercgeklestirildi.

qPCR ile viral DNA'nin olgiilmesi



10

15

20

25

30

90

Hucre supernatantlan toplandi ve 5 dakika boyunca 1200 rpm'de santrifujle
temizlendi. Hucreler bir kez PBS ile yikandi ve 400 pl/oyuklu 1 x haberci liziz
tamponu (Promega: E3971) icinde - 20 °C'de dondurularak ¢ozulme yolu ile eritildi.
Ureticinin protokoliine gore Sigma Genelute DNA ekstraksiyon Kiti kullanilarak 1
Ml'lik hacre lizati veya 10 pl'lik slpernatanttan DNA ekstrakte edildi. EnAd virls
partikllleri (2. 5e10- 2. 5e5vp) kullanan standart bir edri hazirlandi ve de Sigma
Genelute Kit kullanilarak ¢ikarildi. Cikarilan her numune veya standart, ornek 9'da
detaylandinlan gPCR ydntemlerine gdre bir EnAd E3 genine dzgu primer- prob seti
kullanilarak gPCR ile analiz edildi. Hucre basina virGs genomlarinin sayisinin

dl¢llmesi, enfeksiyondan 24, 48, 72 veya 96 saat sonra gosterilir (Sekil 27A).
Floresan ile transgen ekspresyonunun nicellesgtirilmesi

Yukarida hazirlanan hiicre lizatlar, ya 25ul ¢6zilmus dizgln pargalanmis ya da 1: 2
1x haberci liziz tamponu (Promega: E971) ile seyreltimis lizat kullanilarak test
edilmistir. Her kuyucuktaki GFP floresan seviyesi, bir plaka okuyucu (BioTek Synergy
HT) dzerinde olguldu. 24, 48, 72 veya 96 saat boyunca enfekte olmus numuneler icin

olculen, arka plani ¢ikarilmisg, flioresan, Sekil 27B'de ¢gizilmigtir.

Ornek 15: Egzojen promotér CMV'nin kontrolii altinda haberci genleri kodlayan

EnAd viriislerinin karakterizasyonu

NG- 47 ve NG- 61 haberci virUsleri igin viriis replikasyonu (QPCR ile degerlendirildi),
onkolitik aktivite (hlicre yasayabilirlik tahlili ile degerlendirildi) ve haberci gen
ekspresyonu (floresan ile degerlendirildi), EnAd ile karsilastinidi. NG- 47 ve NG- 61

virtslerinin Gretimi ve tasarimi, Ornek 14'te detaylandinimistir.
Viriis replikasyonu ve transgen ekspresyonunun karakterizasyonu

HT- 29 kolon karsinoma hucreleri, WI38 fibroblast hiicre hatti veya MRC5 fibroblast
hicre hatti, 6 oyuklu plakalarda, 2. e6 hlicre/oyuk hiicre yogunludu ile tohumlandi.
Hicreler, hlcre basina (ppc) 1 EnAd, NG- 47 ya da NG- 61 viris partikllleri ile
enfekte edilmeden 6nce plakalar 18 saat boyunca, 37 °C, % 5 CO:ile inkibe edildi.
Analizler, enfeksiyondan 24, 48, 72 veya 96 saat sonra gerceklestirildi. Hlcre
supernatantlan toplandi ve 5 dakika boyunca 1200 rpm'de santrifujle temizlendi.
Hlcreler bir kez PBS ile yikkandi ve 400 pl/oyuklu 1 x haberci liziz tamponu
(Promega: E3971) iginde - 20 °C'de dondurularak ¢oziilme yolu ile eritildi. Ureticinin
protokoline gore Sigma Genelute DNA ekstraksiyon Kiti kullanilarak hucre lizatindan
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veya supernatanttan DNA ekstrakte edildi. EnAd viras partikulleri (2. 5e10- 2. 5e5vp)
kullanan standart bir egri hazirland1 ve de Sigma Genelute Kit kullanilarak ¢ikarildi.
Cikanlan her numune veya standart, bir EnAd E3 genine 0zgu primer- prob
kullanilarak qPCR ile analiz edildi. Hiicre basina tespit edilen viris genomlarinin
sayisinin tespiti, HT29 hucrelerinde (Sekil 25A ve 25B) ve HT29, WI38 ve MRC5
hidcre hatlarinda (Sekil 26C) NG- 47 ve NG- 61 cogalmasinin EnAd (Sekil 25 ve
26'da EnAd olarak isaretlenmistir} ile karsilastirilabilir oldugunu godsterdi. Yukarida
hazirlanan NG- 47 ve EnAd hucre lizatlari, ayrica transgen ekspresyonunu
degerlendirmek icin kullanildi. Bagil GFP floresansi, ya duz bir lizat ya da 1X haberci
liziz tamponunda 1: 2 oraninda seyreltiimis lizat (izerinde bir plaka okuyucuda
(BioTek) dlculdi (Sekil 25C).

Viriis onkolitik potensinin karsgilagtiriimasi

HT- 29 kolon karsinoma hicreleri, 96 oyuklu plakalara 2. 5e4 hicre /oyuk olan bir
hiucre yogunlugunda ekildi. Hucrelere ya hucre basina 100- 0. 39 partikil {ppc)
enfeksiyon yogunlugu arahiginda EnAd, NG- 47 ya da NG- 61 virus partikulleri ile
enfekte edilmeden énce plakalar, 4 saat boyunca, 37 °C'de, % 5 CO:zile inklbe edildi.
HT- 29 hicre yasayabilirligi, enfeksiyondan 72 saat sonra Cell Titre 96 MTS Reagent
(Promega: G3581) kullanilarak degerlendirildi. Her enfeksiyon yogunlugunda % 'ce
hicre sagkaliminin nicelestiriimesi, NG- 47 ve NG- 61'in onkolitik potensinin, HT29
hicrelerinde EnAd ile karsilastinlabilir oldugunu ortaya koymustur (Sekil 26A ve
26B).

Ornek 16: Ba@isikhk kontrol noktasi inhibitérii yol proteinlerine yénelik

antikorlan kodlayan EnAd virtslerinin liretimi

pEnAd2. 4 (SEK ID NO: 64) plazmidi, bir anti- insan PD- L1 antikorunu (YW243.
551570) kodlayan bir transgen kasetinin L5 ve E4 genleri arasinda bulunan pEnAd2.
4 benzersiz kisitlama bolgeleri arasina dogrudan vyerlestiriimesi ile pNG- 177
plasmidinin Gretilmesinde kullanildi. PNG- 177 plazmidi, bir anti- PD- L1 VH zincirini
(SEK ID NO: 30), bir antikor sabit agir zincirini (SEK ID NO: 34), bir anti- VEGF VL
zincirini (SEK ID NO: 32} ve bir antikor sabit hafif zincirini (SEK ID NO: 35) kodlar.
NG- 177 virls genomunda (SEK |ID NO: 46) bulunan eklenmig anti- PD- L1 antikor

kasetinin bir semasi Sekil 24'te gosterilmektedir.
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Ornek 17: Sitokinleri kodlayan EnAd viriislerinin {iretimi ve karakterizasyonu

Viriis Uretimi

pEnAd2. 4 plazmidi, insan interferon- y (IFNy (SEK ID NO: 41; pNG- 92 ve pNG- 95),
insan Interferon- a (IFNa SEK ID NO: 42; pNG- 96 vepNG97) ya da insan tumor
nekroz faktori alfayi (hWTNFa SEK ID NO: 40; pNG- 139) kodlayan transgen
kasetlerinin LS ve E4 genleri arasinda bulunan (By bdlgesi) pEnAd2. 4 benzersiz
kisittama bdlgelerine dogrudan yerlestiriimesi ile pNG- 92, pNG- 95, pNG- 96, pNG-
97, pNG- 139 ve pNG- 136 plazmitlerini uretmek i¢in kullanildi. PNG- 92, pNG- 95,
pNG- 96, pNG- 97 ve pNG- 139 plazmitlerine yerlestirilen transgen kasetlerinin
sematikleri Sekil 23'te gosterilmektedir. Plazmidlerin yapisi DNA dizilimi ile teyit
edildi.

PNG- 92, pNG- 95 ve pNG- 139 plasmitleri, NG- 92 (SEK ID NO: 51) NG- 95 (SEK ID
NO: 49) ve NG- 139 (SEK ID NO: 53) genomlarini Uretmek igin lineer hale getirildi.
Ornek 8'de detaylandirilan 'virGs Uretimi' yontemlerine gdre virls pargaciklan Gretmek
icin genomlar HEK293 hucrelerine transfekte edildi. Guglendiriimig virls pargaciklari,
NG- 92, NG- 95 ve NG- 139 virls stoklarini Uretmek igin ¢ift sezyum klorur
bantlamasi ile saflastirildi. Yikseltme sirasinda canli NG- 139 virls partikullerinin
dretimi, EnAd kapsid proteini Hexon igin immun boyama ile teyit edildi. HT- 29
hiicreleri 48 saat boyunca viriis lizati ile enfekte edildi, daha sonra ortam hiicrelerden
uzaklastirildi, hicreler 1: 1 MeOH: Aseton iginde sabitlendi ve oda sicakhiginda 1
saat boyunca anti- adenovirus antikoru (Abcam: ab7428) ile boyandi. Hucreler daha
sonra yikandi ve ikincil antikor tespiti, HRP konjuge anti- fare 19G (Abcam: ab6728)
kullanilarak gerceklestirildi. Hexon proteini, 25 dakika boyunca DAB substrati
eklenerek gorsel hale getirildi. Hekzon boyama, hucre tek katmanlarinda tespit
edilebilir (Sekil 29A ve Sekil 29B).

Kolon karsinoma hiicre hatlarinda TNFa liretiminin nicelendirilmesi ve bir

kolon karsinomu subkiitan ksenograft tiimoér modeli

HT- 29 kolon karsinoma hlcre hatlar, 5e5 hicrefoyuk bir yogdunlugunda 6 oyuklu
plakalarda kaplanmigtir. Hucreler, hiicre basina (ppc) 100 NG- 139 virls partikalu ile
enfekte edildi veya enfekte edilmemis olarak birakildi. Analizler, enfeksiyondan 24

veya 36 saat sonra gergeklestirildi.
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Her zaman noktasinda, kultir supernatanlari her oyuktan ¢ikarldi ve hucre
dokuntilerini  gidermek icin 5 dakika 1200rpm'de santrifije tabi tutuldu.
Berraklastirimis supernatantlar tahlil tamponuna seyreltildi ve ureticinin protokoline
goére TNFa ELISA igcinde kullanildi. Salgilanan TNFa konsantrasyonlari, standart

edrilerden interpolasyon yoluyla belirlendi ve Sekil 29C'de gosterildi.

DLD kolon karsinom hdcreleri, CD1 nu/nu farelerine subkltan bir ksenograft olarak
implante edildi. Timérler ~100mm®e ulastiginda, fareler gruplandirildi ve 0, 3 ve 6.
gunlerde bir tekli timar igine enjeksiyon yoluyla verilen 5e9 EnAd veya NG- 139 virls
partikulleri ile tedavi edildi. Her ¢alismaya, bir grup enfekte edilmemis kontrol faresi
de dahil edilmistir. DLD tumorleri tedaviden sonra 15. glnde kesilip ¢ikartildi ve
dreticinin protokolline gore ELISA ile TNFa Uretimi icin analiz edildi. Tumor icinde
tespit edilen TNFa konsantrasyonlar, standart egriden interpolasyon vyoluyla
belirlendi ve Sekil 29D'de gosterildi.

Ornek 18: Kolon, yumurtallk ve akciger karsinom hiicre hatlarinda viriis

replikasyonu ve anti- VEGF antikor ekspresyonu

NG- 135 (SEK ID NO: 2) ve EnAd, viris replikasyonu ve anti- VEGF antikoru
ekspresyonu kolon (HT- 29, HCT116, DLD), akciger (A549) ya da yumurtalik
(SKOV3) karsinom hlcre hatlarinda hlgG1 ELISA ile karsilastirildi. Huicreler, 12
oyuklu kiltlr plakalarina, oyuk basina 5e5- 1e6 hiicre yogunlugunda ekildi. Ekimden
24 saat sonra, hiicre bagina 100 virus partiklli ile hicre hatlart NG- 135 veya EnAd
ile enfekte edildi. Hicreler, supernatantlar oyuklardan toplanmadan énce 24, 48, 72,
96 ya da 120 saat boyunca kulturlendi ve hucre artiklarini ¢ikarmak icin 5 dakika
1200 rpm'de santrifije tabi tutuldu. Sipernatanin vyansi antikor Gretimini
degerlendirmek i¢in kullanildi ve diger yarisi ise virus genomlarini degerlendirmek
icin kullanildi. Daha sonra her kuyucuktaki huicreler 1xPBS ile yikandi ve 1X haberci
liziz tamponu (Promega) i¢inde eritildi. Lizatlar dondurularak ¢ozlldla ve daha sonra

virus replikasyonu icin degerlendirildi.

Ureticinin protokoliine gére Sigma Genelute DNA ekstraksiyon Kiti kullanilarak 1- 5
ul'lik hacre lizati veya 10 pl'lik sipernatanttan DNA ekstrakte edildi. EnAd virus
partikilleri (2. 5e10- 2. 5e5vp) kullanan standart bir egri hazirlandi ve de Sigma
Genelute Kit kullanilarak ¢ikarildi. Cikarilan her numune veya standart, odrnek 9'da

detaylandirilan yontemlere gdre bir EnAd E3 genine 6zgl primer- prob seti
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kullanilarak gPCR ile analiz edildi. Her bir hucre hattindaki tim zaman noktalarinda
maksimum replikasyon, EnAd ve NG- 135 icin Sekil 33A'da ¢izilmistir.

ELISA plakalari (Nunc Immuno MaxiSorp 96 oyuklu mikroplakalar) gece boyunca 4
°C'de fare monoklonal anti- insan IgG1 Fc antikoru (ab1927 Abcam) ile karbonat /
bikarbonat tamponunda kaplanarak hazirlandi. Plakalar, sonraki tim baglanma
adimlar arasinda PBS % 0.05 Tween 20 ile yikandi. Plakalar, PBS % 0.05 Tween 20
iginde % 3 BSA ile oda sicakhdinda 1 saat bloke edildi. Berraklastiriimis enfeksiyonlu
supernatantlar % 0.05 Tween 20 (1: 2, 1: 4, 1:16) iginde % 3 BSA'da seyreltildi.
Saflastinimigs Bevacizumab'in seri bir seyreltimesi (1000 ng / ml - 0.0128ng / ml)
hazirlandi ve seyreltildi. 8 ng/ml'lik Bevacizumab 6rnekleri ayrica kontrol enfeksiyon
stpernatanlarina katildi. Tim numuneler, kaplanmis plakalara ilave edildi ve 1 saat
oda sicakhiginda inkiibe edildi. Daha sonra, HRP substrat ¢ozeltisi 3. 3. 5. 5'-
terametiletilendiamin (TMB, Thermo- Fisher) ile HRP saptama gergeklestirimeden
once, oda sicakhginda 1 saat boyunca saptama antikoru HRP'ye konjuge edilmis
anti- insan- Fab uygulandi. Reaksiyonu durdurmak igin 1M HCI kullanildi ve gelisen
renk 450 nm'de bir plaka okuyucu Gzerinde dl¢lldl. Salgilanan anti- VEGF antikor
konsantrasyonlari, Bevacizumab standart egrisinden interpolasyon yoluyla tespit
edildi (Sekil 33B).

Ornek 19: NG- 135 ile tedavi edilen tiimérlerden antikor {iretiminin

karakterizasyonu

HCT- 116 kolon karsinom hucreleri, CD1 nu/nu farelerine subkutan bir ksenograft
olarak implante edildi. Timérler ~100mm? ulastiginda, fareler gruplandirimis ve bir
tekli tumor ici enjeksiyon yoluyla verilen 5e9 EnAd veya NG- 135 virls partikilleri ile
muamele edilmistir. Tedaviden 10 gun sonra, bazi hayvanlardan tumdarler kesilip
alind, tartildi ve~100mg’lik bolomler halinde kesildi. Her boliam, 12 oyuklu bir plakada
bir filtre kabina (Nunc) yerlestirildi ve daha sonra ex vivo olarak % 10 FBS ile takviye
edilmis DMEM ortaminda 7 gun boyunca kultarlendi. Tumor kesitleri ve ex vivo kKultur
ortami, rezeksiyon sonrasi 0 veya 7. gunlerde viral genom replikasyonu veya antikor
ekspresyonu igin analiz edildi. Dolasimdaki anti- VEGF antikorunun olglmleri igin

diger hayvanlardan serum alindi.

qPCR ile viriis genom replikasyonu analizi
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Kaltar ortami filtre kaplarindan ve cevreleyen oyuktan ¢ikarildi. gPCR i¢in, medya
numuneleri, Sigma Genelute DNA ekstrasyon kiti yeniden sltspansiyon tamponu
icerisinde 1: 200 oraninda seyreltildi ve kesilip ¢ikartilan timorler veya kulturlenmis
tumor bolumleri, 1: 200 anti- proteaz inhibitoru kokteyli iceren 1 x haberci liziz
tamponu (Promega E3971) icinde 25 mg timdr basina 100 pl tampon
konsantrasyonunda homojenlestirildi. EnAd standartlarn hazirlandi ve 6rnek 13'te
ayrintih  olarak agiklanan yontemlere gore DNA ekstraksiyonu ve gPCR
gerceklestirildi. Rezeksiyon sonrasi 0 veya 7. gunlerde tumér basina virls
genomlarinin sayisinin nicelendiriimesi, hem EnAd hem de NG- 135 i¢in 7. gunde
toplam viral genomlarda bir artis gdsterdi; ex vivo kiltir suresince viral genom
dretiminin  devam ettigini disondurdd. NG- 135 icin veriler Sekil 35A'da
gosterilmektedir.

Anti- insan IgG1 ile anti- VEGF antikoru ekspresyonunun analizi

Homojenize edilmis timor numuneleri veya gqPCR igin hazirlanmis temiz ortam
numuneleri, anti- insan 1gG1 ELISA ile antikor ekspresyonunun analizi igin kullanildi.
Numuneler 1: 2 oraninda % 3 BSA / PBS % 0.05 Tween igine seyreltildi ve daha
sonra Ornek 18'de detayll olarak agiklanan yéntemlere gore gergeklestirildi. HCT-
116 tUmdrlerinde rezeksiyon noktasinda (gin 0) antikor tespit edilebildi, ancak 7
gunlik ex vivo kilturin ardindan timdrler tarafindan Uretilen saptanabilir antikor
miktan belirgin sekilde artis gosterdi (Sekil 35B). Anti- insan IgG1 ELISA ile test
edilen, NG- 135 ile IT enjeksiyonundan sonra 7. veya 14. ginde alinan farelerden
alinan serum, saptanabilir seviyelerde antikoru 14. gunde gosterdi (Sekil 35C).
Serumda veya EnAd ile tedavi edilmis farelerden alinan ex vivo kultir numunelerinde

hi¢gbir antikor tespit edilemedi.

Ornek 20: Akciger kanseri olan bir miirin ortotopik ksenograft modelinde NG-

135 virlis aktivitesinin karakterizasyonu

A549 akciger karsinom hucreleri, intraventdz olarak CB17 SCID farelerine enjekte
edildi ve tumorlerin, akcigerlerde gelismesine izin verildi. Enjeksiyondan 8 hafta
sonra fareler gruplandi ve intravendz uygulama yoluyla verilen 5e9 EnAd veya NG-
135 virds partikdlleri ile muamele edildi veya sadece PBS enjeksiyonu yapilarak
muamele edilmemis sekilde birakildi. Akcigerler ve karacigerler, muameleden 3, 11,
18 veya 25 glin sonra farelerin hasat edildi (Sekil 36A). Her zaman noktasinda,
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akcigerde gorunen herhangi bir tumor nodulu kesilerek ¢ikartildi ve hem her
akcigerden toplanan noduller hem de geri kalan akciger dokulari hizla sivi azot iginde
donduruldu. Akciger dokusu ve akciger timoru nodulleri, A549 tUmor yukd ve virus

genomlari icin gPCR ile degerlendirildi.
gPCR ile virlis genom replikasyonu veya A549 hiicre yiikiiniin analizi

Kesilip ¢cikartiimis akciger dokusu, timaér nodulleri veya karaciger dokular, 1x haberci
liziz tamponunda homojenize edildi. DNA, Ureticinin protokoline gore Sigma
Genelute DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak 10- 100 pl homojenize numunelerden
ekstrakte edildi. Virus genomunun replikasyonunu degerlendirmek i¢in numuneler ve
standart egriler hazirlandi ve 6rnek 13'te ayrintilandirilan yéntemlere gdére analiz
edildi. A549 hicre yukuni degerlendirmek icin A549 hicrelerinin (2. 25e6 - 3. 6e3
hicre) muamele edilmemis homojenize akciger dokusuna eklenmesi ve ardindan
toplam DNA'nin Sigma Genelute DNA ekstraksiyon kiti kullanarak ekstrakte ediimesi
ile standart bir egri hazirlanmistir. Cikarilan standartlar ve numuneler, bir insan
prostaglandin E reseptorii (PTGER2) gen spesifik primer- prob seti ve Ornek 9'da
ayrintil olarak anlatilan EnAd gPCR i¢in kullanilan reaksiyon karisimi ve program
kullanilarak A549 hicre yuku icin gPCR ile analiz edildi. Muamele sonrasi 3. gunde
A549 timdr yakuanin dlctlmesi, NG- 135 ile tedavi edilen ve PBS kaontrol farelerinde
benzer bir A549 timor yaku gosterdi. Ancak, 25. gunde, NG- 135 ile tedavi edilen
farelerde tumér yukl, PBS kontrol grubuna gore belirgin derecede dusuktir (Sekil
36B). Bireysel fare akcigerlerinde tumor yukunun kapsami, virds replikasyonu ile
korelasyon gostermistir (Sekil 36C) ve virus replikasyonunun bu seciciligi, ayrica
makroskopik olarak gorunur timor nodulleri tagimayan cevreleyen akciger dokulari
ile karsilastinldiginda timor nodullerindeki saptanabilir virus parcaciklarinda ~2 log
artis géstermistir (Sekil 36D).

Ornek 21: Yumurtalik kanseri olan murin ortotopik ksenograft modelinde NG-

135 ve EnAd aktivitesinin karsilagtiriimasi

Stabil olarak lusiferaz eksprese eden SKOV- 3 yumurtallk karsinom hucreleri,
intraperitoneal enjeksiyon yoluyla bir fareye 5e6 hiucre CB17- SCID farelerine
implante edildi. Implantasyondan 22 giin sonra, farelere intraperitonal enjeksiyon
yoluyla verilen ya PBS (kontrol) ya da 5e7 EnAd, NG- 135 veya NG- 78 virlsl

partikulleri ile muamele edildi. Fareler, 32 mg lusiferinin intraperitonal enjeksiyonunu
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takiben bir IVIS goruntuleme kamerasi kullanilarak haftada iki kez goruntulendi. Bagil
hafif birimler (RLU), timor yukunan bir 6lgumu olarak, farkh zaman noktalarinda ilgili
bir sabit bolge agisindan belirlendi. Veriler, EnAd, NG- 135 ve NG- 78 viruslerinin, bu
modeldeki tumor yukunu PBS kontrollerine kiyasla &nemli olglde azalttigini
gdstermektedir (Sekil 37).

Ornek 22: Bir biyoreaktérden alinan viriis malzemesinin artan Gretimini ve
saflagtinimasini takiben NG- 135 viriisliniin ve eksprese edilmis anti- VEGF

antikorunun karakterizasyonu.

HEK293 hucreleri, 5 L'lik bir karistirilmis tank (cam kap) biyoreaktoru iginde 3 L'lik bir
¢alisma hacmine yayllmadan &nce calkalama siselerinde eritildi ve vyayildi.
Biyoreaktor denetleyicisi, parametreleri 37 °C'ye, pH ayar noktasi 7. 4'e, ¢dzlinmus
oksijen (DO) 50'yve, hava akis hizi 100 mL / dakika'ya ve karistirma 100 rpm'e
ayarlandi. Biyoreaktér sistemi dengelendikten sonra, 1. 5 L EX- CELL kultar
ortaminin bir baslangic hacmine, 5 x 10° hicre/mL canh hiicre yogunlugundaki
HEK293 hucreleri ekildi ve daha sonra 3 L'lik bir ¢alisma hacmine genigletildi ve
hlcreler uygun yogunluga eristikten sonra kdltlir, 50ppc'lik bir MOl'de NG- 135 ile
enfekte edildi. Enfeksiyon sonrasi 48 saatte 3L kiltur toplandi ve virls, Uretilen NG-
135 virlsunin o6nceden uretilmis EnAd virusi ile kargilastinlabilecegi sekilde, EnAd
virisunin GMP dretimi igin daha once olusturulmus islemler (asadida ozetlendi)
tarafindan saflastirildi. Virusln saflastirimasina ilaveten, enfekte olmus hlcreler
tarafindan uretilen anti- VEGF antikorunu, bevacizumab Klinik Grind olan Avastin ile
karsilastirmak Uzere yapisal ve fonksiyonel analizlerin yapilmasina izin vermek igin

hucre kiltura ortamindan da arnindinldu.
NG- 135 viriis saflagstirmasi

NG- 135 virisu biyoreaktor hasadindan saflastinimistir. Hasat edilen materyale,
konakgl hiucre DNA'sinl pargalamak igin Benzonase® ile muamele edildi ve daha
sonra yogunlastinldi ve 500 kD igi bos elyaf zar kullanilarak tegetsel akis filtrasyonu
(TFF) ile tampon degisimi yapildi. Bu asamada, normalde atllacak olan TFF
suzuntusu toplanmis ve anti- VEGF antikorunun saflastirimasi igin kullanilmistir
(asagilya bakiniz). NG- 135 virGsuni ihtiva eden konsantre edilmis TFF tutulan
materyal, bir Sartobind anyon degisim kromatografi recinesi kullamlarak NG- 135

virisunin segici olarak yakalanmasi ve ellUsyonu ile saflagtinimigtir. Saflagtinlan
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virusun daha sonra 50 mM Tris- HCI, 2 mM MgClz, % 5 gliserol tamponu igine
tampon degisimi yapildi, HPLC ile titre edildi ve - 80 derecede sakland..

NG- 135 Viriis Karakterizasyonu

Saflastinimis NG- 135 virts yigini (NG- 135- BR1 olarak anilir) onkolitik aktivitesi
(hlcre vyasayabilirlik tahlili ile degerlendirildi), virls replikasyonu (qPCR ile
degerlendirildi} ve antikor ekspresyonu (ELISA ile degerlendirildi), EnAd veya

onceden Karakterize edilmis NG- 135 referans malzemesi ile karsilastirild..

EnAd ile karsilastirmali olarak onkolitik potensin degderlendiriimesi icin, Ornek 15te
detaylandirilan yontemlere gore bir hicre canlih@i testi gerceklestirildi. Saflastirilmis
NG- 135- BR1, uretilmis EnAd referans materyali icin benzer potens gdstermistir
(Sekil 38A).

Viris replikasyonu veya antikor ekspresyonunun degerlendiriimesi icin, HT- 29
hicreleri 1e6 hicre/oyuk yogunlugunda 12 oyuklu kiltar plakalarina tohumlandi,
yapismalarina izin verildi ve 100ppc EnAd, NG- 135 veya NG- 135- BR1 ile enfekte
edildi.

gPCR icin DNA, 6rnek 18'de ayrintil olarak verilen yontemlere gére hem hicresel
lizatlardan hem de slpernatantlardan enfeksiyon sonrasi 24, 48 veya 72. saatte
hasat edildi. Cikarilan DNA numuneleri, Ornek 9'da detayli olarak verilen yéntemlere
gore bir EnAd E3 genine 6zgu primer- prob seti kullanilarak qPCR vasitasi ile EnAd
standartlarina karsi analiz edildi. Enfeksiyon slresince saptanan toplam virus
genomlari, test edilen tim virasler igin aynidir (Sekil 38B).

Anti- VEGF antikoru ekspresyonunun degerlendirilmesi igin berraklastirilmis
enfeksiyon slpernatantlari PBS /% 3 BSA /% 0.05 Tween 20'ye seyreltildi, daha
sonra Ornek 18'de ayrintilariyla verilen yéntemlere gdére bir bevacizumab standart
egrisine karsi ELISA ile analiz edildi. Antikor konsantrasyonu, standart egriden
interpolasyon yoluyla belirlendi (Sekil 38C).

Anti- VEGF Antikor Saflagtirmasi

Anti- VEGF monoklonal antikoru ihtiva eden toplanmis TFF stzlntisl konsantre
edildi ve tampon, 30kD i¢i bos elyaf zara sahip ikinci bir TFF adimi kullanilarak
Protein A diyafiltrasyon tamponuna (200 mM Naz2PO4, pH 7.0) degistirildi. Konsantre
edilmis antikor, bir AKTA saflagtirici sistem Gzerinde bir 1 ml Protein A sitununa
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sahip Protein A kromatografisi ile saflastinlmistir. Ayrilan antikor fraksiyonu, bir
Amicon Ultra 50kD yogunlagtine! kullanilarak konsantre edildi ve tampon, bir PD10
kolonu kullanilarak bir saklama tamponuna (50 mM Tris- HCI, % 5 gliserol, pH 7.0)
degistirildi. Saflastinlmis antikor konsantrasyonu 0.15 mg / ml olarak OD- ile
belirlendi ve saflik SDS- PAGE ile teyit edildi.

Saflastiriimig anti- VEGF antikorunun karakterizasyonu

Indirgenmemis veya indirgenmis SDS- PAGE'yi takiben, saflagtirilmis anti- VEGF
antikocrunun yapisi, western blot vasitasi ile klinik Avastin ile Kkarsilastirildi ve
antikorun VEGF'ye afinitesi Biacore tarafindan degerlendirildi. Western blot igin
NuPAGE LDS numune tamponu iginde 7. 5 ug/ml Avastin veya 6 pg/ml saflastiriimis
antikor UrlinG hazirlandi. Jelleri azaltmak igin, tim numuneler 10 dakika boyunca, 70
°C'de 1sitimadan once her numuneye NUPAGE indirgeme ajani ilave edildi.
Ureticinin protokolliine gére % 4- 12 Bis- Tris NUPAGE jelleri kullanilarak SDS- PAGE
gerceklestirildi. Proteinler, Xcell Il Blot Modulu kullanilarak western blot ile PVDF
zarlarina aktarildi. Bloke etme ve imunoblotlama, % 5 sut tozu ile takviye edilmis
PBS % 0.1 Tween- 20 iginde gercgeklestirildi. Anti- VEGF antikorlari, HRP konjuge
edilmis poliklonal anti- insan IgG (Promega, W4031) kullanilarak tespit edildi.
Proteinler gelismis kemiliminesans (ECL) ile gorsellestirildi. NG- 135 virlis dretim
surecinden dretilen saflastinimis anti- VEGF antikoru, Avastin olarak indirgenmemis
ve indirgenmis lekeler Gzerinde karsilagtinlabilir tespit edilebilir protein bantlan
gosterdi (Sekil 38D).

Saflastinilmis  antikor maddesinin @ VEGF baglanma afinitesinin - Avastin'le
karsilastirmali analizi icin, bu malzeme onaylanmis bir VEGF- baglama Biacore testi
(BioOutsource tarafindan gerceklestiriimistir, ingiltere) kullanilarak analiz edildi.
Tanimlanan deney protokoliinu takiben kinetik analiz (Biacore T200 Degerlendirme
Yazilimi), saflastirimis anti- VEGF antikor numunesinin, Avastin referans standart
materyaline benzer kinetik ve afinite ile VEGF165'i baglayabildidini gostermistir (Sekil
38E).

Ornek 23: Kendiliginden béliinebilir bir P2A peptidi (NG- 165) ile baglanan anti-
VEGF monoklonal antikor zincirlerini kodlayan EnAd viruslerinin liretiimesi ve

karakterizasyonu
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pENAd2. 4 plasmidi (SEK ID NO: 64), L5 ve E4 genleri arasinda bulunan pEnAd2. 4
benzersiz kisitlama bélgeleri arasina bir anti- VEGF antikorunu kodlayan bir transgen
kasedini dogrudan ekleyerek pNG- 165 (SEK ID NO: 59) plazmidini uretmek igin
kullamildi. PNG- 165 transgen kaseti, bir anti- VEGF VH zincir sekansinin (SEK ID
NO: 29), bir antikor sabit adir zincir sekansinin (SEK ID NO: 33), bir yuksek kendi
kendine bolinme verimliligine sahip bir P2ZA peptit sekansinin (SEK ID NO: 25), bir
anti- VEGF VL zincir sekansinin (SEK ID NO: 31) ve bir antikor sabit hafif zincir
sekansinin (SEK ID NO: 35) eklenmesi ile bir anti- VEGF antikorunu kodlar. Antikor
kodlama dizisi, bir §' kisa ek yeri alici dizisi (SEK ID NO: 16} ve bir 3' poliadenilasyon
dizisi (SEK ID NQO: 20) ile gevrelenmistir. Eklenen transgen kasetinin bir semasi Sekil
34'te gosterilmektedir. Plazmitin yapisi, DNA dizilimi ile teyit edildi.

Viriis Uretimi

NG- 165 virisl, Ornek 8'de ayrintilandirilan NG- 135 virGstnin saflastirimasi igin

kullanilan yontemlere gore gogaltldi ve saflastinidi.
Viriis Karakterizasyonu

NG- 165 onkolitik aktivitesi (hlcre canhligi testi ile dederlendirildi), virUs replikasyonu
(qPCR ile degerlendirildi) ve anti- VEGF antikoru ekspresyonu (ELISA'lar ile
degderlendirildi), kolon karsinom hiicrelerinde EnAd veya NG- 135 ile karsilastirildi.
EnAd ile kargilagtirmal olarak onkolitik potensin degerlendiriimesi icin, Ornek 15'e
detaylandinlan yontemlere gore bir hicre canliigy testi gerceklestirildi. NG- 165
virusuy, uretilmis EnAd referans materyali ile benzer potens gosterdi (Sekil 39A).

Viras replikasyonu veya antikor ekspresyonunun degerlendirilmesi igin, HT- 29
hacreleri 1e6 hicre/oyuk yoJunlugunda 12 oyuklu kultar plakalarina tohumlandi,
yapismalarina izin verildi ve 100ppc EnAd, NG- 135 veya NG- 135- BR1 ile enfekte
edildi. gPCR icin DNA, 6rnek 18'de aynntili olarak verilen yontemlere gore hem
hidcresel lizatlardan hem de slpernatantlardan enfeksiyon sonrasi 24, 48 veya 72.
saatte hasat edildi. Cikanlan DNA numuneleri, Ornek 9'da detayli olarak verilen
yontemlere gore bir EnAd E3 genine o6zgu primer- prob seti kullanilarak qPCR
vasitasi ile analiz edildi. Enfeksiyon suresi zarfinda NG- 165 igin tespit edilen toplam

virls genomlari, EnAd referans viristine benzerdi (Sekil 39B).

Anti- VEGF antikoru ekspresyonunun degerlendirilmesi icin berraklastirilms
enfeksiyon sudpernatantlar enfeksiyondan 24, 48 ya da 72 saat sonra PBS /% 3 BSA
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1% 0.05 Tween 20'yve seyreltildi, daha sonra Ornek 18'de ayrintilariyla verilen
yontemlere gore bir bevacizumab standart egrisine kullanilarak 1gG1 ELISA ile analiz
edildi. IgG1 antikorunun konsantrasyonu standart egrinin interpolasyonu ile belirlendi
ve NG- 165'in NG- 135 referans virlisune benzer seviyelerde IgG1 eksprese ettigini
gdsterdi (Sekil 39C).

Ornek 24: Endojen veya egzojen promotdrlerin kontrolii altinda anti- VEGF

ScFv'leri kodlayan EnAd viriislerinin karakterizasyonu

Daha once érnek 8 ve 11'de tarif edilen NG- 76 ve NG- 78 virUsleri, kolon karsinom
hacrelerindeki (hucre yasayabilirlik tahlili ile degerlendirildi) onkolitik aktiviteleri ve
fonksiyonel anti- VEGF ScFv proteininin ekspresyonu (VEGF baglayici ELISA ile
degerlendirildi) ag¢isindan da karakterize edildi. EnAd ile karsilastirmali olarak
onkolitik potensin degerlendiriimesi icin, Ornek 15'te detaylandirilan ydntemlere gére
hicre canlihgi analizleri gergeklestirildi. Hem NG- 76 hem de NG- 78, Uretilmis EnAd
referans materyali igin benzer onkolitik potens gostermistir (Sekil 40A ve 40B).

NG- 76 icin, bir egzojen (CMV) promotor altinda eksprese edilen anti- VEGF scFv'nin
baglanma aktivitesi, érnek 12'de aciklanmaktadir. NG- 78 icin, Endojen virls blyUk
ge¢ promotdrinden eksprese edilen anti- VEGF scFv'nin baglanma aktivitesi,
dogrudan VEGF baglayici ELISA ile veya VEGF baglanmasi ag¢isindan rekabet
etmek Uzere bevacizumab klinik Grininin dahil edildigi bir ELISA ile degerlendirildi.
Her iki ELISA i¢in 293F hucreler 50ppc NG- 78 viruslyle enfekte edildi ve 70 saat
sureyle kultlrlendi. Hucreler ve ortam, siseden topland ve supernatant ve hulcreler,
1000 rpm'de 10 dakika santrifUjle ayrildi. Supernatant toplandi ve kalan hucrelerin
pelletleri, hicreleri ¢ozmek igin 3 dondurma- ¢ozme dongusunu gerceklestirmeden
once 1 ml hicre ortaminda tekrar slspanse edildi. Cozulmeden sonra, hiicre artigi
ve ortam, ikinci bir santrifijleme basamagi ile ayrildi ve lizattan gelen slpernatant
toplandi. Slpernatantlar veya lisatlar, % 3 BSA/PBS % 0.05 tween iginde ile 1.2
oraninda seyreltildi. Dogrudan badlanan ELISA igcin, numuneler daha sonra en disulk
seyrelme 1024'te 1 olacak sekilde seri olarak seyreltildi. Rekabet¢i ELISA igin,
numunelere, 0, 0.05, 0. 5 ya da 5ug/ml konsantrasyonlarinda bevacizumab ilave
edildi. ELISA plakalan, VEGF ile kaplandi, bloke edildi ve 6rnek 7'de ayrnintih olarak
verilen yontemlere gdre yikandi. Numuneler, 100 pl/oyuk olarak plakalara ilave edildi
ve 1 saat boyunca VEGF'ye baglandi, ScFv, HRP- konjuge poliklonal anti- His
(Abcam ab1187) kullanilarak tespit edildi ve ardindan TMB tespiti yapildi. Emilim, bir
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plak okuyucu Uzerinde 450 nm'de okundu ve arka planda ¢ikarilmis emilim,
numunelerin  VEGF'ye (Sekil 40C) dodgrudan baglanmasi ve artmakta olan
bevacizumab konsantrasyonlarinin (Sekil 40D) varlifinda dogrudan baglanmasi igin
cizildi. Daha once NG- 76 icin gosterildigi gibi, VEGF165'e spesifik olarak baglanan
islevsel anti- VEGF ScFv, NG- 78 ile enfekte olmusg hlcrelerden eksprese edilebilir

ve salgilanabilir.

Ornek 25. Timodr tasiyan farelerde EnAd ile karsilastirilan NG- 76 viriis

aktivitesinin karakterizasyonu

DLD kolon karsinom hucreleri, CD1 nu/nu farelerine subkuatan bir ksenograft olarak
implante edildi. Timorler ~100mm? ulastiginda, fareler gruplandiriimig ve bir tekli
timor ici enjeksiyon yoluyla verilen 59 EnAd veya NG- 76 virlis partikilleri ile
muamele edilmistir. Her ¢calismaya, bir grup enfekte edilmemis kontrol faresi de dahil
edilmistir. Tedaviden sonra 7. gin DLD timéorleri kesilerek ¢ikartildi ve (QPCR ile)
virus replikasyonu ve virls veya anti- VEGF ScFv gen ekspresyonu (RTqPCR ile)

agisindan degerlendirildi.
gPCR ile viriis genom replikasyonu analizi

Kesilerek cikartilan tiimdrler tartildi, homojen hale getirildi ve drnek 13'te detaylariyla
verilen yontemlere gére DNA Szitlendi. Cikarilan numuneler ve standartlar, Ornek
9'de detaylandinlan qPCR ydntemlerine gére bir EnAd E3 genine 6zgu primer- prob
seti kullanilarak gPCR ile analiz edildi. TUmor bagina viris genomlarinin sayisinin
nicelendiriimesi tedavi sonrasi 7. gun DLD tamorleri igin gosterildi ve NG- 76 ve
EnAd'in girdinin Gstinde énemli virls replikasyonuna sahip oldugunu gosterir (Sekil
41A).

RTqgPCR ile viral (hekzon) veya anti- VEGF ScFv antikoru gen ekspresyonunun

analizi

CDNA, keserek cikartilan timorlerin RNA'sindan ornek 13'te detaylanyla verilen
yontemlere goére hazirlandi. qPCR tarafindan tespit edilen cDNA kopyalarinin
sayisinin nicelendirilmesi, tedavi sonrasi 7. gunde NG- 76 veya EnAd ile tedavi
edilen DLD tumorlerinde virlis ge¢ geni, hekzonun karsilastinlabilir ekspresyonunu
gosterdi (Sekil 41A). Aksine, anti- VEGF ScFv antikor geni ekspresyonu, sadece NG-
76 virusu ile muamele edilen DLD hucrelerinde tespit edildi (Sekil 41C).
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Ornek 26: Endojen veya egzojen promotdrler (NG- 135, NG- 47, NG- 61, NG- 63
ve NG- 107) kullanilarak viriis kodlamali transgenlerin hiicrelerinde veya

timorlerinde ekspresyon secgiciligi
NG- 135 antikor ekspresyonu viriis replikasyonuna baghdir.

NG- 135 viraslndeki anti- VEGF antikor kaseti, EnAd endojen Bilylk Geg
Promotoérun (MLP) kontrolG altinda kodlanir. Adenovirls enfeksiyonu esnasinda,
blylk ge¢ promotere ait gen ekspresyonunun ¢ogunlugunun viris replikasyonuna
badl oldugu dnceden karakterize edilmistir. EnAd MLP tarafindan kontrol edildiginde
antikor ekspresyonunun da virus replikasyonuna bagh oldugunu géstermek igin, NG-
135 virGs replikasyonunun kinetigi (QPCR ile degerlendirildi) ve antikor ekspresyonu
(ELISA ile degerlendirildi), farkll MOl'lerde karsilastirildi.

HT- 29 kolon karsinoma hucreleri, 6 oyuklu plakalara 2e6 hlcre /oyuk olan bir hicre
yogunlugunda ekildi. EkKimden 18 saat sonra hicreler 1, 10 veya 100ppc NG- 135
virusulyle enfekte edildi.

Anti- VEGF antikoru ekspresyonunun degerlendirilmesi igin berraklastiriimis
enfeksiyon slipernatantlari enfeksiyondan 24, 48 ya da 72 saat sonra PBS /% 3 BSA
/% 0.05 Tween 20've seyreltildi, daha sonra Ornek 9'da ayrintilariyla verilen
yontemlere gére anti- VEGF baglayici ELISA ile analiz edildi. Antikor

konsantrasyonu, standart egriden interpolasyon yoluyla belirlendi.

gPCR ile virus replikasyonunun analizi icin 6rnek 9'de ayrintili olarak verilen
yontemlere gore hem hucresel lizatlardan hem de supernatantlardan enfeksiyon 24,
48 veya 72 saat sonra DNA hasat edildi. Cikarilan DNA numuneleri, Ormek 9'da
detayl olarak verilen yontemlere gore bir EnAd E3 genine 6zgu primer- prob seti
kullanilarak qPCR vasitasi ile analiz edildi. Enfeksiyondan 72 saat sonra antikor
ekspresyonunun analizi, test edilen tim MOl'ler icin saptanabilir salgilanan antikor
goOsterir, ancak antikor ekspresyon seviyesi, giris MOl'sine baghdir (Sekil 42A).
Antikor ekspresyonunun kinetikleri, enfeksiyon suresi boyunca antikor ekspresyonu
artiglari gosterir, ancak tespit edilebilir antikor ekspresyonu girdinin Ustlinde belirgin

bir virus replikasyon seviyesiyle iligkilidir (Sekil 42B ve 42C).

Karsinomda, stromal fibroblast ve primer hiicreler NG- 135 antikor

ekspresyonu
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NG- 135 enfeksiyonuna ve virus replikasyonuna olanak taniyan hucrelerde antikorun
sec¢imli olarak eksprese edildigini onaylamak icin NG- 135 virus replikasyonu (gPCR
ile degerlendirildi), antikor ekspresyonu (ELISA ile de@erlendirildi} ve bulasici virts
partikilleri Gretme kabiliyeti (yeniden- enfeksiyon analizi ile degerlendirildi), EnAd
enfeksiyonuna miisaade ettidi bilinen kanser hicrelerinde (HT- 29) ve dnceden, buna
musaade etmeyen olarak karakterize edilmis fibroblast hlcrelerinde (WI- 38 ve MRC-
5) belirlendi. Kisaca, hucreler, 12 g6zll plakalara ekildi ve enfeksiyon ortami
hucrelerden ¢ikartiimadan ve Kdlttr ortami ile yer degistirmeden dnce 4 saat boyunca
100 ppc NG- 135 virusu ile tchumlamanin ardindan 18 saat suresince enfekte edildi.
4 saatlik enfeksiyon periyodundan sonra 1. saatte veya 72. saatte, hicre
stpernatantlari ve lizatlari érnek 18'de ayrintili olarak verilen yontemlere gore
plakalardan hasat edilmistir. gPCR icin, DNA cikartiimis ve numuneler, Ornek 9'da
detayl olarak verilen yontemlere gore bir EnAd E3 genine o6zgu primer- prob seti
kullanilarak analiz edilmistir. Anti- VEGF antikoru ekspresyonunun degerlendiriimesi
icin berraklastirlmis enfeksiyon supernatantlan enfeksiyondan sonra PBS /% 3 BSA
/% 0.05 Tween 20 iginde seyreltildi, daha sonra Ornek 18'de ayrintilariyla verilen

yontemlere gore ELISA ile analiz edildi.

Enfeksiyonlu virls partikiilinin degerlendiriimesi igin toplanan supernatantlar diizgin
bicimde 10 kere seri olarak seyreltimis ve 96 gozli plakalarda 3e4 hlcre / oyuk
yogunlugunda tohumlanmig HT- 29 hlcrelerinin taze kultirlerini tekrar enfekte etmek
icin kullamimistir. Ortam, enfeksiyondan 72 saat sonra plakalardan c¢ikartildi ve
hucreler oda sicakliginda Me: Ac ile 10 dakika sureyle sabitlendi. Oyuklar daha sonra
PBS ile yikandi ve hdcreler, tavsan anti- hekzon birincil antikoru (800'de 1
seyreltiimis), daha sonra ikincil HRP- ciftli anti- tavsan saptama antikoru ile
inkibasyon yoluyla EnAd kapsid proteini ekspresyonu igin boyandi. Hekzon proteini,
DAB substratinin eklenmesi ve 151k mikroskopisi kullanilan goérintaleme yoluyla
gorsellestirildi. Enfeksiyonlu titre (TCID50 / ml), pozitif kapsid protein boyamasi

igeren tum oyuklarin sayillmasi ile belirlendi.

Veri analizi, yalnizca HT- 29 hucrelerinin, enfeksiyon giris seviyelerinin Ustunde NG-
135 virls replikasyonu gosterdigini (Sekil 43A) veya tespit edilebilir antikor
ekspresyonu gosterdigini (Sekil 43B) ortaya koymustur. IgG1 ELISA testi hassasiyet
bilgisini kullanarak, tomor olmayan hucreler tarafindan saptanabilir antikor

ekspresyonunun olmamasi, bu hicrelerin, HT- 29 timdr hucreleri icin 24 saatte 100
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fg/hucre'nin uzerindeki seviyelerle karsilastinldiginda 24 saatte 0. 33 fg'den az hucre
arettigini gosterir. Bu veriler, HT- 29 timadr hacrelerindeki bulasici viras partikullerinin
yvaygin olarak uretilmesi ile baglantihydi, ancak fibroblast hicre hatlarinda virls
dretimi tespit edilemedi (Sekil 43C).

Birincil bagisiklik hiicrelerinde transgenlerin secgici ekspresyonu

Birincil dogal immon hdcrelerdeki transgenlerin segici ekspresyonu, sirasiyla bir
egzojen (CMV) promotorlin veya endojen MLP'nin kontrolu altinda, haberci gen
eGFP'yi eksprese eden EnAd virlsleri NG- 47 ve NG- 107 igin karakterize edildi. NG-

47 ve NG- 107 virUs karakterizasyonu, ornek 14'te detaylandiniimistir.

Monositler, tam kandan izole edildi ve ornek 28'de ayrintilariyla verilen yontemlere
gére dendritik hucrelere farklilasmasi igin kiltlirlendi. KGltUron 5. glnlnde
farkhlagmis monosit tlrevi dendritik hicreler, 96 oyuklu plakalara ekildi ve 200 ppc
EnAd, NG- 47 veya NG- 107'ye maruz birakildi veya muamele edilmemis olarak
birakildi. 48 saat sonra hucreler oyuklardan toplandi, yikandi ve PE / Cy5 konjluge
anti- CD83 antikoru (CD83- PE / Cy5 (BioLegend)) ile etiketlendi. DC'ler uzerindeki
CD83 ve eGFP ekspresyonu, akis sitometrisi {Applied Biosystems) ile degerlendirildi
ve veriler FlowJo yazihmi kullanilarak analiz edildi. GFP ekspresyonu ancak, eGFP
ekspresyonunun, gen ekspresyonu igin viral replikasyona bagimh olmayan egzojen
CMV promotorinin altinda oldugu durumda, NG- 47'ye maruz birakilan hiicrelerde
tespit edilebilir (Sekil 44).

in vivo modelierde transgenlerin segici ekspresyonu

Transgen ekspresyonunun segiciligini in vivo, olarak arastirmak igin EnAd viris
replikasyonuna izin vermedigi bilinen murin karsinoma hucre tumorlerinde transgen
ekspresyonunu belirlemek icin haberci virusler kullanilmigtir. Transgen ekspresyonu
ve transgene, virlse veya timare karsi fonksiyonel bagisiklik yaniti, burada transgen
ekspresyonu, ya bir egzojen (CMV) promotdrd ya da endojen MLP'nin kontroli

altinda oldugunda degerlendirilir.

Liminesan proteini, lusiferazi eksprese eden haberci virisler NG- 61 ve NG- 63 daha
dnce tarif edilmis ve Ornek 14'te karakterize edilmistir. BALB / ¢ farelerine 1e%sigan
kolon karsinom hucreleri (CT26) deri altindan boglrlerine implante edilmistir. Bir kez
yaklagik 100mm? ortalama boyutuna ulasildidinda, timorlere ya NG- 61 ya da NG-
63'ten 2. 5e’pargacik enjekte edildi. Fareler 32 mg lusiferinin intraperitoneal
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enjeksiyonundan sonra bir IVIS gorintuleme kamerasi kullanilarak muamele sonrasi
14 gun boyunca duzenli olarak goruntulendi. Sabit bir boyuta sahip s6z konusu
bolgeler, her bir timor icin badil 1sik Unitelerinin (RLU) olgllmesine izin vermek igin
tumorlerin etrafina cekildi. Tedavi edilmeyen tumorld fareler de goruntlleme arka
planint  belilemek igin gobrlntilendi. Tedavi gruplart boyunca transgen
ekspresyonunun nicelendiriimesi, lusiferazin yalnizca NG- 61 virlsd ile tedavi edilen
timorlerde saptanabildigini gostermistir (Sekil 45A), burada lusiferaz egzojen CMV
promotdrunun kontrolu altindadir. Tedavi sonrasi 14. glnde fareler rezeke edildi ve
ayrldi. Bir anti- interferon gama antikoru PVDF plakalarina immobilize edildi.
Splenositler ve uyaranlar, ya EnAd virisu, CT26 hicre lizatlann ya da tripsinle
sindirilmis rekombinan [Usiferaz proteini, PVDF plakalarina ilave edildi ve gece
boyunca inkiube edildi. Plakalar daha sonra yikandi ve tekrar yikanmadan énce bir
biyotin etiketli anti- interfferon gama antikoru ile yikandi ve inklbe edildi ve bir
streptavidin- ALP konjlgati ile inkibe edildi. Plakalar daha sonra yikandi, BCIP / NBT
substrati eklendi ve daha sonra plakalar, belirgin noktalar gorulebilene kadar
gelismeye birakildi. Plakalar tekrar yikandi ve daha sonra, CTL Europe'ta (Almanya)
analiz gerceklestirimeden once kurutuldu. Nicemleme, NG- 61 ile muamele edilmis
farelerden gelen splenositlerin lusiferaz transgenine kargi spesifik tepkiler gosterdigi,
ancak NG- 63 ile muamele edilmis farelerden splenositlerin gdstermedigini ortaya
gikarmistir (Sekil 45B). Bu sonug, NG- 61 ile muamele edilmis farelerde hem EnAd
virusUu hem de CT26 tumor hucrelerine karsi artan tepkilerle baglantihdir (Sekil 45C
ve 45D).

Ornek 27: Bagisiklik kontrol noktasi inhibitorii yol protein PD- L1'e karsi
antikorlari (NG- 190, NG- 177) ya da ScFv antikor varyantlarini (NG- 221)

kodlayan EnAd viriislerinin tretimi ve karakterizasyonu

pEnAdZ. 4 plasmidi (SEK ID NO: 64), L5 ve E4 genleri arasinda bulunan benzersiz
kisittama bolgelerine, ya anti- PD- L1 antikorunu (YW243) ya da YW243 antikorunun
anti- PD- L1 ScFv'sini kodlayan transgen kasetlerinin dogrudan yerlestiriimesi ile
pNG- 177 (drnek 16'da tarif edilen SEK ID NO: 46}, pNG- 190 (SEK ID NO: 60) ve
pNG- 221 (SEK ID NO: 61} plazmitlerini Uretmek igin kullaniimistir. pNG- 177
transgen kaseti, bir anti- PD- L1 VH zincir sekansinin (SEK ID NO: 30), bir antikor
sabit agir zincir sekansinin (SEK ID NO: 34), bir i¢ ribozom girig sekansinin (SEK ID
NO: 19), bir anti- PD- L1 VL zincir sekansinin (SEK ID NO: 32) ve bir antikor sabit
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hafif zincir sekansinin (SEK ID NO: 35) dahil edilmesiyle bir anti- PD- L1 antikorunu
kodlar. pNG- 190 transgen kaseti, bir anti- PD- L1 VH zincir sekansinin (SEK ID NO:
30}, bir antikor sabit agir zincir sekansinin (SEK ID NO: 34), bir yuksek kendi kendine
bolinme verimliligine sahip bir P2A peptit sekansinin (SEK ID NO: 25), bir anti- PD-
L1 VL zincir sekansinin (SEK ID NO: 32) ve bir antikor sabit hafif zincir sekansinin
(SEK ID NO: 35) dahil edilmesi ile bir anti- PD- L1 antikorunu kodlar. PNG- 221
transgen kaseti, bir anti- PD- L1 ScFv'yi kodlar (SEK ID NO: 37). Antikor ya da ScFv
kodlama sekanslari, bir 5' kisa ek yeri alici sekansi (SEK ID NO: 16) ve bir 3'
poliadenilasyon sekansi (SEK ID NO: 20) ile cevrelenmistir. Eklenen transgen
kasetlerinin sematikleri, Sekil 34'te gosterilmektedir. Plazmidlerin yapisi DNA dizilimi

ile teyit edildi.
Viriis Uretimi

NG- 190 ve NG- 221 virGsleri, Ornek 8'de detayh olarak verilen NG- 135 virGsinin
saflastiriimasi igin kullanilan yontemlere gore gogaltildi ve saflastirildi.

Viriis Karakterizasyonu

Kolon karsinom hicrelerinde (ELISA ile degerlendirildi), NG- 190 ve NG- 221
onkolitik aktivitesi (hiicre canlih@i tayini ile degerlendirildi), viris replikasyonu (gPCR
ile degerlendirildi) ve anti- PD- L1 antikoru veya ScFv ekspresyonu, ya EnAd
referans virlsl ile ya da daha Once karakterize edilen ve anti- VEGF antikoru
eksprese eden NG- 165, NG- 135 virusleri ile karsilastinldi. EnAd ile karsilagtirmal
olarak onkolitk potensin degerlendirimesi igin, Ornek 15'te detaylandirilan
yontemlere gore bir hucre canlhihd testi gerceklestirildi. NG- 190 ve NG- 221 virusleri,
EnAd'a benzer bir onkolitik aktivite gosterdi (Sekil 46A, B).

Viras replikasyonu veya antikor ekspresyonunun degerlendiriimesi igcin, HT- 29
hicreleri 1e6 hicre/oyuk yogunlugunda 12 oyuklu kdltur plakalarina tohumlandi ve
yapismanin ardindan 100ppc EnAd, NG- 190, NG- 221 veya NG- 165 ile enfekte
edildi. qPCR icin DNA, 6rnek 18'de aynintili olarak verilen yontemlere goére hem
hucresel lizatlardan hem de sUpernatantlardan enfeksiyon sonrasi 24, 48 veya 72.
saatte hasat edildi. Cikanlan DNA numuneleri, Ornek 9'da detayh olarak verilen
yontemlere gére bir EnAd E3 genine 6zgl primer- prob seti kullanilarak qPCR
vasitasi ile analiz edildi. NG- 190 (Sekil 46C) veya NG- 221 (Sekil 46D) igin tespit
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edilen toplam virus genomlari, EnAd referans virusu ile enfeksiyon zamani boyunca

benzerdi.

NG- 190 veya NG- 165 ile enfekte edilmis hicrelerden salgilanmis antikor
ekspresyonunun degerlendiriimesi icin enfeksiyondan 24, 48 veya 72 saat sonra
hasat edilen berraklasmig enfeksiyon slipernatantlari, PBS /% 3 BSA /% 0.05 Tween
20'de seyreltildi ve daha sonra Ornek 18'de detayll olarak verilen yontemlere gére
anti- insan IgG1 ELISA ile saflasgtirildi. Benzer sekilde, NG- 177 veya NG- 135 ile
enfekte olmus hucrelerden salgilanmig antikor ekspresyonu, enfeksiyondan 72 saat
sonra berraklasmis supernatantlarda degerlendirildi. Numunelerdeki antikor
konsantrasyonu analiz standart egrisinden interpolasyon yoluyla tespit edildi ve tespit
edilebilir antikorun, NG- 165 karsilastinici virisine nazaran NG- 190 ile enfekte
olmus hicrelerden karsilastirilabilir seviyelerde salgilandigini (Sekil 47A) ve NG- 135
karsilastirici  virlstine nazaran NG- 177 ile enfekte olmus hicrelerden

karsilastinlabilir seviyelerde salgilandigini (Sekil 49A) gosterdi.

Ornek 28: anti- PD- L1 antikorunun ya da NG- 190, NG- 177 veya NG- 221

enfekte hiicrelerden eksprese edilen ScFv'nin karakterizasyonu
PD- L1 Dogrudan Baglanma Deneyi

NG- 190 ve NG- 221 ile enfekte olmusg hiicrelerden eksprese edilen antikorun veya
ScFv'in anti- PD- L1 baglanma aktivitesi, dogrudan PD- L1 baglayici ELISA ile
degerlendirildi.

A549 akciger karsinom hucreleri, 100ppc NG- 190, NG- 221 veya kontrol virisu NG-
165 ile 72 saat enfekte edildi. Kultur supernatantlan hasat edildi ve hucre artiklarini
gidermek Uzere 5 dakika boyunca 300 g'de konsantre edildi. Kultur supernatantlan
daha sonra 9K MWCO protein yogunlastinci spin sutununda (Pierce, 87748) 20
dakika boyunca 4000 g'de santrifiije edilerek 10 kat konsantre hale getirildi. ELISA
plakalari (NunC Immuno MaxiSorp 96 oyuklu mikroplakalar) gece boyunca 4 °C'de
rekombinant PDL1- Fc (0. 5 ug/ ml, R & D Systems, 156- B7- 100} ile kaplandi.
Plakalar ¢ kez PBS- % 0.05 Tween- 20 ile yikandi, daha sonra PBS /% 3 BSA /%
0.05 Tween 20 ile bloke edildi. Konsantre supernatantlarin seri ¢ift kath seyreltmeleri
1:2 ila 1:2048 arasinda bir aralikta PBS /% 3 BSA /% 0.05 Tween 20 icinde
hazirlandi, daha sonra ELISA plakasina eklendi ve 1 saat oda sicakhginda inklbe
edildi.
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NG- 190 ve NG- 165 numuneleri igin plakalar u¢ kez PBS- % 0.05 Tween- 20 ile
yikandi, daha sonra 50 ul 1/8000 Anti- Kappa hafif zincir antikoru (Abcam,
ab124727) tum oyuklara ilave edildi. 1 saat inkiUbasyondan ve yikamadan sonra,
Keci Anti- Tavsan IgG H & L (HRP) (Abcam, ab6721) kullanilarak ikincil tespit
gerceklestirildi. Plaka daha sonra 50ul / oyuklu 1 Adimli Ultra TMB- ELISA Substrat
Cozeltisi (termo, 34028) ilave edilerek gelistirildi. 20 dakika sonra reaksiyon, 50 ul 1M
HCI'nin eklenmesi ile durduruldu ve 450 nm'de absorbans olguldu ve ¢izildi. Anti- PD-
L1 baglanma aktivitesi, NG- 190 ile enfekte edilmis A549 hucrelerinin
supernatantlarinda spesifik olarak tespit edilebildi, ancak NG- 165 ile enfekte edilmis
A549 hicrelerinde tespit edilemedi (Sekil 47B).

NG- 221 numuneleri i¢in plakalar l¢ kez PBS- % 0.05 Tween- 20 ile yikandi, daha
sonra 50 pl 1:5000 Anti- 6X His etiketli® antikor (HRP) (Abcam, ab1187) oda
sicakliginda 1 saat sureyle tum oyuklara ilave edildi ve daha sonra yikandi. Plaka,
50ul 1 Adimh Ultra TMB- ELISA Substrat Cozeltisi (termo, 34028) ilave edilerek
geligtirildi. 20 dakika sonra reaksiyon, 50 pyl 1M HCI'nin eklenmesi ile durduruldu ve
450 nm'de absorbans olguldli. ScFv Anti- PD- L1 baglanma aktivitesi, NG- 221

slipernatanlarinda spesifik olarak tespit edilebilir (Sekil 47C).
PD- L1 Reseptor baglanma inhibisyonu tahlili

NG- 190 veya NG- 177 ile enfekte edilmis hiicrelerin sUpernatanti icerisinde
eksprese edilen anti- PD- L1 antikorunun bloke edici aktivitesi bir PD- L1 ligandi: PD-

1 reseptor etkilesim tahlili ile degerlendirildi.

293 hucre, 100 ppc NG- 190 veya NG- 177 ile 72 saat enfekte edildi. Kultur
supernatantlari, hasat edildi ve yukaridaki detayli olarak aciklanan yonteme gore
konsantre edildi. ELISA plakalarn gece boyunca 4 °C'de PDL1- Fc (2 pg/ml, R&D
Systems, 156- B7- 100) ile kaplandi. Plakalar Ug kez PBS ile yikandi, daha sonra oda
sicakliginda bir saat boyunca PBS /% 3 BSA /% 0.05 Tween 20 ile bloke edildi.
Konsantre slpernatantlarin seri ikiye katlanmis seyreltmeleri PBS iginde hazirland,
daha sonra her seyreltiden 45ul ELISA plakasina eklendi. 10 ng rekombinant PD1-
Fc (R&D Systems, 1086- PD- 050) her oyuga eklendi ve plaka 1 saat sureyle inkibe
edildi. Daha sonra bitin oyuklar PBS /% 0.05 Tween 20 ile ¢ kez yikandi ve PBS
/% 3 BSA /% 0.05 Tween 20 ile 10 dakika bloke edildi. Daha sonra, insan PD- 1 (R &
D Systems, BAF1086) icin biyotinlenmis afinitesi saflagtinimis antikor, 1 saat
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suresince 0. 4ug/ml'de oyuklara ilave edildi. 1 saat boyunca 1: 200 oraninda
streptavidin- HRP (R & D Systems, DY998) dilusyonunun eklenmesinden once
oyuklar u¢ kez PBS /% 0.05 Tween 20 ile yikandi. Plaka, 50ul 1 Adimli Ultra TMB-
ELISA Substrat Cozeltisi {(termo, 34028) ilave edilerek gelistirildi. 20 dakika sonra
reaksiyon, 50 pl 1M HCI'nin eklenmesi ile durduruldu ve 450 nm'de absorbans
olculdu. PD- 1 baglanma yilzdesini belirlemek igin, dlgllen absorbans dederleri, anti-
PD- L1 antikoru igermeyen kontrol numunelerinin bir yuzdesi olarak ifade edildi. NG-
190 ile enfekte olmus hucrelerden salgilanan anti- PD- L1 antikoru, doza bagimli bir
sekilde PD- 1 reseptor baglanmasini inhibe edebildi (Sekil 47D). Benzer sekilde, NG-
135 ile enfekte olmus hicrelerden gelen degil, NG- 177 ile enfekte olmus
hucrelerden gelen dizgin stpernatant, PD- 1 reseptorunin PD- L1'e % 50'den daha
fazla baglanmasini engelleyebildi.

(Sekil 49B)
Karisik Lenfosit reaksiyonu (MLR)

NG- 190 veya NG- 177 ile enfekte edilmis hicrelerin sUpernatanti igerisinde
eksprese edilen anti- PD- L1 antikorunun fonksiyonel aktivitesi, karisik bir lenfosit
reaksiyonunda T hicresi aktivasyonunun derecesi ile degerlendirildi. Periferik Kan
Mononlkleer Hiicreleri (PBMC'ler) taze insan kanindan (Clinical Trials Laboratory
Services) 1: 2 oraninda seyreltiimis kanin 13 ml'lik Ficoll- Paque Plus (GE saghk
yagsam bilimleri, 17- 1440- 02) Uzerinde 1300 rpm'de 30 dakika santrifijlyle izole
edildi. CD14+ monositleri, uUreticinin protokolune goére insan CD14 Microbeads
(Miltenyi, 130- 050- 201) kullanilarak izole edildi. izole edilen monositler, 2 mM L-
glutamin (GE Healthcare: M11- 003}, 1 mM Sodyum piruvat (GE Healthcare: S11-
003), 1 mM zorunlu olmayan amino asitler (GE Healthcare: M11- 004}, 1mM
pen/strep (GE Healthcare: P11- 010) ve % 10 FBS (Thermo fisher, SV30160.03),
500 U/ml IL- 4 (R&D Systems, 204- IL- 050) ve 800 U/ml GM- CSF (R&D Systems,
215- GM- 050) ile takviye ediimis RPMI 1640'da (life technologies, 11875- 093)
kultdrlendi. Klltdrler, klltdr hacminin yarisi taze ortam ile degistirilerek her 2 gunde

bir beslendi.

Monosit tlurevi dendritik hicreler, kiltarin 5. glniinde 24 saat boyunca 1 pg/ml LPS
(Sigma- Aldrich, L2654) eklenmesiyle olgunlastirildi. Bu hicreler, 6. glinde MLR
tahlili icin kullanildi. Ureticilerin protokollerine gére bir insan CD4 + T Hiicre izolasyon
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Kiti (Miltenyi, 130- 096- 533) kullamlarak PBMC'lerden (yukarida agiklandidi gibi izole
edilmig) CD4 T hacreleri izole edildi. Yalitilmig CD4 + T hucreleri, izolasyon gununde
MLR'de kullanildr.

MLR icin oyuk basina 1e5 izole CD4 + T hucreleri, 2e4 LPS ile olgunlastiriimis
monosit tlrevi dendritik hicreler ile karistinldi ve daha sonra ya pozitif kontrol anti-
PD- L1 antikoru (5 ug/ml, Biolegend 329716) ya da 20 pl konsantre supernatantlar
(yukarida hazirlanan) test oyuklarina ilave edildi. MLR, 4 gun boyunca 37 °C'de
inklbe edildi. SUpernatanlar plaktan c¢ikarildi, berraklastinldi ve sitokin IL- 2 igin
ELISA ile analiz edildi. Kisaca, ELISA plakalari gece boyunca 4 °C'de insan IL- 2
mAb (R & D Systems, MABG02) ile kaplandi. Plakalar U¢ kez PBS ile yikandi, sonra
bir saat boyunca oda sicakliginda PBS /% 3 BSA /% 0.05 Tween ile bloke edildi. Bir
IL- 2 standart egrisi, rekombinant IL- 2 proteinden (R & D Systems, 202- IL- 050)
2000 pg / mlila 31. 3 pg / ml arahdinda hazirlandi. MLR numuneleri, PBS /% 3 BSA
/% 0.05 Tween 20 icinde 4'te 1'in ustunde hazirlanan berraklasmis sipernatanlar
seyreltilerek hazirlandi. Numuneler ve standartlar, 1 saat boyunca oda sicakhginda
ELISA plakalarina 50 pl/oyuk ilave edildi, daha sonra biyotinlenmis anti- insan IL- 2
saptama antikoru (R & D Systems, BAF202) ilave edilmeden once (g kez PBS /%
0.05 Tween 20 ile yikandi. 1 saat inkiibasyondan sonra plaka, PBS /% 0.05 Tween
20 ile Ui¢ kez daha yikandi ve 1 saat boyunca streptavidin- HRP'nin (R & D Systems,
DY998) 1: 200 oraninda seyreltmesi ilave edildi. Plaka, 50 ul 1- Adimh Ultra TMB-
ELISA Substrat Cozeltisi (termo, 34028) ilave edilerek gelistirildi. 20 dakika sonra
reaksiyon, 50 pl 1M HCI'nin eklenmesi ile durduruldu ve 450 nm'de absorbans
olglldu. Bagimsiz deneylerden elde edilen iki farkh DC: T hicre verici seti icin artmis
IL- 2 ekspresyonu acisindan gelistiriimis CD4 T hucre yanitlari, NG- 190 ile enfekte
edilmis kultlr sOpernatantlar igin tespit edilebilir, ancak NG- 165 ile enfekte edilmis
olanlar igin tespit edilemez (Sekil 48A ve 48B). Benzer sekilde, CD4 T hucresi
tepkileri de NG- 177 kuiltir supernatantlan icin gelistirildi, ancak NG- 135 kultir
supernatantlar igin gelistiriimedi (Sekil 49C). Birlikte ele alindiginda, bu veriler,
fonksiyonel anti- PD- L1 antikorunun NG- 190 ve NG- 177 ile donatilmis virsler igin

timor hicresi enfeksiyonu baglaminda Uretildigini gostermektedir.
Hiicresel PD- L1 ligand baglama

NG- 177 ile enfekte edilmis hlicrelerden eksprese edilen antikorun anti- PD- L1

baglanma aktivitesi, bir membran ortaminda eksprese edilen rekombinant olmayan
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PD- L1 ligandimi dogrudan akciger karsinom hucrelerinin yuzeyinde (A549) baglama

kabiliyeti a¢isindan degerlendirildi.

A549 hucreleri ya hilcre yuzeyinde PD- L1 ekspresyonunun yukar regulasyonunu
tesvik etmek icin 50 ng/ml insan IFNy'si ile uyarilir ya da uyariimamis halde birakilir.
24 saat sonra, hicreler tripsinlestirildi ve sadece, ortamla veya 50 pl konsantre NG-
177 veya NG- 135 ile enfekte edilmis hlcre supernatanti (yukanda hazirlanmis) ile 1
saat sureyle 4 °C'de inklbe edildi. Hlcreler, 4 °C'de 50ul Alexa- flor 488 etiketli kegi
anti- insan IgG (H + L) (LifeTechnologies, A11013} ile 30 dakika inktbe edilmeden
once iki kez PBS /% 1 BSA ile yikandi. Hucreler tekrar yikandi, PBS /% 1 BSA iginde
yeniden sUspanse edildi ve bir Attune akustik odaklama sitometresi (Life
Technologies) ile analiz edildi. PE- etiketli saflastinlmis bir anti- PD- L1 kontrol
antikorunun baglanmasina benzer bir PD- L1 baglanma akiivitesi (Biolegend'den
29E. 23A), NG- 177 supernatanlarinda tespit edilebilir, ancak NG- 135 kontrol virlisU
sUpernatanlarinda saptanmamistir (Sekil 50).

Ornek 29: Bagisiklik kontrol noktasi inhibitorii yol proteini CTLA- 4'e (NG- 242)

yonelik antikorlar kodlayan EnAd viraslerinin Gretimi ve karakterizasyonu

pEnAdZ. 4 plazmidi, L5 ve E4 arasinda bulunan essiz kisittama bdlgelerine bir anti-
CTLA- 4 antikorunu (11. 2. 1) kodlayan transgen kasetlerinin dogrudan sokulmasiyla
pNG- 242 plazmidini (DiZl ID NO: 58) (retmek igin kullanildi. pNG- 242 transgen
kaseti, bir anti- CTLA- 4 VH zincir sekansinin (SEK ID NO: 70), bir antikor sabit agir
zincir sekansinin (SEK ID NO: 33), bir i¢ ribozom giris sekansinin (SEK ID NO: 19),
bir anti- CTLA- 4 VL zincir sekansinin (SEK ID NO: 71) ve bir antikor sabit hafif zincir
sekansinin (SEK ID NO: 35) dahil edilmesiyle bir anti- PD- L4 antikorunu kodlar.
Eklenen transgen kasetinin bir semasi $Sekil 34'te gosteriimektedir. Plazmitin yapis),
DNA dizilimi ile teyit edildi.

Viriis Uretimi
NG- 242 virisi, Ornek 8'de ayrintilandirilan NG- 135 virlisinin saflastiriimasi igin
kullanilan yontemlere gore ¢ogdaltildi ve saflastinidi.

Viriis Karakterizasyonu

Anti- VEGF antikorunu eksprese eden EnAd referans virlisti veya NG- 135 referans
virsl ile kolon karsinom hlcrelerinde, NG- 242 onkolitik aktivite (hiicre canlilig testi
ile degerlendirildi) ve anti- CTLA- 4 antikoru ekspresyonu (ELISA ile degerlendirildi}
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karsilastirildi. EnAd ile karsilastirmali olarak onkolitik potensin degerlendiriimesi igin,
Ornek 15'te detaylandirilan yéntemlere gére bir hiicre canlihdi testi gergeklestirildi.
NG- 242 virlsu, udretiimis EnAd referans materyali ile karsilastirilabilir bir potens
gosterdi (Sekil 51A).

Antikor ekspresyonunun degerlendiriimesi icin, HT- 29 hdcreleri 1e6 hicre/oyuk
yogunlugunda 12 oyuklu kultir plakalarina tohumlandi ve yapigmanin ardindan
100ppc EnAd, NG- 242 ya da NG- 135 ile enfekte edildi. Enfeksiyon sonrasi 24, 48
veya 72. saatlerde toplanan enfeksiyonlu supernatantlar PBS /% 3 BSA /% 0.05
Tween 20 icinde seyreltildi, daha sonra Ornek 18'de ayrintili olarak aciklanan
yontemlere goére anti- insan 1gG1 ELISA ile denendi. Numunelerdeki antikor
konsantrasyonu, analiz standart egdrisinden interpolasyon yoluyla tespit edildi ve
saptanabilir antikorun NG- 242 ile enfekte olmusg hicrelerden karsilagtiric viris NG-

135'e benzer seviyelerde saldigini gosterdi {Sekil 51B).
CTLA- 4 Dogrudan Baglanma Analizi

NG- 242 ile enfekte edilmis hucrelerden eksprese edilen antikorun anti- CTLA- 4
baglanma aktivitesi, dogrudan CTLA- 4 baglayici ELISA ile degerlendirildi.

A549 hucreleri, bir IgGl anti- VEGF antikoru ifade eden 100ppc NG- 242 veya NG-
165 kontrol viriisu ile 72 saat enfekte edildi. Kiltir sipernatantlar hasat edildi ve
hucre artiklarini gidermek Uzere 5 dakika boyunca 300 g'de konsantre edildi. ELISA
plakalar, 4 °C'de gece boyunca rekombinant CTLA4- Fc¢ (0. 5pg/ml, R&D Systems,
325- CT- 200) ile kaplandi. Plakalar u¢ kez PBS /% 0.05 Tween 20 ile yikandi, daha
sonra PBS /% 3 BSA /% 0.05 Tween 20 ile bloke edildi. Konsantre supernatantlarin
seri ¢ift kath seyreltmeleri 1:2 ila 1:2048 arasinda PBS /% 3 BSA /% 0.05 Tween 20
icinde hazirlandi, daha sonra ELISA plakasina eklendi ve 1 saat oda sicakhdinda
inkibe edildi. Bu ELISA, daha sonra ornek 28'de ayrintili olarak agiklanan PD- L1
baglanma yontemlerine gére islendi. Anti- CTLA- 4 baglanma akfivitesi, NG- 242 ile
enfekte edilmis A5492 hlicrelerinin stipernatantlarinda spesifik olarak tespit edilebildi,
ancak NG- 165 ile enfekte edilmis A549 hucrelerinde tespit edilemedi (Sekil 51C).

CTLA- 4 Reseptor baglama inhibisyonu analizi

NG- 242 ile enfekte edilmis hiicrelerin slipernataninda eksprese edilen anti- CTLA- 4
antikorunun bloke edici aktivitesi, bir CTLA- 4 ligandi: B7- 1 reseptor etkilesim analizi

ile degerlendirildi.



10

15

20

25

30

114

Yukarida ag¢iklanan NG- 242 ile enfekte edilmis hicrelerden gelen kultar
supernatantlar hasat edildi ve 6rnek 28'de ayrintili olarak verilen yontemlere gore
konsantre edildi. ELISA plakalarn gece boyunca 4 °C'de CTLA4- Fc (2ug/ml, R&D
Systems, 325- CT- 200) ile kaplandi. Plakalar u¢ kez PBS ile yikandi, daha sonra
oda sicakliginda 1 saat boyunca PBS /% 3 BSA /% 0.05 Tween 20 ile bloke edildi.
Konsantre sUpernatantlarin seri ikiye katlanmig seyreltmeleri PBS icinde hazirlandi,
daha sonra her seyreltiden 45 pl ELISA plakasina eklendi. 10 ng rekombinant B7- 1-
Fc (R & D Systems, 140- B1- 100) her oyuga ilave edildi ve plaka 1 saat inkube
edildi. Sonra tum oyuklar, PBS /% 0.05 Tween 20 ile u¢ kez yikandi, daha sonra 10
dakika boyunca PBS /% 3 BSA /% 0.05 Tween 20 ile bloke edildi. 2 pg/ml
biyotinlenmis anti- insan B7- 1 antikoru (R & D Systems, BAM- 402) ilave edildi ve
plaka 1 saat inkiibe edildi. Uc yikama gerceklestirildi, daha sonra streptavidin-
HRP'nin (R & D Systems, DY998) 1: 200 oraninda dilisyonu ilave edildi. Plaka, 50 ul
1- Adimh Ultra TMB- ELISA Substrat Cozeltisi (termo, 34028) ilave edilerek
geligtirildi. 20 dakika sonra reaksiyon, 50 pyl 1M HCI'nin eklenmesi ile durduruldu ve
450 nm'de absorbans olglldl. Sonuglar, numunenin emilimini kontrollnkiyle (higbir
test engelleyici olmadan) bélerek ve maksimum B7- 1 baglanma yuzdesini belirlemek
icin 100 ile carpilarak analiz edildi. NG- 242 ile enfekte edilmis hicrelerden
salgilanan anti- CTLA- 4 antikoru, B7- 1 reseptdr baglanmasini inhibe edebildi (Sekil
51D).

Ornek 30: Timérle iligkili antijenleri (TAA'lar) (NG- 217, NG- 220) kodlayan

EnAd virtaslerinin Gretimi ve karakterizasyonu

pEnAd2. 4 plazmidi (SEK ID NO: 64), tumoare iligkili antijen NY- ESO- 1 'i kodlayan
transgen kasetlerinin L5 ve E4 genleri arasinda bulunan benzersiz kisitlama
alanlarina dogrudan sokulmasiyla pNG- 217 (SEK ID NO: 57), pNG- 220 (SEK ID
NO: 56) plazmitlerini Uretmek igin kullanildi. PNG- 217 transgen kaseti, bir CMV
promotor sekansi (SEK ID NO: 13) ve bir 3' poliadenilasyon sekansi (SEK ID NO: 20)
ile gevrelenen NY- ESO- 1 genini (SEK ID NO: 43) kodlar. PNG- 220 transgen kaseti,
bir PGK promotor sekansi (SEK ID NO: 14) ve bir 3’ poliadenilasyon sekansi (SEK ID
NO: 20) ile ¢evrelenmis NY- ESO- 1 genini kodlar. Eklenen transgen kasetlerinin
sematikleri, Sekil 34'te goésterilmektedir. Plazmidlerin yapisi DNA dizilimi ile teyit
edildi.

Viriis Uretimi
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NG- 217 ve NG- 220 virlsleri, Ornek 8'de detayl olarak verilen NG- 135 virlisiniin
saflastinimasi i¢in kullanilan yontemlere gore ¢ogaltildi ve saflastirild.

Viriis Karakterizasyonu

Kolon karsinoma hucrelerinde (western blot ile degerlendirildi) NG- 220 ve NG- 217
virls replikasyonu (QPCR ile degerlendirildi) ve NG- 220 NY- ESO- 1 transgen
ekspresyonu, EnAd ile karsilastinidi. VirGs replikasyonunun degerlendirilmesi igin,
HT- 29 hdicreleri 1e6 hucre/oyuk yogunlugunda 12 oyuklu kualtur plakalarina
tohumlandi ve yapismanin ardindan 100ppc EnAd, NG- 220 ya da NG- 217 ile
enfekte edildi. qPCR icin DNA, ormek 18'de ayrintili olarak verilen yontemlere gore
hem hucresel lizatlardan hem de slUpernatantlardan enfeksiyon sonrasi 24 veya 48.
saatte hasat edildi. Cikanlan DNA numuneleri, Ornek 9'da detayli olarak verilen
yontemlere gbre bir EnAd E3 genine 6zgl primer- prob seti kullanilarak qPCR
vasitasi ile analiz edildi. NG- 220 (Sekil 52A) veya NG- 217 (Sekil 52B) icin tespit
edilen toplam viris genomlari EnAd referans virisiine benzerdi.

NY- ESO- 1 ekspresyonunun dederlendirilmesi i¢cin HT- 29 htcreleri 6 oyuklu kulttr
plakalarina 4e6 hicre / oyuk yogunlugunda ekildi ve 5 saat 37 °C'de, % 5 CO:z'de
inklbe edildi. Hicreler daha sonra 48 veya 72 saat sureyle, hiicre basina 100 NG-
220 veya EnAd virls partikilleri ile enfekte edildi. Ortam, oyuklardan c¢ikarldi ve
hucreler, anti- proteaz inhibitord kokteyl lll (Calbiochem: 539134) ihtiva eden 250 l
liziz tamponu (150mM NaCl, % 1 Triton X- 100, % 0. 5 SDS, 50mM Tris- HCI (pH7.
5)) icinde lizizden once PBS ile bir kez yikand.. Lizatlara, genomik DNA'y1 indirgemek
uzere benzonaz ile muamele edildi ve NUPAGE LDS numune tamponu ve NuPAGE
indirgeyici madde (Life Technologies) ihtiva eden liziz tamponu iginde 1: 4 oraninda
seyreltildi. Numuneler, Ureticinin protokolune gore % 4- 12 Bis- Tris NUPAGE jelleri
(Life Technologies) kullanilarak SDS- PAGE gerceklestirimeden once 10 dakika, 70
°C'de 1sitildi. Proteinler, Xcell Il Blot Moduli (Life Technologies) kullanilarak western
blot ile PVDF zarlanna aktarildi. Bloke etme ve imdnoblotlama % 5 st tozu ile
takviye edilmis PBS % 0.1 Tween- 20'de gergeklestirildi ve tim yikama adimlar PBS
% 0.1 Tween- 20'de gergeklestirildi. NY- ESO- 1, fare monoklonal anti- NY- ESO- 1
antikoru (3 pg/ml) kullanilarak tespit edildi ve ikincil antikor tespiti, Tavsan anti- fare
IgG- HRP kullanilarak gergeklestirildi. Proteinler gelismis kemiliminesans ile
gorsellestirildi. NY- ESO- 1 ekspresyonu hem enfeksiyon sonrasi 48. hem de 72.
saatlerde NG- 220 ile saptanabildi, ancak EnAd kontrollyle saptanamadi (Sekil 52B).
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Ornek 31: L5, Fiber, genin asadi akisina transgen kasetlerinin sokulmasi i¢in
bir EnAd klonlama plasmidinin, pEnAd2. 4'iin olugturulmasi.

Plazmid pEnAd2. 4 (SEK ID NO: 64) bir mekik vektortd, pEnAd2. 4 Mekik ve EnAd
genomu arasindaki homolog rekombinasyon ile elde edildi. PEn2. 4 plazmidi,
replikasyonun bir bakteriyel p15A kdkenini, bir kanamisin direng geni ve By bdlgesine

yerlestirilen benzersiz kisitlama bdlgeleri olan EnAd genomu igerir.

PColoAd2. 4 plasmidinin yapisi asagidaki gibidir. Bir ~12kb mekik plazmidi, pColoAd1
Mekidi, baslangigta EnAd genomunun ge¢ gen, L5, bdlgesine (By bdlgesi) benzersiz
kisittama alanlarinin sokulabilmesi i¢cin yapiimisti. EnAd'in 5’ (nt 1- 4632) ve 3' (nt
27837- 32326) uglari, 5' - TTGGCGGCGCGCCTATCTATATAATATACC- 3' [SEK ID
NO: 80] primeri ve sirasi ile 5'- AATGCAAATCTGTGAGGGG- 3' [SEK ID NO: 82] ya
fa 5' - CTTAGTGGTGTTGTGGTATTGG- 3' [SEK ID NO: 83] primerleri kullanarak
PCR ile EnAd genomundan glglendirildi. 5' kollu PCR Urind, EnAd genomunda nt
4626'da PspOMI alanina tekabul eden bir 5' verilmis Ascl bolgesi ve 3 'PspOMI
bélgesi igeriyordu. 3' kollu PCR drund, EnAd genomunda nt 27837'de PspOMI
alanina karsilik gelen bir 5' PspOMI alani ve bir verilmis 3' Ascl bolgesi igeriyordu.
PCR drinleri, Ascl / PspOMI ile kisitlamali sindirildi ve replikasyonun bir p15A kdkeni
ve bir kanamisin diren¢ kaseti bulunan bir Ascl dogrusallagtinimis plazmid igine bir
adimh ug¢ yollu ligasyonda baglandi. Bu, pEnAd Mekigi plasmidini tretti. PspOMI ve
Acll kisitlama bdlgeleri ile gevrili olan ve ge¢ gen L5'i (nt 27837- 30060) iceren EnAd
genom bdolgesine karsilik gelen bir DNA parg¢asi, By bolgesindeki EnAd nt 29356'ya
karsilik gelen pozisyona sokulmus 19bp 5'- GCGATCGCTACCCTGCAGG- 3' [SEK
ID NO: 90] ilave bir bolge ile sentezlenmistir. Bu ek bolge, EnAd genomunda
(GCGATCGC ve CCTGCAGG) bulunmayan ve Sgf ve Sbfl tarafindan kesilebilen iki
enzim icin kisittama alanlan igerir. Sentezlenen DNA pargasi, enzimler PspOMI ve
Acll ile kisittamali sindirildi ve plazmid, pColoAdZ2. 4 mekidi olusturmak i¢in PspOMI /
Acll sindiriimis pColoAd1 mekik plazmidindeki karsilik gelen bolgeye klonlandi.
pColoAd2. 4 plasmidini homolog rekombinasyonla elde etmek i¢in, pColoAd2. 4
mekik plazmidi enzim PspOMI ile kisittamalh sindirilerek dogrusallastinldi ve %
fosfatlan g¢ikarmak icin alkalin fosfataz ile islemden gegcirildi. Dogrusallastiriimis
plazmid ve EnAd genomu, Ureticinin protokoline gére elektroporasyon ile BJ5183
hicrelerine birlikte donlstirildd ve homolog rekombinasyon ile pColoAd2. 4
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plasmidinin uretilmesi, kisitlamali sindirim ile saptandi. Tum plazmidlerin yapisi DNA
dizilimi ile teyit edildi.
Ornek 32: Transgen kasetlerinin L5, Fiber, geninin akis yukansina veya akis

asagisina sokulmasi icin bir EnAd klonlama plasmidinin, pColoAd2. 6 sentezi.

pColoAd2. 6 plazmidi (pPNG- 185, SEK ID NO: 65), SGI- DNA (La Jolla, CA, ABD)
tarafindan sentetik gen segment birlestirme ydntemleriyle Gretildi. Plazmidin dogru
yapisi, sonraki nesil dizilimi ile teyit edildi (SGI- DNA). pNG- 185 plazmidi,
replikasyonun bir bakteriyel p15A kdkenini, bir kanamisin diren¢ geni ve Bx ve By

bélgelerine yerlestirilen benzersiz kisitlama bolgeleri olan EnAd genomu igerir.
Viriis Uretimi

NG- 185 virtisli, Ornek 8'de ayrintilandirilan NG- 135 virlisiinin saflastiriimasi igin

kullanilan yéntemlere gore ¢ogaltildi ve saflagtinidi.
Viriis Karakterizasyonu

NG- 185'in onkolitik aktivitesi (hiicre yasayabilirlik tahlili ile degderlendirildi) ve viris
replikasyonu (qPCR ile degerlendirildi}, EnAd referans virusu ile kargilastinldi. EnAd
ile karsilastirmali olarak onkolitik potensin degerlendirimesi icin, Ornek 15'te
detaylandinlan ydntemlere gore bir hicre canlihdi testi gerceklestirildi. NG- 185
virisl, EnAd'a benzer bir onkolitik aktivite gosterdi (Sekil 53A).

Virls replikasyonunun degerlendiriimesi igin, HT- 29 hicreleri 1e6 hicre/oyuk
yogunlugunda 12 oyuklu kultir plakalarina tohumlandi ve yapigsmanin ardindan
100ppc EnAd ya da NG- 185 ile enfekte edildi. gPCR i¢in DNA, érnek 18'de ayrintili
olarak verilen yéntemlere gére hem hucresel lizatlardan hem de supernatantlardan
enfeksiyon sonrasi 48 veya 72. saatte hasat edildi. Cikarilan DNA numuneleri, Ornek
9'da detayl olarak verilen yontemlere gore bir EnAd E3 genine 6zgu primer- prob seti
kullanilarak gPCR vasitasi ile analiz edildi. NG- 185 ($Sekil 53B) icin tespit edilen
toplam virls genomlari, EnAd referans virlsd ile enfeksiyon zamam boyunca

benzerdi.
Ornek 33: Plazmid pColoAd2. 6'dan (pNG- 185) EnAd viriislerinin iiretilmesi

pEnAdZ2. 6 plazmidi (SEK ID NO: 65), transgen kasetlerinin, Bx ve By bdlgelerinde
bulunan pEnAd2. 6 benzersiz kisittama alanlarina dogrudan sokulmasi ile pNG- 257

ve pNG- 281 plazmitlerinin Uretiimesi icin kullanildi. pNG- 257, bir C- ucu His peptit
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etiketine (SEK ID NO: 23) sahip, Bx bolgesine yerlestirilen 5' bSA (SEK ID NO: 18)
ve 3' Pali(A) sekansi (SEK ID NO: 20) ile ¢evrilmis bir anti- VEGF ScFv'yi (SEK ID
NO: 36) kodlayan bir transgen kaseti icerir. pNG- 281, bir C- ucu Histidin peptit
etiketlerine (SEK ID NO: 23) sahip, Bx bolgesine yerlestirilen 5' bSA (SEK ID NO: 18)
ve 3' Poli(A) sekans) (SEK ID NO: 20) ile ¢evrilmis bir anti- VEGF ScFv'yi (SEK ID
NO: 36) kodlayan transgen kasetleri ve By bolgesine yerlestiriimis 5° SSA (SEK ID
NO: 16) ve3' poli{A) sekansi (SEK ID NO: 20} ile gevrilmis V5 etiketli (SEK ID NO:
24} bir anti- PD- L1 ScFV'yi (SEK ID NO: 37) kodlayan ikinci bir transgen kaseti igerir.
pNG- 257 ve pNG- 281 plazmidlerine yerlestirilen transgen kasetlerinin sematikleri
Sekil 54'de gosterilmektedir. Plazmidlerin yapisi DNA dizilimi ile teyit edildi. Bu
plasmitler, EnAd virlis genomlari, NG- 257 (SEK ID NO: 72) ve NG- 281'i (SEK ID
NO: 73) ihtiva etmektedir.

Ornek 34: Birden fazla ScFv antikor varyantt olan EnAd viriisleri

ekspresyonunun uretilmesi

pEnAdZ2. 4 plazmidi (SEK ID NO: 64), L5 ve E4 genlerinin (Bv bdlgesi) arasinda
bulunan benzersiz kisittama bélgelerine, bir anti- VEGF ScFv ve bir anti- PD- L1
ScFv'yi kodlayan kasetin dogrudan sokulmasi ile pNG- 272 plasmidinin Uretilmesi igin
kullanildi. PNG- 272 transgen kaseti, bir anti- PD- L1 ScFv sekansinin {SEK ID NO:
37), bir yiiksek kendi kendine bdliinme verimliligine sahip bir P2A peptit sekansinin
(SEK ID NO: 25), bir anti- VEGF ScFv sekansinin (SEK ID NO: 36) ve bir 3
'poliadenilasyon sekansinin (SEK ID NO; 20} dahil edilmesi ile bir anti- PD- L1 ScFv
ve anti- VEGF ScFv'yi kodlar. Eklenen transgen kasetlerinin sematikleri, Sekil 54'te

gosterilmektedir. Plazmidlerin yapisi DNA dizilimi ile teyit edildi.
Viriis Uretimi
NG- 272 virlisi (SEK ID NO: 69), Ornek 8'de aynntilandinlan NG- 135 viriisind

saflagtirmak igin kullanilan yontemlere gore ¢ogdaltihr ve saflastirilir,

Ornek 35: Transmembran proteini, sodyum / iyodiir simportorii (NIS) kodlayan

EnAd virtislerinin Gretimi

pENAd2. 4 plazmidi (SEK ID NO: 64), sodyum iyodur simportorint (NIS) kodlayan bir
transgen kasetinin By bdlgesine dogrudan sokulmasi ile pNG- 280 plazmidini
tretmek Ozere kullanihir. PNG- 280 kaseti, bir 5' SSA (SEK ID NO: 16), NIS cDNA
sekansi (SEK ID NO: 67) ve bir 3' poli (A) sekansi (SEK ID NO: 20) ihtiva eder ve



10

15

119

NG- 280 virus genomunu (SEK ID NO: 68) kodlar. Eklenen transgen kasetlerinin
sematikleri, Sekil 54'te gosterilmektedir. Plazmidlerin yapisi, dizilimi ile teyit edildi.

Ornek 36: shRNA'lari eksprese eden EnAd viriislerinin {iretimi

pEnAd2. 4 plazmidi (SEK ID NO: 64), sirasiyla ya bir shRNA'yr GAPDH proteinine
veya herhangi bir insan geni ile bir sekansi paylasmayan bir kontrol shRNA'sini
kodlayan kasetlerin dogrudan eklenmesi ile pNG- sh01 ve pNG- sh02 plazmitlerini
uretmek tzere kullanilir. PNG- sh01 kaseti bir U6 insan RNA polimeraz Ill promotori
ve bir 29 nt antisens sekansi, bir dongu sekansi, bir 29nt duyu sekansi ve bir 3'
TTTTTT sekansindan olusan bir shRNA sekansi icerir. Eklenen transgen kasetlerinin
sematikleri, Sekil 54'te gdsteriimektedir. Plazmidlerin yapisi, DNA dizilimi ile teyit
edildi.

Viriis Uretimi ve karakterizasyonu

NG- sh01 (SEK ID NO: 66) ve NG- sh02 virsleri, Ornek 8'de detaylandirilan NG-
135 virasina saflastirmak igin kullanillan yontemlere gore cogaltiir ve saflastirilir.

insan hiicre hatlarindaki GAPDH ekspresyonu, NG- sh01 ile tedavi edimis

hiicrelerde azaldi, ancak NG- sh02 ile tedavi edilen hlicrelerde azalmadi.
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