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OZET

ADRENOLOKODISTROFi VE ADRENOMIYELONOROPATI ICIN GEN TERAPI
VEKTORLERI

Bulusg, bir lentiviral vektor olup, bir sol (5) HIV-1 LTR; bir Psi (W) paketleme sinyali; bir
merkezi polipurin yolu/ DNA kanadi (¢cPPT/ FLAP);bir RRE retroviral disa aktarim ogesi; ve
negatif kontrol bolgesi silinmis, dI587rev primer baglama bolgesi ornatilmis (MND) baslaticisi
hir insan ATP baglayan kaseti, alt aile D, Uye 1 (ABCD1} polipeptidini kodlayan bir cDNA'ya
islevsel olarak bagh bir miyeloproliferatif sarkom virusu guglendiricisi; bir sag (3') kendi
kendini inaktive eden (SIN) HIV-1 LTR; ve sentetik bir tavsan B-globin poliadenilasyon

sekansi; ipermektedir.
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ISTEMLER
Bir lentiviral vektor olup,
(a) bir sol (5"} HIV-1 LTR;
(b) bir Psi (W) paketleme sinyali;
(c) bir merkezi polipurin yolu/ DNA kanadi (cPPT/ FLAP);
(d) bir RRE retroviral diga aktarim édesi; ve

(e) negatif kontrol bolgesi silinmis, dI587rev primer badlama bolgesi ornatilimis (MND)
baslaticisi bir insan ATP baglayan kaseti, alt aile D, Uye 1 (ABCD1) polipeptidini
kodlayan bir cDNA'ya islevsel olarak bagli bir miyeloproliferatif sarkom virusu
guclendiricisi;

(f) bir sag (3"} kendi kendini inaktive eden (SIN) HIV-1 LTR; ve
(g) sentetik bir tavsan B-globin poliadenilasyon sekansi;

icermekte olup; ©zelligi; icerisinde lentiviral vektor, bir transkripsivon sonrasi

transkripsiyon dizenleyici 0§e (WPRE) icermemesidir.
Bir memeli hiicresi olup, dzelligi; istem 1'e gore bir lentiviral vektor icermesidir.

Bir paketleme hucresi olup, ozelligi; gag kodlayan bir birinci polinukleotit, pol
kodlayan bir ikinci polinukleotit, env kodlayan hir uguncu polinukleotit, ve istem 1'e

gore bir lentiviral vektor icermesidir.
Bir uretici hiicre olup, ozelligi; istem 1'e gore bir lentiviral vektor icermesidir.

Bir vektor pargacigr olup, ozelligi; istem 4°Un Uretici hiicresi tarafindan uretilmis
olmasidir.

Bir konakg! hiucre olup, istem 1°e gare lentiviral vektor tarafindan kalit aktariimis olup,
ozelligi; icerisinde hucrenin bir somatik kok hucresi, bir ata hiucre ya da bir
hematopoietik kdok hicre olmasi, ve igerisinde hucrenin bir insan embriyonik kok

hucresi olmamasidir.
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Bir hematopoietik kok ya da ata hucre olup, istem 1°e gore bir vektor tarafindan kalit
aktariimis olup, 6zelligi; adrenoldkodistrofi ya da adrenomiyelonoropatiyi tedavi eden

bir metotta kullanim igin olmasidir.

istem 7:nin kullanimina gore bir hematopoietik kok ya da ata hucre olup, zelligi;
icerisinde hematopoietik kok ya da ata hucrenin kaynaginin kemik iligi, gobek
kordonu kani ya da periferal dolagim olmasidir.

istem 9 ya da istem 10'un kullanimina gore hematopoietik kok ya da ata hicre olup,
ozelligi; icerisinde hematopoietik kok ya da ata hucrenin bir otolog CD34+

hematopoietik kok huicre olmasidir.

Istem 1°e gore bir lentiviral vektor olup, gen terapisinde kullanim igin olup, dzelligi;
icerisinde gen terapisinin adrenolokodistrofiyi ya da adrenomiyelondropatiyi tedavi

etmek ya da dnlemek igin olmasidir.
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TARIFNAME

ADRENOLOKODISTROFi VE ADRENOMIYELONOROPATI iCiN GEN TERAPI
VEKTORLERI

BULUSUN ARKA PLANI

Bulusun Teknik Alani

Mevcut bulus genel olarak gen terapisi vektorleri ile ilgilidir. Ozel olarak, mevcut bulus,
adrenolokodistrofi ve adrenomiyelondropati icin gen terapisi sadlayan lentiviral vektorlere

iliskindir.

ligili Teknigin Tarifi

Cocukluk cadi serebral adrenolokodistrofi (CCALD), tedavi edilmeyen, tanidan sonra & yillik
bir ortalama iginde bir bitkisel hayata ve nihayetinde dlume neden olan erkeklerde (baslangig
yasi 7; dagdilim 3 ila 15 yil arasi} ¢cok nadir, bazen hizli ilerleyen, x'e bagh genetik norolojik bir
hastaliktir.

CCALD siklikla bagslangicta Addison hastali§i olarak kargimiza gikar, ancak tani genellikle
manyetik rezonans goruntulemede (MRI) dogrulayici serebral miyelin kaybi bulgulan ile
birlikte, dikkat, dusinme, konsantrasyon ve diger serebral fonksiyonlarda "ani" azalmaya
dayanir. Miyelin kaybindan 9once, hastanin beyninin MRI normaldir ve nodrogelisimsel
anormallikler yoktur. Klinik seyir ilk basta "yavag" olabilir, ancak beyindeki yaygin miyelin
kaybi ile birlikte hizla ilerleyen ve geri dondurulemez hale gelebilir. "Yavas" ve "ani" terimleri,
miyelin kaybi suresinin gergekten bilinmedigdi, fakat bilissel ve motor fonksiyondaki hizli
dustsun herhangi bir zamanda ve bilinmeyen nedenlerden kaynaklanabilecedinden
gorecelidir. Gergekten de MRI degisiklikleri semptomlardan once gelir ve hastaligin ¢ok az
klinik belirtisi oldugu bir zamanda yaygin miyelin kayb ile gosterigli bir sekilde anormal
olabilir. Amerika Birlesik Devletleri'nde x'e bagh adrenolokodistrofi (ALD) insidansi yaklasik
olarak %35'i CCALD gelistiren yaklasik olarak 1:21,000 erkek dogumdur; her yil yaklagik 35
ila 40 arasindaki gocuga CCALD tanisi konmaktadir. Hastalidin nedeni, bir disfonksiyonel
adrenoldkodistrofi proteini (ALDP) gen urunune ya da bunun yokluguna yol acan ATP
badlayic kaset, alt aile D (ALD), uye 1 (ABCD1) geninin bir mutasyonudur. ALDP hucresel
peroksizomlara lokalize olur, burada c¢ok uzun zincirli yag asitlerinin (VLCFA) (zincir
uzunluklan> 20 karbon}, daha kisa yag asitlerine bozunma isleminde hucresel yapiyi ve

islevi korumak icin kullanilir.
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CCALD'nin  merkezi sinir sistemi (CNS) belirtilerinin  patofizyolojisi tam olarak
anlasilamamistir, fakat miyelin kaybi, yetersiz ALDP beyin mikrogliyasindaki sUreci
desteklemedigi icin, metabolize edilemeyen VLCFA'min hir lokal birikimi sonucunda ortaya
cikar. Hastalidin hizla ilerleyen fazina, muhtemelen VLCFA tarafindan hiicresel proteinlerin
asilasyonunun neden oldugu iltihaplanma neden olur, bu da miyelin kaybini arttirir.
CCALD'nin hizla ilerleyen fazi, aylar iginde normal fonksiyondan ciddi bigimde ozurlu duruma

gecen bir cocuga neden olabilir.

Mevcut tek tedavi, fonksiyonel ALDP ureten hucrelerin temin edilmesi igin allojeneik
hematopoietik kok hucre transplantasyonudur (HCT). Beyin mikrogliyasi kemik iliginden
turetildidi icin, fonksiyonel ALDP ureten hucreler kullanilarak tam olarak ilgili dondr insan kok
hiucre transplantasyonu potansiyel olarak miyelin kaybmnn ilerlemesini iyilestirebilir ya da
durdurabilir. Bununla birlikte, allojenik HCT'nin hastali§ stabilize etmesi 12 ila 18 ay arasinda
surdugu icin ve hastahdin ilerleyici niteliginden dolayi, taniya konulduktan sonra mimkin
olan en kisa sUrede transplantasyon yapiimahdir. Bu, bazen ilgili ya da ilgisiz eslestiriimis
kemik iligi kdk hiicre donorleri bulmak icin gerekli hazirhk sureleri nedeni ile sorunludur.
Allojeneik kok hiucrelerin kullanimi ayrica greft yetmezligi ve akut ve kronik greft versus host
hastaliginin {GvHD) gelismesi riskini de beraberinde getirir. Bu komplikasyonlar dlume yol
acabilir ve ilgisiz donbdrler allojeneik hematopoietik kok hucreler icin bir kaynak olarak

kullanildiginda insidans bakimindan artar.

ALDP yerine koyma tedavisinin bir baska kaynagi da, daha tipik olarak kismen uyumlu
kordon kani hucresi transplantasyonlarinin eslestiriimesidir. Kordon kam kok hucrelerinin
(CBSC) kullammu, bir greft basarisizlidi riski ve uzatilmis transfuzyon destedini gerektiren
envanterde uzamis bir sure nedenlerinden dolayr sorunludur. Gergekten de, allojenik
HCT'nin tum formlan, % 10 ila % 15 arasinda bir oranda transplantasyon ile iligkili mortalite
riskini ve % 30'a varan bir oranda da kronik greft versus host hastaligi riskini igerir. Biffi et al.,
Hum Mol Genet., 2011,20(R1): R42-53, lentiviral vektorler kullanilarak I6kodistrofileri tedavi
etmek icin bir gen terapisi stratejisini agiklar. WO 02/087341, lentiviral gen terapisi

vektorlerinde kullanilmak uzere retroviral LTR'leri aciklar.

Dolayisi ile, teknikte daha guvenli ve daha etkili adrenoclokodistrofi terapilerine ihtiyag vardir.

Mevcut bulus, bu ve dider problemlere cozumler saglar.
KISAOZET

Dolayisi ile, bu tarifname boyunca gesitli yerlerde "bir yapilanmada” veya "bir yapilanmada"
ifadelerin bulunmasi, hepsinin ayni yapilanmaya deginmesini gerektirmez. Ayrica, belirli
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ozellikler, yapilar ya da karakteristikler, bir ya da daha fazla yapilanmada uygun herhangi bir

sekilde birlestirilebilir.

Mevcut bulug, asadidakileri iceren bir lentiviral vektor ile ilgilidir: (a) bir sol (5') HIV-1 LTR; (b)
bir Psi (W) paketleme sinyali; (¢} bir merkezi polipurin yolu/ DNA kanadi (cPPT/ FLAPY); (d} bir
RRE retroviral digari aktanim elemani; ve (e) negatif kontrol bdlgesi silinmis, dI587rev primer
baglama bolgesi ornatilmig (MND) baslaticisi bir insan ATP baglayan kaseti, alt aile D, uye 1
(ABCD1} polipeptidini kodlayan bir cDNA'va islevsel olarak bagl bir miyeloproliferatif sarkom
virusu guglendiricisi; (f) bir sag (3') kendi kendini inaktive eden (SIN) HIV-1 LTR; ve (g)
sentetik bir tavsan p-globin poliadenilasyon sekansi olup; icerisinde lentiviral vektor, bir
transkripsiyon sonrasi transkripsiyon duzenleyici 6ge (WPRE) icermez.

Mevcut bulug ayrica bahse konu lentiviral vektorinu iceren bir memeli hucresi ile ilgilidir.

Mevcut bulug ayrica asagidakileri iceren bir paketleme hucresi ile ilgilidir: bir gag kodlayan bir
hirinci polinukleotit, pol kodlayan bir ikinci polinukleotit, env kodlayan bir uglncu polinukleotit

ve bahse konu lentiviral vektor.
Mevcut bulus ayrica bahse konu lentiviral vektorunu igeren bir Uretici hucre ile ilgilidir.
Mevcut bulus ayrica bahse konu Uretici hucrenin Urettigi bir vektor parcacigi ile ilgilidir.

Mevcut bulus ayrica bahse konu lentiviral vektor ile kalit aktarilmis bir kenakgr htuicre ile ilgili
olup, icerisinde hucre bir somatik kdk hiicre, bir ata hiicre ya da bir hematopoietik kodk hiucre

olup, igerisinde hucre bir insan embriyonik kok hucresi degildir.

Mevcut bulug, adrenoldkodistrofi ya da adrenomiyelonoropatinin tedavi edilmesine yonelik bir
metotta kullaniimak Uzere bahse konu vektor ile aktarilan hematopoietik bir kok ya da ata

hucre ile ilgilidir.

Mevcut bulus ayrica gen terapisinde kullamm icin bahse konu lentiviral vektor ile ilgili olup,
icerisinde gen terapisi adrenolokodistrofi ya da adrenomiyelonbropatiyi tedavi eder ya da

onler.

Cesitli orneklerde, meveut aciklama kismen asadidakileri igeren bir vektor tasarlamakta olup:
hir sol (5') retroviral LTR; bir merkez polipurin kanali/ DNA kanadi (¢cPPT/ FLAFPY; bir retroviral
digan aktarnim ©desi; bir ATP badlayici kaseti, alt aile D, uye 1 (ABCD1) polipeptidini
kodlayan bir polinukleotide iglevsel olarak bagh bir mikrogliyal hiicrede aktif olan bir baglatici;
ve bir sag (3') retroviral LTR; icerisinde vektor, bir dag sicani transkripsiyon sonrasi

duzenleyici 0gesini (WPRE} icermez.
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Ozel drneklerde, vektor bir lentivirus vektorudur.

ilgili drneklerde, lentivirus HIV'dir.

Daha ozel 6rneklerde, lentiviruis HIV-1'dir.

Bazi érneklerde, 5' LTR'nin baglaticisi bir heterolog baslatici ile degistirilir.

Ek orneklerde, heterolog baslatici bir sitomegaloviriis (CMV) baslaticisi, bir Rous Sarkom
Virusu (RSV) baslaticisi ya da bir Simian Virus 40 (SV40) baslaticisidir.

Ek 6zel orneklerde, heterolog baslatici bir CMV baslaticisidir.

Baska orneklerde, 5' LTR ya da 3' LTR bir lentivirUs LTR'sidir.

Diger orneklerde, 5' LTR ve 3' LTR, lentivirus LTR'leridir.

Belirli 6zel orneklerde, lentivirus HIV-1'dir.

Ozel drneklerde, 3' LTR bir ya da daha fazla modifikasyon icerir.

Belirli 6zel drneklerde, 3' LTR bir ya da daha fazla delesyon igerir.

Ek orneklerde, 3' LTR kendi kendini inaktive eden (SIN) bir LTR'dir.

Baz orneklerde, retroviral digari aktarim ©desi bir rev tepkisi 0gesidir (RRE).
Diger ormeklerde, cPPT/ FLAP, HIV-1'dir.

Belirli 6rneklerde, baslatici bir miyeloproliferatif sarkom virusu guglendiricisi, negatif kontrol
bolgesi delesyona ugramis, dI587rev primer baglama bolgesi ornatilmis (MND) haslaticiyl ya

da bunun transkripsiyonel olarak aktif parcasini icerir.
Ozel drneklerde, ABCD1 polipeptidini kodlayan polinukleotit bir cDNA'dir.
ligili orneklerde, cDNA optimize edilmis bir Kozak sekansini igerir.

Belirli érneklerde, optimal Kozak sekansi (GCC)RCCATGG olup, igerisinde R bir purindir (A
ya da G).

Ozel drneklerde, polintikleotit insan ABCD1 polipeptidini kodlar.

Cesitli drneklerde, bu aciklama kismen, asagidakileri iceren bir lentiviral vektorl tasarlamakta
olup: bir sol (8') LTR; bir cPPT/ FLAP; bir RRE; bir insan ABCD1 polipeptidini kodlayan bir
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polinukleotide islevsel olarak bagh bir MND baslaticisi; bir sag (3') LTR; ve bir
poliadenilasyon sekansi; icerisinde vektor, bir dag sicani transkripsiyon sonrasi duzenleyici

odesi (WPRE) icermez.
Ozel drneklerde, lentiviral vektor bir Psi (XF) paketleme sinyali igerir.

Belirli orneklerde, poliadenilasyon sekansi, bir bovin buyume hormonu poliadenilasyon ya da

sinyal tavgani B-globin poliadenilasyon sekansidir.
Belirli 0zel orneklerde, lentiviral vektor, HIV-1'den gelen bir 5' LTR ya da 3' LTR igerir.
Ek orneklerde, 3' LTR bir SIN LTR'dir.

Cesitli yapilanmalarda, mevcut bulug, kismen, asagidakileri iceren bir lentiviral vektor
tasarlamakta olup: bir sol (5') HIV-1 LTR; bir Psi (W) paketleme sinyali; bir merkezi polipurin
yolu/ DNA kanadi (cPPT/ FLAP); bir RRE retroviral disari aktarim elemani; negatif kontrol
bdlgesi silinmig, dI587rev primer badlama bélgesi ornatiimis (MND) baslaticisi bir insan ATP
baglayan kaseti, alt aile D, Uye 1 (ABCD1) polipeptidini kodlayan bir cDNA'va islevsel olarak
badh bir miveloproliferatif sarkom viriasii guclendiricisi; bir sag (3'} kendi kendini inaktive eden
(SIN) HIV-1 LTR; ve (g) sentetik bir tavsan B-globin poliadenilasyon sekansi olup; igerisinde

lentiviral vektor, bir transkripsiyon sonrasi transkripsiyon dizenleyici 6ge (WPRE) icermez.

Cesitli yapilanmalarda, mevcut bulus kismen, bulusa gore bir vektor iceren bir memeli

hucresini tasarlar.

Ozel yapillanmalarda, mevcut bulug, kismen, asadidakileri iceren bir paketleme hucresi
tasarlamaktadir: bir gag kodlayan bir birinci pelintikleotit, pol kodlayan bir ikinci polinukleotit,
env kodlayan bir Ugluincu polintuikleotit ve bulusa gore bir vektor.

Belirli yapilanmalarda, mevcut bulus kismen, bulusa gore bir vektor igceren bir Uretici hucreyi

tasarlar.

Ek vapilanmalarda, mevcut bulus, kismen, uretici hlcre tarafindan uretilen vektor

parcaciklarini tasarlar.

Cesitli 6zel 6rneklerde, meveut agiklama, kismen, agadidakileri iceren bir vektor tasarlamakta
olup: en az bir LTR; bir merkez polipurin kanal/ DNA kanadi (cPPT/ FLAP); bir retroviral
digar aktarim ogesi; ve bir ATP badlayici kaseti, alt aile D, uye 1 (ABCD1) polipeptidini
kodlayan bir polinukleotide iglevsel olarak bagh bir mikrogliyal hiicrede aktif olan bir baglatici;

icerisinde vektor, bir dag sicani transkripsiyon sonrasi duzenleyici 0gesini (WPRE) icermez.



10

15

20

25

30

Cesitli belirli orneklerde, bu agiklama kismen, asadidakileri iceren bir vektor tasarlamakta
olup: en az bir LTR; bir cPPT/ FLAP; bir RRE; bir insan ABCD1 polipeptidini kodlayan bir
polinukleotide islevsel olarak badh bir MND baslaticisi; bir sad (3') LTR; ve bir
poliadenilasyon sekansi; igerisinde vektdr, bir dad sigani transkripsiyon sonrasi duzenleyici

ogesi (WPRE) icermez.

Cesitli ilave drneklerde, bu agiklama kismen, asagdidakileri iceren bir vektoru tasarlamakta
olup: en az bir SIB HIV-1 LTR; bir Psi (W) paketleme sinyali; bir cPPT/ FLAP; bir RRE; bir
insan ABCD1 polipeptidini kodlayan bir cDNA'ya islevsel olarak bagh bir MND baslaticisi; bir
sag (3') LTR; ve bir bir tavsan B-globin poliadenilasyon sekansi; igerisinde vektor, bir dag
sigani transkripsiyon sonrasi duzenleyici 6desi (WPRE) icermez.

Cesitli yapilanmalarda, mevcut bulug, kismen vektor tarafindan kaht aktariimig olan bir
konakg¢ hucreyi tasarlamakta olup, icerisinde konakgr hiicre bir somatik kdk hucresi, bir ata
hicre, ya da bir hematopoietik kok hucresi olup, icerisinde hiicre bir insan embroyonik kok

hiicresi degildir.

Ozel yapilanmalarda, mevcut bulus ayrica, kismen, gen terapisinde kullanim icin bahse
konu lentiviral vektorler tasarlamakta olup, icerisinde gen terapisi adrenolokodistrofi ya da

adrenomiyelonodropatiyi tedavi eder ya da onler.

Diger c¢esiti yapillanmalarda, mevcut bulus, kismen, adrenoldkodistrofi ya da
adrenomiyelondropatinin tedavi edilmesine yonelik bir metotta kullanilmak Uzere, bulusun bir
vektoru ile kalit aktarilmig olan hematopoietik bir kok ya da ata hiicre tasarlamaktadir.

Belirli yapilanmalarda hucre, bir hematopoietik kok hucredir.
SEKANS TANIMLAYICILARININ KISA ACIKLAMASI
SEK ID NO: 1 insan ABCD1'ini kodlayan bir cDNA sekansidir.
SEK ID NO: 2 insan ABCD1'ini kodlayan bir cDNA sekansidir.
SEK ID NO: 3, bir MND baslatici polinukleotit sekansidir.
CIZIMLERIN COK SAYIDAKI GORUNUMLERININ KISA TARIFI

Sekil 1, klinik éncesi ve klinik calismalarda kullanilan MND-ALD vektor yapilarinin sematik
haritasini gostermektedir. Tum vektorler, yuksek seviyeli ekspresyon icin MND baslaticisinin
kontrolu altinda insan ABCD-1 cDNA'sina sahiptir. pLBP100 ve pLBP140'a yapilan guvenlik

modifikasyonlar sunlari igerir: gag kodlama bolgesinde 2 durdurma kodonu, sag HIV LTR'nin
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U3unde 400bp'lik bir delesyon ve tavsan B-globin poliA (rBgppA) sinyali. HIV LTR, insan
immun yetmezlik tipi-1 virus uzun terminali tekrari; W+, paketleme sinyali; cPPT/ kanat,
merkezi poliptrin yolu; RRE, Rev uyumlu tepki 6gesi; ppt, polipurin yolu. pLBP140,
mutasyona ugramis (mut6) fakat fonksiyonel, dag sicam hepatit virlsu transkripsiyonel

sonrasi duzenleyici 0ge (AWPRE) uygulanmasi ile pLBP100 vektorunden ayrisir.

Sekil 2, deneylerde pLBP100 ve pLBP140 lentiviral vektorler ve kisa sureli sivi ve

metilseluloz kulturleri ile kaht aktarimi gostermektedir.

Sekil 3, pLBP100 ve pLBP140 lentiviral vektorler ile kalit aktarimi takiben kisa sureli sivi ve
metielluloz kulturleri ya da MS5 stromalarini destekleyen uzun vadeli kulturl gostermektedir.

Sekil 4, normal insan CD34+ hucrelerinin kalit aktarimindan sonra miyeloid (CFU-GM; Sekil
4A) ve eritroid (BFU-E; Sek.4B) atalarinin sayisini gdostermektedir. Kalit aktarimlar, dort ayri
deney igeren pLBP100 (p100) ya da pLBP140 (p140) kullanilarak gergeklestiriimistir.

Sekil 5, sinirlayici seyreltmeyi ve 5 haftalik stromal ko-kulturun, ikincil CFC'lerin sayimi igin
metilseluloz kulturlerine aktanimasini takiben LTC-IC'lerin sikhdim ve L-Calc™ programi

kullanilarak % 95'lik glven araliklari ile frekanslarin tahmin edilmesini gostermektedir.

Sekil 6, kisa sureli atalarda vektor entegrasyonunun verimliligini gostermektedir. (A) Sivi
kulturde 7.,14., 28., 31. ve 35. gunlerde hucrelerde vektdor kopya numarasi (VCN). (B)
Havuzlanmig 14. gun CFC kulturlerinden ortalama VCN.(C) Yuzde vektdr pozitif miyeloid

kolonileri. Analiz edilen pozitif ve toplam koloni sayilan belirtilmistir.

Sekil 7, kisa sureli atalara kargi uzun sureli (LTC-IC) atalarin vektor entegrasyonunun
verimliligini gostermektedir.(A} Havuzlanmis 14. gun CFC kulturlerinden ortalama VCN.(B)
Yuzde vektdr pozitif miyeloid kolonileri. Analiz edilen pozitif ve toplam koloni sayilar

belirtilmistir.

Sekil 8, kalit aktarimis hicrelerde akis sitometrisi ile ALD proteini (ALDP) ekspresyonunu
gostermektedir. (A1 ve A2) Farkh deneylerden gelen sahte, pLBP100and ve pLBP140 kalt
aktarilmig hucreler icin PE floresanini gosteren histogramlar. {B)Yuzde ALDP pozitif hucreler,
7. gun (deneyler 072010 ve 091410}, 14. gun {deney 08101010) ve 28. gun (deney 080610).
(C) ALDP+ hucreleri arasinda ALDP ifadesinin nispi seviyelerini gosteren sahte kontroller

Uzerinde bir oran olarak MFI.

Sekil 9, bir MND-ALD vektor yapisinin sematik haritasini gostermektedir. Vektor, yuksek
seviyeli ekspresyon igcin MND baslaticisinin kontrolu altinda insan ABCD-1 cDNA'sina

sahiptir. HIV LTR, insan immun yetmezlik tipi-1 virus uzun terminali tekrari; W+, paketleme
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sinyali; cPPT/ kanat, merkezi polipurin yolu; RRE, Rev uyumlu tepki ©6desi; ppt, polipurin yolu.

Vektor bir WPRE sekansini icermemektedir.

Sekil 10, gesitli MOI'de p100 ve p140 ile kalit aktariimig olan 4496 hucrelerinde VCN'ye kargi

sahteye VLCFA'nin duzeltmesinin oranini géstermektedir.
DETAYLI TARIFNAME
A. Genel Bakis

Mevcut bulug genel olarak adrenolokodistrofiler ve adrenomiyelonoropatiler igin daha guvenli
ve daha etkili viral vektorlere ve kalit aktarilmig hucre terapilerine yoneliktir. Herhangi bir
teoriye bagdli kalmak istemeyen Bagvuru Sahipleri, ALD've sahip erkek ¢ocuklarin
hematopoietik kok hucrelerinin baska sekilde normal oldudunu ve kemik mikrogliya kokenli
olduklari icin, deneklerin hematopoietik kok hucrelerin de yetersiz ABCD1 geninin normal
ABDC1 c¢cDNA ile desteklenmesinin  beyin mikrogliyasinda ALDP  seviyelerinin
normallestiriimesine yol agacadin tasarlamislardir. Bu yuzden, mevcut bulusun vektorleri
kullanilarak normal ABCD1 cDNA'sinin otolog CD34+ hematopoietik hiicrelere ex vivo gen
transferi, ardindan kemik iligi ablasyonundan sonra transplantasyon, CNS fonksiyonunun
stabilizasyonu ve ALD'nin olumcll etkileri iliskili olan plazma VLCFA seviyelerinde bir dusis

ile sonuglanabilir.

Buna gobre, hematopoietik yamanma basarisizidr ve akut ve kronik GvHD'nin yok
edilmesinde onemli olgude azalmis risk ile hizl tedaviye izin vereceginden mevcut bulusun
bilegsimleri ve metotlari, ALD'li erkek gocuklarda tedavide dnemli bir tibbi ilerleme gosterebilir.
CNS bozulmasinin potansiyel olarak hizli olmasi ve HCT ile birlikte gorulen hastalk
stabilizasyonu icin 12 ila 18 arasinda beklemek gerektidi icin, bu toplulukta kaybedecek hig

zaman yoktur.

Bu bulusun uygulamasi, tam tersi belirtiimedikce, teknikte uzman kisilerce bilinen geleneksel
molekuler biyoloji metotlari ve rekombinant DNA tekniklerinin bircogunu asagida gosterim
amac ile agiklanmistir. Bu teknikler literatirde tam olarak agiklanmistir. Bakimiz @rnek
olarak, Sambrook, et al.,, Molecular Cloning:A Laboratory Manual (2nd Edition, 1989);
Maniatis et al., Molecular Cloning:A Laboratory Manual (1982); DNA Cloning:A Practical
Apprcoach, vol.l & Il (D. Glover, ed.); Oligonucleotide Synthesis (N. Gait, ed., 1984), Nucleic
Acid Hybridization (B. Hames & S. Higgins, eds., 1985}; Transcription and Translation (B.
Hames & S. Higgins, eds., 1984); Animal Cell Culture (R. Freshney, ed., 1986); A Practical
Guide to Molecular Cloning (B. Perbal, ed., 1984).
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B. Tanimlar

Baska sekilde tarif edilmedigi surece, burada kullanilan tum teknik ve bilimsel terimler,
bulusun ait oldugu teknikte uzman bir kisi tarafindan genel olarak anlasgilan ile ayni anlama

sahiptir. Meveut bulusun amaclari icin, asadidaki terimler asagida tanimlanmistir.

Burada kullanildigi sekli ile "retrovirus" terimi, genomik RNA'sini bir dogrusal ¢ift sarmalh
DNA kopyasina donusturen ve daha sonra genomik DNA'sini bir konakgl genomuna kovalent
olarak entegre eden bir RNA virustu anlamina gelir. Retrovirusler, kisa dimerlesmis bir
bolgeye sahip olan tek sarmalli bir RNA genomunun iki kopyasina sahip olan ¢ok sayida
yirmi eskenar uggen yuzlu olmayan, sarili viruslerden olusan Retroviridae ailesine aittir.
Retrovirusler gen dagitimi igin yaygin bir aractir (Miller, 2000, Nature. 357: 455-460). Virus
konakgl genoma entegre edildiginde, buna bir "provirus” denir. Provirus, RNA polimeraz Il
icin bir sablon olarak hizmet eder ve yeni viral pargaciklar uretmek icin gerekli olan yapisal

proteinleri ve enzimleri kodlayan RNA molekullerinin ekspresyonunu yonlendirir.

Tanimlayici retrovirusler sunlan icerir, ancak bunlar ile sinirh degildir; Moleney murin [osemi
virust (M-MuLV), Moloney murin sarkom virusu (MoMSV), Harvey murin sarkom virusu
(HaMuSV), murin meme tumori virust (MuMTV), gibon maymunu losemi virustu (GalLV),
kedigiller losemi virusu (FLV), spumaviriis, Friend murin losemi virlslt, Murine Kok Hucre

Virusu (MSCV) ve Rous Sarkom Virusu (RSV) ve lentivirus.

Burada kullanilan “lentivirus” terimi, karmasik retroviruslerin bir grubunu (ya da cinsini)
belirtir. Tanimlayici retrovirusler sunlan igerir, ancak bunlar ile simrh degildir: HIV (HIV tip 1
ve HIV tip 2 dahil olmak uzere insan immun yetmezlik virusu); visna maedi virus (VMV}
virusl; kaprin artrit ansefalit virusu (CAEV); at enfeksiydz anemi virusu (EIAV); kedigiller
immun yetmezlik virusu (FIV); sidir badisikhk eksikligi virusu (BIV); ve simian immun
yetmezlik virusu (SIV). Bir yapilanmada, HIV bazli vektor omurgalari {yani, HIV cis etkili

sekans ogeleri) tercih edilir.

Retroviral vektorler ve daha 6zel olarak lentiviral vektorler, meveut bulusun uygulanmasinda
kullanilabilir. Buna gbore, burada kullanildidr sekli ile "retrovirus” ya da "retroviral vektor” terimi

sirasi ile "lentivirus” ve "lentiviral vektorler” icerir.

"Vektor" terimi, burada, baska bir nikleik asit molekuluni transfer edebilen ya da nakleden
bir nukleik asit molekulunu belirtmek icin kullaniimaktadir. Transfer edilen nukleik asit
genellikle vektor nukleik asit molekulune eklenir. Bir vektor, bir hiucrede otonom
kopyalanmasini  yonlendiren sekanslarn igerebilir ya da konakgi hucre DNA'sina
entegrasyona izin vermek igin yeterli sekanslari igerebilir. Yararl vektorler, ornek olarak,
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plazmidleri (ornek olarak, DNA plazmidleri ya da RNA plazmidleri), kozmidleri, bakteriyel
yapay kromozomlar ve viral vektorleri icerir. Yararl viral vektorler, ornek olarak, kopyalama

kusurlu retrovirlisleri ve lentivirusleri icerir.

Teknikte uzman kisilerce agikga gorulecedi gibi, "viral vektor” terimi yaygin olarak, ya tipik
olarak nukleik asit molekulunun transfer edilmesini ya da bir hucrenin genomuna entegre
edilmesini kolaylagtiran virus kaynakh nukleik asit o6delerini iceren bir nukleik asit molekulune
(ornek olarak, bir transfer plazmidi) ya da nukleik asit transferine aracilik eden hir viral
parcacida atifta bulunur. Viral pargaciklar tipik olarak gesitli viral bilesenleri ve bazen ayni

zamanda nukleik aside (asitlere) ilaveten konakgi hiicre bilesenlerini de icerecektir.

Viral vektor terimi ya bir hucreye bir nukleik asidi transfer edebilme yetenegine sahip olan bir
viruse ya da viral pargaciga ya da transfer edilen nukleik asidin kendisine refere edebilir.
Viral vektorler ve transfer plazmidleri, esas olarak bir virusten turetilen yapisal ve/ veya
fonksiyonel genetik 0geleri icerir. "Retroviral vektor" terimi, temel olarak bir retrovirUsten
turetilen yapisal ve fonksiyonel genetik 6geleri iceren bir viral vektore ya da plazmide atifta
bulunur. "Lentiviral vektor" terimi, esas olarak bir lentiviristan turetilen LTR'ler dahil olmak
Uzere yapisal ve fonksiyonel genetik dgeleri iceren bir viral vektore ya da plazmide atifta
bulunur. "Melez" terimi, hem retroviral, 6rnek olarak lentiviral, sekanslari hem de lentiviral
olmayan viral sekanslar iceren bir vektore, LTR'ye ya da oteki nukleik aside atifta bulunur.
Bir melez vektor, retroviral, ornek olarak lentiviral, ters transkripsiyon, kopyalama,
entegrasyon ve/ veya paketleme ve alfavirus alt genomik baslatici sekanslan, yapisal
olmayan proteinler ve/ veya polimeraz tanima sahalar icin sekanslar iceren bir vektor ya da

transfer plazmidine atifta bulunabilir.

Ozel yapilanmalarda, “lentiviral vektor", "lentiviral ekspresyon vektori" terimleri, lentiviral
transfer plazmidlerini ve/ veya enfeksiyoz lentiviral pargcaciklarina atifta bulunmak igin
kullanilabilir. Burada klonlama alanlan, basglaticilar, duzenleyici 6geler, heterolog nukleik
asitler, vb. gibi dgelere atifta bulunuldugunda, bu 9gdelerin sekanslarinin bulusun lentiviral
parcaciklarinda RNA formunda mevcut oldugu ve bulusun DNA plazmidlerinde DNA

formunda mevecut oldugu anlasiimalidir,

Provirusun her bir ucunda "uzun terminal tekrarlar” ya da "LTR'ler" olarak adlandinlan yapilar
vardir. "Uzun terminal tekrar (LTR)" terimi, dogal sekans baglaminda, dogrudan tekrarlar olan
ve U3, R ve U5 bolgelerini igeren retroviral DNA'larin uglarinda yer alan baz iftlerinin etki
alanlarini ifade eder. LTR'ler genellikle retroviral genlerin ekspresyonuna (ornek olarak gen
transkriptlerinin gelistiriimesi, baslatiimasi ve poliadenilasyonu) ve viral kopyalamaya temel

fonksiyonlar saglar. LTR, transkripsiyonel kontrol ogeleri, poliadenilasyon sinyalleri ve viral
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genomun kopyalanmasi ve entegrasyonu icin gerekli sekanslar dahil olmak Uzere ¢gok sayida
duzenleyici sinyal icerir. Viral LTR, U3, R ve U5 olarak adlandirilan ug¢ bdlgeye ayrilmistir. U3
bolgesi, gelistirici ve baslatici 9geleri icerir. U5 bdlgesi, primer baglama bdlgesi ve R bdlgesi
arasindaki sekanstir ve poliadenilasyon sekansini igerir. R (tekrar) bolgesi U3 ve U5 bolgeleri
tarafindan kusatilmigtir. U3, R ve U5 bdlgelerinden olugan LTR, hem viral genomun hem &'
hem de 3' uglarinda gorulur. 5' LTR'ye komsu olan, genomun (tRNA primer baglama bolgesi)
ters transkripsiyonu igin ve viral RNA'nin partikuller halinde (Psi bolgesi) verimli bir sekilde

paketlenmesi igin gerekli sekanslardir.

Burada kullanmldigi sekli ile "paketleme sinyali® ya da "paketleme sekansi" terimi, viral
RNA'nin viral kapsid ya da pargacik icine sokulmasi igin gerekli olan retroviral genom iginde
yer alan sekanslari belirtir, bakiniz drnek olarak Clever et al., 1995.J. of Virology, Vol.69, No.
4; pp. 2101-2109.Cok sayida retroviral vektor, viral genomun kapsullenmesi icin gerekli olan
minimum paketleme sinyalini (ayn1 zamanda psi [¥] sekansi olarak da adlandinlir) kullanir.
Dolayisi ile, burada kullanildigi sekli ile "paketleme sekansi”, "paketleme sinyali", "psi" ve
"nx¥ sembolu™ terimleri, viral pargcacik olusumu sirasinda retroviral RNA sarmallarnn

kapsullenmesi icin gerekli olan kodlayici olmayan sekansa referans olarak kullaniimaktadir.

Cesitli yapillanmalarda, vektarler modifiye edilmis 5' LTR ve/ veya 3' LTR'leri igerir.3' LTR'nin
modifikasyonlari, virus Kkopyalanmasini kusurlu hale getirerek lentiviral ya da retroviral
sistemlerin guvenligini arttirmak igin siklikla yapilir. Burada kullanildigi sekli ile "kopyalama
kusurlu" terimi, enfektif viryonlar Uretiimeyecek sekilde (drnek olarak, kopyalama kusurlu
lentiviral silsile) tam, etkili kopyalama yapamayan viruse atifta bulunur. "Kopyalama yetkin"
terimi, virusun viral kopyalanmasinin enfektif viryonlar (érnek olarak, kopyalama yetkin
lentiviral silsile) uretebilecedi sekilde, godalma yetenedine sahip olan vahsi tip virus ya da

mutant virus anlamina gelir.

"Kendi kendine inaktive eden” (SIN) vektorleri, U3 bdlgesi olarak bilinen sag (3') LTR arttinci-
haglatici bdlgenin viral transkripsiyonun viral kopyalamanin ilk basamadinin odtesine
gegcmesini onlemek icin modifive edildidi (ornek olarak, delesyon ve ornatiima vasitasi ile)
retroviral ya da lentiviral vektorler gibi kopyalama kusurlu vektorleri belirtir. Bunun nedeni, (3")
LTR U3 bolgesinin, viral kopyalama sirasinda sol (5'} LTR U3 bblgesi igin bir gablon olarak
kullanilmasi  ve dolayisi ile, viral transkripsiyonun U3 artinci-baslatici olmadan
yapilamamasidir. Bulusun bir baska yapilanmasinda, 3' LTR, U5 bbdlgesinin ornek olarak
ideal bir poli(A) sekansi ile degdistirilecedi sekilde modifiye edilir. 3' LTR, 5 LTRyada 3've &'
LTR'lerin her ikisine de yapilan degisiklikler gibi LTR'lerde yapilan degisikliklerin de bulusa
dahil edildigi dikkate ahinmalidir.
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Viral pargaciklarin Uretimi sirasinda viral genomun transkripsiyonunu tahrik etmek icin 5
LTR'nin U3 bblgesinin bir heterolog baslatici ile degistiriimesi ile ilave bir guvenlik artigi
saglanir. Kullanilabilen heterolog baslaticilarin ornekleri arasinda, ornek olarak, viral simian
virust 40 (SV40) (ornek olarak, erken ya da gec), sitomegalovirls (CMV) (6rnek olarak,
immediyat erken), Moloney murin losemi virusu (MoMLV), Rous sarkom virusu (RSV) ve
herpes simpleks virusu (HSV) (timidin kinaz) baslaticilan bulunur. Tipik baslaticilar Tat'dan
bagimsiz bir sekilde yuksek seviyelerde transkripsiyonu tahrik edebilirler. Bu yerine koyma
tedavisi, virlis Uretim sisteminde tam bir U3 dizisi olmadigindan gogaltma vetkili virlis Uretme

capraz gen olusturma olasihdini azaltir.

Bazi yapilanmalarda, viral vektorler bir TAR 0gesi icerir. "TAR" terimi, lentiviral (ornek olarak,
HIV) LTR'lerin R bdlgesinde yer alan "trans aktivasyon tepkisi” genetik dgesini ifade eder. Bu
0de, viral kopyalanmasini arttirmak igin lentiviral trans aktivator (tat) genetik dgesi ile
etkilesir. Bununla birlikte, bu 6de, 5 LTR'nin U3 bdlgesinin bir heterolog baslatici ile
degistirildigi yapilanmalarda gerekli degildir.

"R bblgesi", capping grubunun baslangicindan (yani, transkripsiyonun baslangici} baslayarak
ve poli A yolunun baslangicindan hemen 6nce sona eren retroviral LTR'ler igcindeki bolgeye
atifta bulunur. R bolgesi ayrica U3 ve U5 bolgeleri tarafindan kusatiimis olarak
tanimlanmaktadir. R bolgesi, yenilenen DNA'nin genomun bir ucundan diderine

aktarilmasina izin veren ters transkripsiyon sirasinda rol oynar.

Burada kullanilch@ sekli ile, "FLAP ©desi" terimi, bir retrovirusun, drnek olarak HIV-1 ya da
HIV-2'nin merkezi polipurin yolunu ve merkezi sonlandirma sekanslarini (cPPT ve CTS)
iceren bir nukleik aside karsilik gelir. Uygun FLAP 6geleri, US Pat. No. 6,682,907 ve Zennou,
et al,, 2000, Cell, 101:173'te tarif edilmistir. HIV-1 ters transkripsiyonu sirasinda, merkezi
polipurin yolundaki {cPPT) arti sarmali DNA'nin merkezi baslatimasi ve merkezi
sonlandirma sekansindaki (CTS) merkezi sonlandirma, Ug sarmalll bir DNA vyapisinin
olusumuna yol acar: HIV-1 merkezi DNA kanadi. Herhangi bir teori ile sinirlanmak
istenmemek ile birlikte, DNA kanadi lentiviral genom nukleer ice aktarimimin cis aktif
belirleyicisi olarak hareket edebilir ve/ veya virus titresini artirabilir. Ozel yapilanmalarda,
lentiviral vektor omurgalar, vektorlerdeki ilgili heterolog genlerin Ust akisinda ya da alt
akisinda bir ya da daha fazla FLAP 0gesi igerir. Ornek olarak, ozel yapilanmalarda, bir
transfer plazmid bir FLAP ©gesi icerir. Bir yapilanmada, bulusun bir vektoru, HIV-1'den izole

edilen bir FLAP ©gesi icerir.

Bir yapilanmada, lentiviral transfer vektorleri bir ya da daha fazla disa aktarma o6gesi icerir.

"Diga aktarma 0gesi" terimi, bir RNA transkriptinin nukleustan bir hucrenin sitoplazmasina
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tasinmasini duzenleyen cis etkili bir transkripsiyon sonrasi duzenleyici ©gesine atifta
bulunmaktadir. RNA disa aktarma ogelerinin drnekleri arasinda, bunlar ile simirh olmamak
Uzere, insan immun yetmezlik virusu (HIV) rev tepki 6desi (RRE) (bakiniz drnek olarak,
Cullen et al., 1991. J. Virol. 65: 1053; ve Cullen et al., 1991. Cell 58:423) ve hepatit B virusi
transkripsiyon sonrasi duzenleyici 6de (HPRE) bulunur. Genel olarak, RNA disa aktarma

ogesi bir genin 3' UTR'sine yerlestirilir ve bir ya da ¢oklu kopya olarak eklenebilir.

Heterolog sekanslann viral vektorlerde ekspresyonu, transkripsiyon sonrasi duzenleyici
ogeler ve etkin poliadenilasyon alanlari ve istege bagh olarak transkripsiyon sonlandirma
sinyallerinin vektorlere dahil edilmesi ile arttinlabilir. Transkripsiyon sonrasi duzenleyici
odelerin bir cesitliligi proteindeki bir heterolog nukleik asidin ekspresyonunu arttirabilir, Grnek
olarak, dag sicani hepatit virusin transkripsiyon sonrasi duzenleyici 8de (WPRE; Zufferey ve
arkadaslari, 1999, J. Virol., 73. 2886); hepatit B virusunde (HPRE) mevcut olan
transkripsiyonel duzenleyici ode (WPRE; Zufferey et al.,, 1999, J. Virol.,, 73:2886); the
posttranscriptional regulatory element present in hepatitis B virus (HPRE) (Huang et al., Mol.
Cell. Biol., 5:3864); ve benzerleri (Liu et al., 1995, Genes Dev., 9:1766). Transkripsiyon
sonras| duzenleyici 6ge genellikle 3' ucunda heterolog nukleik asit sekansina konumlandirilir.
Bu konfiglrasyon, 5' kismi, heterolog nikleik asit kodlama sekanslarini igeren ve 3' kismi,
transkripsiyon sonrasi duzenleyici 6§e sekansini iceren bir mRNA transkriptinin sentezi ile
sonuclanir. Tercih edilen yapilanmalarda, bulusun vektorleri bir WPRE ya da HPRE gibi bir
transkripsiyon sonrasi duzenleyici 0geden yoksundur ya da onu igcermez, cunkii bazi
durumlarda bu ogeler hlcresel transformasyon riskini arttinr ve/ veya mRNA transkript
miktarini ya da mRNA stabilitesini buyuk olgude ya da kayda deger miktarda arttirmaz. Bu
neden ile, bazi yapilanmalarda, bulugun vektorleri ek bir guvenlik énlemi olarak bir WPRE ya

da HPRE'den yoksundur ya da bunu icermez.

Heterolog nukleik asit transkriptlerinin - etkin - sonlandiriimasini ve  poliadenilasyonu
yonlendiren ©0@eler, heterolog gen ekspresyonunu arttinr. Transkripsiyon sonlandirma
sinyalleri genellikle poliadenilasyon sinyalinin alt akiginda bulunur. Burada kullanildi§i sekli
ile "poliA bolgesi” ya da "poliA sekansi” terimi, RNA polimeraz |l ile yeni ortaya cikan RNA
transkriptinin hem sonlandiriimasini hem de poliadenilasyonunu yonlendiren bir DNA dizisini
belirtir. Rekombinant transkriptin etkili poliadenilasyonu, bir poliA kuyrugu igcermeyen
transkriptlerin kararsiz olmasi ve hizla bozunmasi nedeni ile arzu edilir. PoliA sinyallerinin
agiklayici ornekleri, ideal bir poliA sekansini (ornek olarak, AATAAA, ATTAAA AGTAAA), bir
sigir buyime hormonu poliA sekansini (BGHpA), bir tavsan B-globin poliA sekansini (rBgpA)
ya da teknigin mevcut durumunda bilinen bagka bir uygun heterolog ya da endojen poliA

sekansini igerir.
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Bazi yapilanmalarda, bir lentiviral vektor ayrica bir insulator 0ge de icerir. Insulator dgeler,
genomik DNA'da bulunan cis etkili odelerin aracilik ettidi ve transfer edilmis sekanslarin
denetimsizlestirilmis ekspresyonuna yol acan lentivirls eksprese edilmis sekanslarin, ornek
olarak terapdtik polipeptidlerin, 6rnek olarak, entegrasyon bdlgesi etkilerinden korunmasina
katkida bulunabilir (yani, pozisyon etkisi; ornek olarak, Burgess-Beusse et al., 2002, Proc.
Natl. Acad. Sci.,, USA, 99:16433; and Zhan et al., 2001, Hum. Genet., 109:471). Bazi
yapilanmada, transfer vektorleri, bir LTR'de ya da her ikisinde ya da hicresel genoma
entegre olan vektorun bodlgesinde baska bir yerde bir insulator 6de icerir. Bulusta kullanim
icin uygun insulatorler, bunlar ile sinirh olmamak Uzere, tavuk B-globin insulatorunu igerir
(bakinmiz Chung et al., 1993. Cell 74:505; Chung etal., 1997. PNAS 94:575; and Bell etal.,
1999. Cell 98:387). insulator ogelerinin ornekleri arasinda, bunlar ile sinirli olmamak uzere,

tavuk HS4 gibi bir B-globin lokusundan bir insulator bulunur.

Bulusun belli 6zel yapillanmalarina gore, viral vektor omurga sekanslarinin ¢ogu ya da tumu
hir lentivuristen, ornek olarak HIV-1'den turetilmektedir. Bunun ile birlikte, birgok farkl
lentiviral sekans kaynadinin kullanilabilecedgi ve bazi lentiviral sekanslarda ¢ok sayida
ornatim ve degisikligin, bir transfer vektdrunun burada tarif edilen fonksiyonlari yerine
getirme yetenegini bozmadan vyerlestirilebilecedgi anlasiimahdir. Ayrnica, cesitli lentiviral
vektorler, teknikte bilinmektedir, bakiniz, Naldini etal., (1996a, 1996b, ve 1998); Zufferey
etal., (1997); Dull et al., 1998, U.S. Patent No'lan 6,013,516; ve 5,994,136'dan herhangi biri,
mevcut bulusun bir viral vektdrini ya da transfer plazmidini uretmek igin uyarlanabilir.

Burada kullanildigr sekli ile "polinukleotit” ya da "nukleik asit" terimleri haberci RNA (mRNA),
RNA, genomik RNA (gRNA} arti sarmalli RNA {(RNA {+)), eksi sarmali RNA (RNA (-)),
genomik DNA (gDNA) tamamlayici DNA (cDNA) ya da DNA anlamina gelir. Polinuklectitler,
tek ve ¢ift sarmalll polinukleotitleri icerir. Tercihen, bulusun polinuklectitleri, tipik olarak
varyantin, referans dizinin en az bir biyolojik aktivitesini korudugu yer olan burada tarif edilen
referans sekanslarindan herhangi birine (bakiniz, érnek olarak Sekans Listesi) en az yaklagik
olarak % 50, % 55, % 60, % 65, % 70, % 75, % 80, % 85, % 90, % 95, % 96, % 97, % 98, %
99 va da % 100 dizi ozdesligi oraninda polinukleotit ya da varyantlari icerir. Cesitli ornek
yapllanmalarda, mevcut bulus, kismen, viral vektoru ve transfer plazmid poliniukleotit
sekanslarini ve bunlan iceren bilesimleri tasarlar. Ozel yapilanmalarda, bulug terapotik

polipeptitleri kodlayan polinukleotitleri saglar.

Burada kullanildi§i sekli ile "polinukleotit varyant” ve "varyant" terimleri ve benzerleri, bir
referans polinukleotit sekansi ya da daha sonra tanimlanacak olan siki kosullar altinda bir
referans sekansi ile melezlenen polinukleotitler ile Gnemli oradan sekans 0zdesligi gosteren

polinukleotitleri ifade eder. Bu terimler, bir ya da daha fazla nuklectidin ilave edildigi ya da
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cikarildigr ya da bir referans polinukleotit ile karsilastinidiginda farkli nukleotidler ile
dedistirildigi  polintkleotitleri icerir. Bu baglamda, teknikte, mutasyonlar, eklemeler,
delesyonlar ve ornatimlar dahil bazi degisikliklerin, bir referans polinukleotide yapilabilecedi,
boylece degistiriimis polinukleotidin, referans polinukleotidin biyolojik fonksiyonunu ya da

aktivitesini koruyabildigi iyi bilinmektedir.

Burada kullanildigr hali ile, "izole edilmig" terimi, normal olarak kendi dogal durumunda
kendisine eslik eden bilesenlerin bluyuk olgude ya da esas olarak olmadigi malzeme
anlamina gelir. Ornek olarak, burada kullanilan "izole edilmis bir polinukleotit" terimi, dogal
olarak meydana gelen bir durumda, ornek olarak, normal olarak pargaya bitisik olan
sekanslardan ayrilan bir DNA pargasini cevreleyen sekanslardan saflastiriimis bir

polinukleotit anlamina gelir.

Polinukleotitlerin oryantasyonunu tarif eden terimler arasinda asagidakiler bulunmaktadir: 5'
(normal olarak bir serbest fosfat grubuna sahip olan polintukleotidin ucu) ve 3' (normal olarak
hir serbest hidroksil (OH) grubuna sahip olan polinukleotidin ucu}. Polinuikleotit sekanslan 5'

3’ yonunde ya da 3' 5' ydnunde agiklanabilir.

"Tamamlayici” ve “"tamamlayicilik” terimleri, baz esleme kurallan ile ilgili polinUkleotidlere
(yani bir nukleotit sekansi} karsilik gelir. Ornek olarak, 5 AG T C AT G 3' DNA sekansinin
tamamlayici sekans1 3' T C A G T A C 5' dir. Sonuncu sekans genellikle soldaki 5' ucu ve
sagdaki 3'ucu, 5 CATGACT 3 ile ters tamamlayici olarak yazilir. Ters tamamlayicisina
esit olan bir sekansin bir palindromik sekans oldugu soylenir. Tamamlayicihk, nukleik
asitlerin bazlarinin, baz eslestirme kurallarina gore eslestirildigi sekilde "kismi" olabilir. Ya da,

nukleik asitler arasinda "tam" ya da "toplam” tamamlayicilik olabilir.

Burada kullanildigi sekli ile "nukleik asit kaseti" terimi, vektor icinde bir RNA'yI ve daha sonra
bir proteini eksprese edebilen genetik sekanslar belirtir. Nukleik asit kaseti ilgilenilen geni
icerir. Nukleik asit kaseti, vektor icinde, kasetin igindeki nukleik asit RNA'ya kopyasi
cikarilacak sekilde, ve gerekli oldugunda, bir proteine ya da bir polipeptide cevrilecek,
donusturulmius hucre icindeki aktivite icin gerekli olan uygun translasyon sonrasi
modifikasyonlara maruz kalacak, ve biyolojik aktivite icin uygun bolmeye vyeri
degistirilebilecek sekilde uygun hucre ici bolmeleri hedeflemek ya da hlicre digi bolmelere
salgilamak yolu ile pozisyonel olarak ve sirali olarak konumlandirilmistir. Tercihen, kaset 3'
ve 5' uglarina bir vektorun icine sokulmasi icin uyarlanmistir, érnek olarak her bir ugta
sinirlama endonukleaz alanlarn vardir. Bulugun tercih edilen bir yapilanmasinda, nukleik asit

kaseti, adrenolokodistrofi ya da adrenomiyelonoropatiyi tedavi etmek icin kullanilan bir
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terapotik gen sekansi igerir. Kaset cikarilahilir ve tek bir birim olarak bir plazmid ya da viral

vektor icine sokulabilir.

Polinukleotitler, ilgilenilen bir polinukleotidi icerir. Burada kullanilan "polinukleotit” terimi,
eksprese edilmesi arzu edilen bir ekspresyon vektorune sokulmus ornek olarak bir polipeptidi
(vani, ilgilenilen bir polipeptit) kodlayan bir polinukleotit, polinukleotit anlamina gelir. Belirli
vapilanmalarda, ilgilenilen polinukleotit, bir "terapotik polipeptit”, ornek olarak, ATP baglayici
kaset, alt aile D (ALD), Uuye 1 (ABCD1) geni olarak adlandirilabilecek bir hastallk ya da
bozuklugun tedavisinde ya da onlenmesinde terapotik bir etki saglayan bir polipeptidi kodlar.
ligilenilen polintikleotitler ve bunlardan kodlanan polipeptitler arasinda, vahsi tip polipeptitleri
kodlayan her iki polinukleotit ve bunlarin fonksiyonel varyantlar ve parcgalar bulunur. Ozel
yapilanmalarda, bir fonksiyonel varyant, karsilik gelen bir vahsi tip referans polinuikleotit ya
da polipeptit sekansina en az % 80, en az % 90, en az % 95 ya da en az % 99 dzdeslige
sahiptir. Belirli yapilanmalarda, bir fonksiyonel varyant ya da parga, karsilhik gelen bir vahsi tip
polipeptidin biyolojik aktivitesinin en az % 50'sini, en az % 60'in1, en az % 70'ini, en az %
80'ini ya da en az % 90'in1 icerir. Mevcut bulusta kullanim igin uygun olan temsili polinukleotit
sekanslan arasinda, bunlar ile sinirl olmamak ile birlikte, SEK ID NO'lar 1 ile 2'de belirtilen
insan ACBD1 cDNA'lari bulunur.

Mevcut bulusun polintkleotitleri, kodlama sekansinin kendisinin uzunlujundan badimsiz
olarak, baslaticilar ve/ veya guclendiriciler, translasyona ugramamis bolgeler (UTR'ler),
Kozak sekanslari, poliadenilasyon sinyalleri, ilave kisittama enzim bolgeleri, goklu klonlama
bélgeleri, i¢ ribozomal giris alanlan (IRES), rekombinaz tanima sahalar (ornek olarak, LoxP,
FRT ve Att alanlar), sonlandirma kodonlari, transkripsiyvon sonlandirma sinyalleri ve kendi
kendini bodlen polipeptitleri kodlayan polinukleotitler, epitop etiketleri gibi diger DNA
sekanslar ile burada baska bir yerde aciklandigi gibi ya da teknikte bilindigi gibi, genel
uzunluklar onemli dlcude degisebilir sekilde birlestirilebilir. Bu nedenle, hemen hemen her
uzunluga sahip bir polinuklectit pargasinin kullanilabilecedi dusunulmektedir, toplam uzunluk
tercihen, tasarlanan rekombinant DNA protokolunde hazirlama ve kullanim kolayhd: ile

sinirlanmaktadir.

Burada kullanilan "baslatici”" terimi, bir RNA polimerazin baglandigi bir polintkleotidin (DNA
ya da RNA) bir tanima bolgesini ifade eder. "Guglendirici" terimi, gelistirilmis transkripsiyon
sadlayabilen sekanslan igceren ve bazi durumlarda baska bir kontrol sekansina gore
yonelimlerinden badimsiz olarak islev gorebilen bir DNA segmentini ifade eder. Bir
islev gorebilir. "Basglatici/ guglendirici" terimi, hem baslatici hem de guglendirici fonksiyonlarn
saglayabilen sekanslari iceren bir DNA segmentini ifade eder. Bir yapilanmada, bulusa ait bir
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vektor, bir miyeloproliferatif sarkom virusu guglendiricisi, negatif kontrol bolgesi silinmis,
di587rev primer baglama bolgesi ornatiimis (MND) baslaticisi (Challita et al., J Virol.
69(2):748-55 (1995); SEK ID NO: 3) icerir.

Ozel yapilanmalarda, bulusun bir vektdru, baslaticilar ve/ veya guglendiriciler gibi dissal,
igten buyuyen ya da heterolog kontrol sekanslarini igerir. Bir "igten buyuyen" kontrol sekansi,
genomda belirli bir gen ile dogal olarak baglantih olan bir sekanstir. Bir "digsal" kontrol
sekansl, genin manipulasyonu yolu ile (yani, molekuler biyolojik teknikler} bu genin
transkripsiyonu, baglantili guglendirici/ baslatici tarafindan yonlendirecegdi sekilde bir gen ile
yan yana yerlestirilen bir sekanstir. Bir "heterolog" kontrol sekansi, genetik olarak manipule
edilen hucreden farkli bir tirden olan dissal bir sekanstir.

"Islevsel olarak baglanmig” terimi, bir yan yana durusu ifade etmekte olup, igerisinde tarif
edilen bilesenler, amacglanan sekilde islev gérmelerine izin veren bir iligki icindedirler. Bir
yapilanmada, terim, bir nukleik asit ekspresyon kontrol sekansi (bir baslatici ve/ veya
guclendirici gibi) ve bir ikinci polinUkleatit sekansi, 6rnek olarak, ilgilenilen bir polinukleotit,
arasindaki bir fonksiyonel baglantiya atifta bulunmakta olup, icerisinde ekspresyon kontrol

sekansi, ikinci sekansa karsilik gelen nukleik asidin transkripsiyonunu yonlendirir.

Burada kullanildigi sekli ile "yapici baslatici” terimi, islevsel olarak badh bir sekansin
transkripsiyonunu hi¢ durmadan ya da surekli olarak sadlayan bir baslaticiya atifta bulunur.
Yapici baslaticilar, cok gesitli hucre ve doku tiplerinde ekspresyona izin veren bir "her yerde
bulunan baslatici" ya da simirli hiicre ve doku tiplerinde ekspresyona izin veren "dokuya 6zgu
bir baglatict" olabilir. Tanimlayici her yerde bulunan baslaticilar arasinda, bunlar ile simirh
olmamak uzere, bir sitomegalovirus (CMV) immediyat erken baslaticisi, bir viral simian virusu
40 (SV40) (ornek olarak, erken ya da geg), bir Molon murin losemi virusi (MoMLV) LTR
baslaticisi, bir Rous sarkom virUst (RSV) LTR'si, bir herpes simpleks virust (HSV) (timidin
kinaz) basglaticisi, H5, P7.5 ve P11 baslaticilarindan asilama virusu, bir uzama faktoru 1-alfa
(EFla) baslaticisi, erken buyume tepkisi 1 (EGR1) ferritin H (FerH), ferritin L (Ferl),
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH), okaryotik translasyon baglatma faktéru 4A1
(EIF4A1), 151 soku 70kDa proteini 5 (HSPAS), 1s1 soku proteini 90kDa beta, uye 1 (HSP90B1)
}, 1s1 sok proteini 70kDa (HSP70), (3-kinesin ((3-KIN), insan ROSA 26 lokusu (Irions etal.,
Nature Biotechnology 25, 1477-1482 (2007)), bir Ubikuitin C baslaticisi (UBC) ) bir
fosfogliserat kinaz-1 (PGK) baslaticisi, bir sitomegalovirus guglendirici/ tavuk p-aktin {CAG)
baslaticisi ve bir B-aktin baslaticis1 bulunur.

Istenen bir polinukleotit sekansinin hucre tipine 6zgu, silsileye spesifik ya da doku spesifik

ekspresyonunu elde etmek igin dokuya spesifik bir baslaticinin kullanilmasi arzu edilebilir
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(ornek olarak, sadece bir hicre tipinin  ya da dokularin bir alt kimesinde bir polipeptidi
kodlayan 6zel bir nukleik asidi eksprese etmek igin ya da gelisimin belirli agamalarinda).Doku
spesifik baglaticilarinin tanimlayici érnekleri arasinda, bunlar ile sinirh olmamak Uzere: bir
B29 baslaticisi (B hiucre ekspresyonu), bir tunt transkripsiyvon faktori (CBFaZ2) baslaticisi
(kok hucre spesifik ekspresyonu), bir CD 14 baslaticisi (monositik hucre ekspresyonu), bir
CD43 baslatici (Iokosit ve trombosit ekspresyonu), bir CD45 baslaticisi (hematopoietik hucre
ekspresyonu), bir CD68 baslaticisi (makrofaj ekspresyonu), bir CYP450 3A4 baslaticisi
(hepatosit ekspresyonu), bir desmin baslaticisi (kas ekspresyonu), bir elastaz 1 baslaticisi
(pankreas asiner hucresi) ekspresyon, bir endoglin baslaticisi {endotelyal hucre
ekspresyonu), fibroblast spesifik protein 1 baslaticisi (FSP1) baslaticisi (fibroblast hucre
ekspresyonu), fibronektin baslaticisi (fibroblast hiicre ekspresyonu), yuzgegler ile ilgili tirozin
kinaz 1 (FLT1) baslaticisi (endotel hucresi) ekspresyon), bir glival fibriler asidik protein
(GFAP) baslaticisi (astrosit ekspresyonu), bir insulin baslaticisi (pankreatik beta hicre
ekspresycnu), bir integrin, alfa 2b (ITGA2B) baslaticisi (megakaryositler), bir hiucre igi
adezyon molekulu 2 (ICAM-2) baslaticisi (endotelyal hicreler), bir interferon beta (IFN-p)
baslaticisi (hematopoietik hucreler), bir keratin 5 baslaticisi (keratinosit ekspresyonu), bir
miyoglohin (MB} baslaticisi (kas ekspresyonu), miyogenik farkhlagsma 1 (MYOD1) baslaticisi
(kas ekspresyonu), bir nefrin basglaticisi (podosit ekspresyonu), bir kemik gama-
karboksiglutamat proteini 2 (0OG-2) baslaticisi (osteoblast ekspresyonu), bir 3-cksoasit CoA
transferaz 2B {Oxct2B) baslaticisi, (haploid spermatid ekspresyonu), bir yuzey etkin protein B
(SP-B) baslaticisi (akciger ekspresyonu), bir sinapsin baslaticisi (noron ekspresyonu), bir
Wiskott Aldrich sendromu proteini (WASP) baslaticisi (hematopoietik hiicre ekspresyonu) yer

alir.

Bir yapilanmada, mevcut bulusun bir vektdru, mikroglival hiicrelerde, ornek olarak bir MND
baglaticisinda (SEK ID NO: 3) istenen bir polipeptidi, ornek olarak ABCD1'i eksprese eden bir

dokuya spesifik baglatici ve/ veya guglendirici igerir.

Burada kullanmildi§i sekli ile “"kosullu ekspresyon®, bunlar ile sinirh olmamak uzere,
induklenilebilen ekspresyon dahil olmak uUzere herhangi bir tipte kosullu ekspresyon;
bastirilabilir ekspresyon; belli bir fizyolojik, biyolojik ya da hastallk durumuna sahip olan
hucreler ya da dokulardaki ekspresyona atifta bulunabilir. Bu tanim hicre tipini ya da dokuya
ozgu ekspresyonu dislamak icin tasarlanmamistir. Bulusun belidi yapilanmalar, bir
polinukleotidin ilgi konusu kosullu ekspresyonunu saglar, drnek olarak ekspresyon, bir hiicre,
doku, organizma, vb., pelinukleotidin eksprese edilmesine neden olan ya da ilgilenilen
polinukleotit tarafindan kodlanan polintkleotidin ekspresyonunda bir artisa ya da azalmaya
neden olan bir tedaviye ya da duruma maruz birakilarak kontrol edilir.
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IndUklenebilir baslaticilarin/  sistemlerin  agiklayici ornekleri arasinda, bunlar ile smirl
olmamak Uzere, glukokortikoid ya da dstrojen reseptorlerini kodlayan genler icin baslaticilar
(ilgili hormon ile tedavi ile induklenebilen), metalotionin baglaticilan (¢esitli adir metaller ile
muamele ile induklenebilen} , MX-1 baslaticisi (interferon ile uyarilabilir), "GeneSwitch"
mifepriston duzenlenebilir sistemi (Sirin et al., 2003, Gene, 323:67), cumate induklenebilir
gen anahtan (WO 2002/088346), tetrasiklin bagimh duzenleyici sistemler vb. gibi steroid

induklenebilir baslaticilar bulunur.

Kosullu ekspresyon, bolgeye ozgu bir DNA rekombinaz kullanilarak da elde edilebilir.
Aciklamanin belirli 6rneklerine gore, vektor, bolgeye 6zgu bir rekombinazin aracilik ettigi
rekombinasyon icin en az bir (tipik olarak iki) bolge (bolgeler) icerir. Burada kullanildigi sekli
ile "rekombinaz" ya da "bdlgeye ozgu rekombinaz" terimleri, bir ya da daha fazla
rekombinasyon alani (drnek olarak, iki, Ug, dort, bes, yedi, on, on iki, on bes, yirmi, otuz, elli,
vb.} igeren rekombinasyon reaksiyonlarinda yer alan eksizyon ya da butunleyici proteinler,
enzimler, ko-faktorler ya da vahsi tip proteinler (bakiniz, Landy, Current Opinion in
Biotechnology 3:699-707 (1993)), ya da mutantlar, turevler, (6rnek olarak, rekombinasyon
protein sekanslarini ya da bunlarin fragmanlarini iceren fuzyon proteinleri), fragmanlari, ve
bunlarnn varyantlari olabilen iligkili proteinleri icerir. Mevcut agiklamanin ©zel drneklerinde
kullanim icin uygun rekombinazlarin tanimlayici drnekleri arasinda, bunlar ile sinirli elmamak
Uzere, asagdidakiler bulunmaktadir: Cre, Int, IHF, Xis, Flp, Fis, Hin, Cin, ®C31, Cin, Tn3
resolvaz, TndX, XerC, XerD, TnpX, Hjc, Gin, SpCCEIl ve ParA.

Vektorler, cok cesitli alana ozgu rekombinazlardan herhangi biri icin bir ya da daha fazla
rekombinasyon alani igerebilir. Bir alana 0zgi rekombinaz igcin hedef alanin, bir vektorun,
ornek olarak bir retroviral vektdr ya da lentiviral vektorun entegrasyonu igin gerekli herhangi
hir alana ek oldugu anlasiimalidir. Burada kullanildi§i sekli ile "rekombinasyon sekansi”,
"rekombinasyon alani” veya "alana dzgu rekombinasyon alani” terimleri, bir rekombinazin

tanimladidi ve baglandidi 6zel bir nukleik asit sekansini belirtir.

Ornek olarak, Cre rekombinaz igin bir rekombinasyon alani, 8 baz ¢ift gekirdekli bir sekansi
cevreleyen (13 nolu cift bazl ters cevrilmis tekrarlar iceren (rekombinaz badlama alanlar
olarak hizmet etmekte olan) hir 34 baz ¢ifti sekansi olan loxP'dir (bkz. Sauer, B., Current
Opinion in Biotechnology 5:521-527 (1994)un $ekil 1'). Diger ornek loxP alanlari, bunlar ile
sinirl olmamak Uzere sunlan icerir: lox511 (Hoess et al., 1996; Bethke and Sauer, 1997),
lox5171 {Lee and Saito, 1998), lox2272 (Lee and Saito, 1998), m2 (Langer et al., 2002),
lox71 (Albert etal., 1995) ve lox66 (Albert etal., 1995).
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FLP rekombinaz igin uygun tamima alanlari sunlari icerir, ancak bunlar ile sinirli degildir: FRT
(McLeod, et al.,, 1996), F4, F2, F3 (Schlake and Bode, 1994), F4, F5 (Schlake and Bode,
1994), FRT (LE) (Senecoff et al., 1988), FRT (RE) (Senecoff et al., 1988).

Tanima sekanslarinin diger ornekleri, rekombinaz enzim A Integraz, drnek olarak phi-c31
tarafindan taninan attB, attP, attL ve attR sekanslandir. $31 SSR, yalnizca heterotipik alanlar
attB (uzunluk olarak 34 bp}) ve attP (uzunluk olarak 39 bp) arasinda rekombinasyona aracilik
eder (Groth et al., 2000). Sirasi ile, bakteri ve faj genomlari Uzerindeki faj entegrasyonu igin
baglanti alanlarina verilen attB ve attP, her ikisi de, 31C31 homodimerler tarafindan
muhtemel olan kusurlu ters tekrarlar igerir (Groth et al., 2000).Urun alanlari, attL ve attR,
$C31 aracih rekombinasyona (Belteki etal., 2003) karsi etkili degildir ve reaksiyonu geri
dondurulemez hale getirir. Katalizor insersiyonlari igin, attB tagiyan DNA'nin bir genomik attP
holgesine bir genomik attB bolgesine gore olandan daha kolay bir sekilde yerlestirildigi
bulunmustur (Thyagarajan etal., 2001; Belteki etal., 2003). Boylece, homolog rekombinasyon
ile bir tipik bir rekembinasyon pozisyonu, bir attP tasiyan "kenetlenme alani®, taniml bir lokus

icine yerlestirilir, daha sonra insersiyon igin bir attB tagiyan gelen sekans ile eglesir.

Burada kullanildigi sekli ile, bir "i¢ ribozom girig alam” ya da "IRES", bir sistronun (bir protein
kodlama bblgesi) ATG gibi baslatma kodonuna dogrudan i¢ ribozom girigini baslatan,
dolayisi ile genin kaptan bagimsiz translasyonuna neden olur. Bakiniz, drnek olarak,
Jackson et al, 1990.Trends Biochem Sci 15(12):477-83) ve Jackson and
Kaminski. 1995.RNA  1(10}:985-1000. Ozel yapilanmalarda, bulug tarafindan tasarlanan
vektorler, bir ya da daha fazla polipeptidi kodlayan bir ya da daha fazla polinukleotit icerir.
Cok sayida polipeptidin her birinin  etkili bir sekilde translasyonunu saglamak igin,
polinukleotit sekanslari, bir ya da daha fazla IRES sekansi ya da kendi kendini bolen

polipeptitleri kodlayan polintukleotit sekanslar ile ayrilabilir.

Burada kullamldigi sekli ile "Kozak sekansi” terimi, mRNA'nin ribozomun kuguk alt birimine
ilk badlanmasini buyuk dlgude kolaylastiran ve translasyonu artiran kisa bir nukleotid
sekansina atifta bulunmaktadir. Konsensus Kozak sekansi (GCC)RCCATGG olup, igerisinde
R bir purindir (A ya da G) (Kozak, 1986, Cell 44(2):283-92 ve Kozak, 1987. Nucleic Acids
Res. 15(20):8125-48).0zel yapilanmalarda, bulus tarafindan tasarlanan vektorler, bir
konsensus Kozak sekansina sahip olan ve arzu edilen bir polipeptidi, ornek olarak, ABCD1'i

kodlayan polinukleotitleri igerir.

Ozel yapillanmalarda, vektorler, eksprese edilecek olan bir polipeptidi kodlayan bir
polinukleotidin bir poliadenilasyon sekansini 3"Unu icerir. Poliadenilasyon sekanslari, bir

poliA kuyrugunun kodlama sekansinin 3' ucuna eklenmesi ile mRNA stabilitesini arttirabilir ve
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dolayisi ile artan translasyon verimliligine katkida bulunabilir. Taninan poliadenilasyon
alanlari, ideal bir poliA sekansini (ornek olarak, AATAAA, ATTAAA AGTAAA), bir sidir
buylme hormonu poliA sekansint (BGHpA), bir tavsan B-globin poliA sekansini {rBgpA) ya
da teknidin mevcut durumunda bilinen baska bir uygun heterolog ya da endojen poliA

sekansini igerir.

Belirli yapillanmalarda, vektorler, ayni zamanda segilebilir bir markor olarak adlandinlan bir
secim geni igerir. Tipik segim genleri, (a) antibiyotiklere ya da diger toksinlere, dornek olarak
ampisilin, neomisin, higromisin, metotreksat, Zeosin, Blastosidin ya da tetrasiklin, (b)
tamamlayici oksotrofik eksikliklere ya da (c) ornek olarak, Basil icin D-alanin rasemazini
kodlayan gen gibi kompleks ortamda mevcut olmayan kritik besin maddelerine kargi direng
kazandiran proteinleri kodlar. Donugturulmug hucre hatlarini geri kazanmak icin herhangi bir
sayida seg¢im sistemi kullanilabilir. Bunlar arasinda, bunlar ile sinirli olmamak Uzere, sirasiyla
tk- ya da aprt hicrelerde kullanilabilir olan herpes simpleks virusu timidin kinaz (Wigler etal.,
1977. Cell 11;223-232) ve adenin fosforibosiltransferaz (Lowy et al., 1990. Cell22:817-823})

genleri bulunur.

Bir "konakg1 hucre”, bir rekombinant vektor ya da bulusa ait bir polintkleotit ile in vivo ya da
in vitro olarak transfekte ya da enfekte edilmis hucreleri igerir. Konakgi hiicreler, paketleme
hucrelerini, uretici hucrelerini ve virls vektorleri ile enfekte olmus hicreleri icerebilir. Ozel
vapilanmalarda, bulusun viral vektoru ile enfekte edilen konakgi hucreler, tedaviye ihtiyag
duyan bir denege uygulanmada kullanmm igindir.

Buyuk odlcekli viral parcacik Uretimi genellikle makul bir viral titre elde etmek icin gereklidir.
Viral pargaciklar, bir transfer vektorunun, viral yapisal vef veya aksesori genler, drnek olarak,
gag, pol, env, tat, rev, vif, vpr, vpu, vpx ya da nef genleri ya da dider retroviral genleri igeren

hir paketleme hiicre hattina transfekte edilmesi ile Uretilir.

Burada kullanildigi sekli ile "paketleme vektort" terimi, bir paketleme sinyalinden yoksun olan
ve bir, iki, ug, dort ya da daha fazla viral yapisal ve/ veya aksesori genleri kodlayan bir
polinukleotit iceren bir ekspresyon vektorunu ya da viral vektdru belirtir. Tipik olarak,
paketleme vektorleri bir paketleme hucresine dahil edilir ve transfeksiyon, kalit aktarnim ya da
enfeksiyon yolu ile huicreye sokulur. Transfeksiyon, kalit aktarim ya da enfeksiyon metotlar,
teknikte uzman kisilerce iyi bilinmektedir. Mevcut bulusa ait bir lentiviral transfer vektori, bir
uretici huicre ya da hucre hatti olusturmak igin transfeksiyon, kalit aktarim ya da enfeksiyon
yolu ile bir paketleme hicre hattina sokulabilir. Mevcut bulugun paketleme vektorleri, ornek
olarak kalsiyum fosfat transfeksiyonu, lipofeksiyon ya da elektroporasyon gibi standart

metotlar ile insan hucrelerine ya da hucre hatlanna sokulabilir. Bazi yapilanmalarda,
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paketleme vektorleri, neomisin, higromisin, puromisin, blastosidin, zeosin, timidin kinaz,
DHFR, Gin sintetaz ya da ADA gibi baskin secilebilir bir markor ile hirlikte hiicrelerin icine
sokulur, ardindan ila¢ ve klonlarin izolasyonu varlhidinda secim yapilir. Secilebilir bir markor
gen, paketleme vektorl tarafindan kodlanan genlere, drnek olarak IRES ya da kendi kendine

parcalanan viral peptitlere fiziksel olarak baglanabilir.

Viral zarf proteinleri (env), hucre hatlarindan uretilen rekombinant retrovirusler tarafindan
nihayetinde enfekte ve transforme edilebilen konakgi hucre araligini belirler HIV-1, HIV-2,
SIV, FIV ve EIV gibi lentivirusler durumunda, env proteinleri gpd41 ve gp120'i icerir.
Tercihen, bulugun paketleme hucreleri tarafindan eksprese edilen viral env proteinleri, daha
once tarif edildidi gibi viral gag ve pol genlerinden ayri bir vektor uzerinde kodlanir.

Bulusta kullanilabilecek retroviral turevli env genlerinin tanimlayici érnekleri arasinda, bunlar
ile sinirl olmamak uzere, sunlar yer alir: MLV zarflar, 10A1 zarfi, BAEV, FelLV-B, RD114,
SSAV, Ebola, Sendai, FPV (Kus vebasi virusu)} ve grip virusu zarflan. Benzer sekilde, RNA
viruslerinden (ornek olarak, Picornaviridae, Calciviridae, Astroviridae, Togaviridae,
Flaviviridae, Kornaviridae, Paramiksoviridae, Rabdoviridae, Filoviridae, Orthomiksooviridae,
Bunyaviridae, Arenaviridae, Reoviridae, Birnaviridae, Retroviridae RNA virus aileleri) ve
ayrica DNA viruslerinden (Hepadnaviridae, Circoviridae, Parvoviridae, Papovaviridae,
Adenoviridae, Herpesviridae, Poksiiridae ve Iridoviridae familyalar) gelen zarflar kodlayan
genler kullanilabilir. Temsili ornekler arasinda FelV, VEE, HFVW, WD3V, SFV, Kuduz, ALV,
BIV, BLV, EBV, CAEV, SNV, ChTLV, STLV, MPMV, SMRV, RAV, FuSV, MH2, AEV, AMV,
CT10, EIAV bulunmaktadir.

Bagka yapilanmalarda, mevcut bulusa ait bir virusu psodo tipleme icin olan zarf proteinleri,
bunlar ile sinirh olmamak uzere, asagidaki viruslerden herhangi birini igerir: H1IN1, H1NZ2,
H3N2 ve H5N1 (kus gribi), influenza B, influenza C virusu, Hepatit A virusu, Hepatit B virusu,
Hepatit C virusu, Hepatit D virusu, Hepatit E virtsu, Rotavirus, Norwalk viris grubundan
herhangi bir virus gibi, enterik adenovirusler, parvovirus, Dang hummasi virusu, Maymun
cicek virusu, Mononegaviraller, kuduz virusu gibi Lyssavirus, Lagos yarasa virusu, Mokola
virusu, Duvenhage virusu, Avrupa yarasa virusu 1 ve 2 ve Avustralya yarasa virusu,
Efemerovirus, Vezikulovirus, Vezikuler Somatit Virus (VSV}, Herpes simpleks virusu tipleri 1
ve 2 gibi herpes virusler, varisella zoster, sitomegalovirus, Epstein-Bar virusin (EBV), insan
herpes virusleri (HHV), insan herpes virlis tip 6 ve 8, Insan immun yetmezlik virusl (HIV),
papilloma virus, murin gamma herpes virus, Arjantin hemorajik ates virusu, Bolivya hemorajik
ates virust, Sabia iligkili hemorajik ates virisi, Veneziella hemorajik ates virusu, Lassa atesg
virusu, Macgupo virusu, Lenfositik kariyomenenijit virusu gibi Arenavirusler (LCMV), Kirim

Kongo kanamali atesi virusu, Hanta virusu, bobrek sendromu ile birlikte kanamaya neden
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olan hemorajik ates, Rift Vadisi atesi virusu, Ebola hemorajik atesi de dahil olmak Uzere
Filoviridae (filovirus) ve Marsan hemorajik atesi, Kaysanur Orman hastaliklan virlsu dahil
olmak Uzere Flaviviridae, Omsk hemorajik ates virusu, virislere neden olan kene kaynakh
ensefalit ve Hendra virlusii ve Nipah virusu gibi paramiksoviridae, variola major ve variola
minor (gigek virusu), Venezuella ekuin ensefalit virusu, dogu ekuin ensefalit virusu, bati ekuin
ensefalit virusu gibi alfavirusler, SARS ile iligkili koronavirus (SARS-CoV), Bati Nil virusu,

viruse neden olan herhangi bir beyin iltihabi.

Bir yapilanmada, bulus, VSV-G glikoprotein ile psodo tiplenmis, ornek olarak lentivirus gibi

rekombinant retrovirus Ureten paketleme hucreleri saglar.

Burada kullanilan "psodo tip" veya "psodo tipleme" terimleri, viral zarf proteinleri, tercih edilen
ozelliklere sahip bagka bir virusun ornatiklari ile ornatilmis olan bir virtise karsilik gelir. Ornek
olarak HIV, HIV'in daha genis bir hucre aralidini enfekte etmesine izin veren vezikuler
stomatit virusu G-protein (VSV-G) zarf proteinleri ile psodo tiplenebilir, cunki HIV zarf
proteinleri (env geni tarafindan kodlanan) normal olarak virusi CD4+ gosteren hiicreleri
hedefler. Bulusun tercih edilen bir yapilanmasinda, lentiviral zarf proteinleri VSV-G ile psodo
tiplenmistir. Bir yapillanmada, bulus, VSV-G zarfi glikoprotein ile psddo tiplenmis, arnek

olarak lentivirusler gibi rekombinant retrovirusler Ureten paketleme hucreleri saglar.

Burada kullanildigr sekli ile "paketleme hucresi hatlan” terimi, bir paketleme sinyali
icermeyen, ancak viral parcaciklarin dogru sekilde paketlenmesi icin gerekli olan viral yapisal
proteinleri ve kopyalama enzimlerini (ornek olarak, gag, pol ve env) kararll ya da gegici
olarak eksprese eden hucre hatlarina referans olarak kullanilir. Bulusun paketleme
hucrelerini hazirlamak igin uygun herhangi bir hucre hatti kullanilabilir. Genel olarak, hucreler
memeli hucreleridir. Ozel bir yapilanmada, paketleme hiicre hattini Uretmek igin kullanilan
hiicreler, insan hucreleridir. Kullanilabilen uygun hicre hatlari, ornek olarak CHO hiicreleri,
BHK hucreleri, MDCK hucreleri, C3H 10T1/2 hucreleri, FLY hucreleri, Psi-2 hucreleri, BOSC
23 hucreleri, PA317 hucreleri, WEHI hucreleri, COS hucreleri, BSC 1 hucreleri, BSC 40
hucreleri, BMT 10 hucreleri, VERO hucreleri, W138 hucreleri, MRC5 hucreleri, A549
hucreleri, HT1080 hucreleri, 293 hucreleri, 293T hucreleri, B-50 hucreleri, 3T3 hucreleri,
NIH3T3 hicreleri, HepG2 hucreleri, Saos-2 hicreleri, Huh7 hiicreleri, Hel.a hiicreleri, W163
hucreleri, 211 hucreleri ve 211A hicrelerini igerir. Tercih edilen yapilanmalarda, ambalaj
hucreleri 293 hucreleri, 293T hucreleri ya da A549 hicreleridir. Tercih edilen baska bir
yapllanmada, hucreler A549 hucreleridir.

Burada kullanidigi sekli ile "uretici hiicre hatt" terimi, bir paketleme hicresi hatti ve bir

paketleme sinyali iceren bir transfer vektoru yapisi igeren, rekombinant retroviral pargaciklar
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uretebilen bir hiicre hattina karsiik gelir. Enfeksiyoz viral parcaciklarin ve viral stok
solusyonlarinin  Uretimi geleneksel teknikler kullanilarak gerceklestirilebilir. Viral stok
solusyonlari hazirlama metotlan, teknigin mevcut durumunda bilinmektedir ve ornek olarak,
Y. Soneoka et al. (1995) Nucl. Acids Res. 23:628-633, ve N. R. Landau et al.(1992) J.
Virol.66: 5110-5113'de gosterilmigtir. Bulasici virus pargaciklar, geleneksel teknikler
kullanilarak paketleme hucrelerinden toplanabilir. Ornek olarak, enfeksiyoz pargaciklar,
teknikte bilindigi gibi hucre lizisi ya da hucre kulturunun supernatanti toplanmasi ile
toplanabilir. Istege bagdh olarak, toplanan virus pargaciklari eger arzu edilirse saflastirilabilir.

Uygun saflastirma teknikleri, teknikte uzman kisiler tarafindan iyi bilinmektedir.

Bir retroviral ya da lentiviral vektor kullanilarak bir genin (genlerin) ya da baska bir
polinukleotit sekansinin transfeksiyondan ziyade viral enfeksiyon yolu ile verilmesi "kalt
aktarim” olarak adlandiriir. Bir yapilanmada, retroviral vektorler, enfeksiyon ve provirus
entegrasyonu yolu ile bir hicreye kaht aktarilir. Belirli yapilanmalarda, eder bir hlicre, bir viral
ya da retroviral vektor enfeksiyonu yolu ile bhir hiicreye gonderilmis olan bir gen yva da oteki
polintkleotit sekansi igeriyor ise, kaht aktanimigtir. Belirli yapilanmalarda, kalht aktariimig bir
hluicre, hucresel genomu icindeki bir retroviral ya da lentiviral vektor yolu ile goénderilmis olan

gen ya da dteki polinukleotit sekansin icerir.

Belirli yapilanmalarda, terapdtik bir polipeptidi, érnek olarak, bir ABCD1 polipeptidini
eksprese eden, bulusun viral vektoru ile kalit aktanlan konakgi hucreler, adrenolokodistrofi ya
da adrenomiyelonoropati gibi bir hastalidin, bozuklugun, ya da durumun iyilestiriimesi ve/
veya onlenmesi igin bir denege uygulanmasinda kullanim igindir. Mevcut bulusun belli
yapilanmalarinin kullanilabilecedi gen terapisinde viral vektorlerin kullanimina iliskin diger
metotlar, ornek olarak, Kay, M. A. (1997) Chest 111(6 Supp.):1385-142S; Ferry, N. and
Heard, J. M. (1998) Hum.Gene Ther.9: 1975-1981; Shiratory, Y. et al. (1999) Liver 19:265-
74; Oka, K. et al.(2000) Curr.Opin.Lipidol. 11:179-86; Thule, PM and Liu, JM (2000) Gene
Ther.7: 1744-1752; Yang, NS (1992) Krit.Rev. Biotechnol.12:335-56; Alt, M. (1995) J.
Hepatol.23:746-58; Brody, SL and Kristal, RG (1994) Ann.N.Y. Acad.Sci.716:90-101;
Strayer, DS (1999) Expert Opin. Investig. Drugs 8:2159-2172; Smith-Arica, J. R. and Bartlett,
J. 8. (2001) Curr. Cardiol. Rep 3: 43-49; ve Lee, HC etal. (2000) Nature 408:483-8'da

bulunabilir.

Burada kullanildidi sekli ile, icerik aksini agikga gostermedikce, "tedavi” ve "tedavi edilen”,
"tedavi etme” vb. gibi benzer kelimeler, yararli ve istenen sonuglari elde etmek icin ve
tercihen klinik sonuglari igeren bir yaklasimi gosterir. Tedavi, istege bagh olarak, hastaligin
ya da durumun semptomlarinin azaltilmasi ya da iyilestiriimesi ya da hastaligin ya da

durumun ilerlemesinin geciktirilmesini igerebilir.
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Burada kullamididi sekli ile, icerik aksini acikgca gostermedikce, "onlemek” ve "onlenmisg”,
"onleyen” vb. gibi benzer kelimeler, hastalikk ya da durumun ortaya cikma ya da tekrarlanma
olasiigini donlemek, engellemek ya da azaltmak icin bir yaklagim gdsterir. Bu, ayni zamanda
bir hastalik ya da durumun baslangicini ya da tekrarlamasini geciktirmeyi ya da bir hastalk
ya da durumun semptomlarinin ortaya gikmasini ya da tekrarlanmasini geciktirmeyi de
kapsar. Burada kullanildigi sekli ile "onleme" ve benzer kelimeler, ayni zamanda, hastalik ya
da durumun baslangicindan ya da niuksetmesinden once bir hastaigin ya da durumun

yogunlugunu, etkisini, semptomlarini ve/ veya yukunu azaltmayi da igerir.

Burada kullanildigi sekli ile, kalit aktanlmig bir konakgl hucrenin ya da bir maddenin "etkili bir
miktar" ya da "terapotik olarak etkili bir miktar", klinik sonuglar da dahil olmak Uzere, yararl

sonuclar gibi arzu edilen bir biyolojik etkiyi etkilemek icin yeterli miktardir.

Burada kullamldigi sekli ile "farmasoétik olarak kabul edilebilir tasiyici”, farmasbdtik olarak
kabul edilebilir hucre kultur ortami dahil olmak Uzere, fizyolojik olarak uyumlu olan her tarlu
ve herhangi bir gozucuyl, dispersiyon ortamini, kaplamalari, antibakteriyel ve antifungal
maddeleri, izotonik ve absorpsiyon geciktirici maddeleri ve benzerlerini icerir. Bir
yapilanmada, tasiyici, parenteral uygulama icin uygundur. Tasiyicl intravaskiler (ornek
olarak, intravendz ya da intraarteriyel), intraperitoneal ya da intramuskuler uygulama igin
uygun olabilir. Farmasotik olarak kabul edilebilir tasiyicilar arasinda steril sulu solusyonlar ya
da dispersiyonlar ve steril enjekte edilebilir gozeltilerin ya da dispersiyonun ekstemporane
hazirlanmasi igin steril tozlar bulunur. Farmasotik olarak aktif maddeler igin bu gibi ortam ve
maddelerin kullanimi teknikte iyi bilinmektedir. Herhangi bir geleneksel ortam ya da
maddenin kalit aktanimis hucreler ile uyumsuz oldugu durumlar bharicinde, bulusun

farmasotik bilesimlerinde kullanimi tasarlanmaktadir.

"A", "an" ve "the" tanimliklari, tanimligin gramer nesnesinin birine ya da birden fazlasina
(yvani en az birine) atifta bulunmak icin kullanilmigtir. Ornek olarak, "bir 63e", bir 0ge ya da

birden fazla 6ge anlamina gelir.

Alternatifin (drmek olarak, "ya da") kullamimi, alternatiflerin biri, her ikisi ya da bunlarin
herhangi bir kombinasyonu anlamina gelecektir. Burada kullanildid) sekli ile "icerme" ve

"igerir" terimleri es anlamh gekilde kullaniimaktadir.

Burada kullanildigi sekli ile "yaklagik” ya da "yaklagik olarak" terimi, referans miktar, seviye,
deger, sayi, frekans, ylzde, ebat, boyut, miktar, agirhk ya da uzunluk icin % 15, % 10, % 9 %
8, %7, %6, %5 %4, % 3, % 2 yada % 1'e kadar dedigen bir miktar, seviye, deder, say,
frekans, yuzde, ebat, boyut, miktar, agirlik ya da uzunluk anlamina gelir. Bir yapilanmada,

"yaklasik” ya da "yaklasik olarak" terimi, referans miktar, seviye, deger, sayi, frekans, yuzde,
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ebat, boyut, miktar, agirhk ya da uzunluk icin yaklagik olarak =% 15, +% 10, +% 9, +% 8,
1% 7, +% 6, £% 5, £% 4, +% 3, +% 2 ya da +% 1 miktar, seviye, deder, say|, frekans, ylzde,

ebat, boyut, miktar, adirlik ya da uzunluk anlamina gelir.

Bu tarifname boyunca, igerik baska turlu gerektirmedikce, "icermek”, "icerir" ve “iceren"
kelimeleri, belirtilen herhangi bir adimin ya da 0genin ya da adim ya da o6ge gruplannin dahil
edilmesini ima ettigi, ancak baska herhangi bir adm ya da ¢3de ya da adim ya da 0ge
grubunun hari¢ tutulmadig seklinde anlasilacaktir. "Olusmaktadir ifadesi ile, "olugmaktadir"
ifadesini takip eden her ne ise, bunu "“iceren" ve bunun ile sinirh olan ifade edilmek
istenmektedir. Bu neden ile, "olusmaktadir” ifadesi listelenen ogelerin gerekli ve zorunlu
oldudu, baska herhangi bir 6genin mevcut olmayabilecegini gostermektedir. "Esas olarak
olusmaktadir" ifadesi, ifade sonrasinda listelenen 6gelerin dahil edilmesi anlamina gelir ve
listelenen ddeler icin agiklamada belirtilen aktivite ve aksiyonlara dahil olmayan ya da
bunlara katkida bulunmayan oteki 0geler igin sinirh oldugu seklinde anlasilacaktir. Dolayisi
ile, "esas olarak olusmaktadir” ifadesi listelenen ogdelerin gerekli ve zorunlu oldugunu
gosterir, fakat istede bagh olan bagka higbir 6denin olmayacagini ve listelenen ogelerin
aktivite ya da aksiyonlarini etkileyip etkilemediklerine bagli olarak mevcut olabilecekleri ya da

mevcut olamayacaklarini gosterir.

Bu tarifname boyunca "(a) bir yapilanma" ya da "(an) bir duzenleme"ye atifta bulunmak,
yapilanma ile baglantili olarak tarif edilen ozel bir 0zellik, yapi ya da karakteristigin, mevcut
bulusun en az bir yapilanmasina dahil edildigi anlamina gelir. Dolayisi ile, bu tarifname
boyunca cesitli yerlerde "(a) bir yapillanmada" ya da "(an) bir yapilanmada" ifadelerin
bulunmasi, hepsinin ayni yapillanmaya dedinmesini gerektirmez. Ayrica, belirli 6zellikler,
vapilar ya da karakteristikler, bir ya da daha fazla yapilanmada uygun herhangi bir sekilde

birlestirilebilir.

Asagidaki aciklamada, bulugun cesitli yapilanmalarinin tam olarak anlasiimasin saglamak
igin belirli spesifik detaylar ortaya konmustur. Bununla birlikte, teknikte uzman bir kisi,
bulusun bu detaylar olmadan uygulanabilecedini anlayacaktir. Ek olarak, burada tarif edilen
yapilarin ve ornatiklarin gesitli kombinasyonlarindan turetilen bireysel vektorler ya da vektor
gruplar, mevcut basvuru tarafindan sanki her bir vektor ya da vektor gruplan tek tek
aciklanmis gibi ayni olgude agiklanmaktadir. Dolayisi ile, 6zel vektor yapilarinin ya da ozel

ornatiklarin segimi, mevcut agiklamanin kapsami dahilindedir.
C. Viral Vektorler

Retroviral ve lentiviral vektorler test edilmis ve genis bir hedef hlicrenin genomuna ilgilenilen

genlerin kararli bir sekilde sokulmasi igin uygun tasiyici araglar oldugu bulunmustur. Birgok
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vektor tasarimi, FLAP, RRE ve HPRE ya da WPRE sekanslarini icererek maksimum kalit
aktarim verimliligi ve transgen ekspresyonu icin optimize edilmistir. Ozellikle, bu konuda
ortalama bilgiye sahip Kisiler, transgen ekspresycnunu arttirmak icin genellikle translasyon
sonras| duzenleyici sekanslan igerir. Sagirtici bir sekilde, mevcut bulug sahipleri bir WPRE

sekansinin dahil edilmesinin ekspresyonu anlamli bir sekilde arttirmadigini kesfetmiglerdir.

Bu konfigurasyon, 5' kismi, heterolog nukleik asit kodlama sekanslarini igeren ve 3' kismi,
transkripsiyon sonrasi duzenleyici 6de sekansini iceren bir mRNA transkriptinin sentezi ile
sonuglanir. Tercih edilen yapilanmalarda, bulusun vektorleri bir WPRE ya da HPRE gibi bir
transkripsiyon sonrasi duzenleyici 0geden yoksundur ya da onu icermez, cunku bazi
durumlarda bu ©geler hucresel transformasyon riskini arttinr ve/ veya mRNA transkript
miktarini ya da mRNA stabilitesini buyuk olgude ya da kayda deger miktarda arttirmaz. Bu
neden ile, bazi yapillanmalarda, bulusun vektarleri ek bir guvenlik dnlemi olarak bir WPRE ya

da HPRE'den yoksundur ya da bunu icermez.

Mevcut bulus ayrica, mevcut bulusun metotlarini uygulamak icin kullanilabilen transfer

vektorlerini de saglar.

Teknikte uzman bir kisi, bu tur transfer vektorlerinin, cesitli farkh viral vektorler kullanilarak
uretilebilecedini takdir edecekse de, 6zel yapilanmalarda, lentiviral vektorler transgenlerin in
vitro ve in vivo olarak bolunmeyen hucrelere ayrilmasinda verimli gonderim, entegrasyon ve
uzun sureli ekspresyon saglayabildigi icin, transfer vektoru bir lentiviral vektordur. Teknigin
mevcut durumunda ¢esitli lentiviral vektorler bilinmektedir, bakiniz, Naldini et al, (1996a,
1996b, and1998); Zufferey et al., (1997); Dull et al., 1998, U.S. Pat. No'lar 6,013,516; ve
5,994,136; bunlarin herhangi biri mevcut bulusun bir transfer vektoruniu uretmek icin adapte
edilebilir. Genel olarak, bu vektorler, plazmid bazli ya da virus bazlidir ve bir terapotik
polipeptidi kodlayan bir nukleik asidin bir konakgr huicreye aktarilmasi icin gerekli sekanslari

tagimak uzere yapilandiriimigtir.

Lentiviral genom ve proviral DNA, retroviruslerde bulunan ¢ gen igerir: iki uzun terminal
tekrarn (LTR) sekansi tarafindan kusatilmig olan gag, pol ve env. GAG geni, i¢c vapisal
(matris, kapsid ve nukleokapsid) proteinleri kodlar; pol geni, RNA yonelimli DNA polimerazini
(ters transkriptaz), bir proteazi ve bir integrazi kodlar; ve env geni viral zarf glikoproteinlerini
kodlar.5' ve 3' LTR'ler, sirasi ile, virion RNA'larinin transkripsiyonunu ve poliadenilasyonunu
haslatmaya hizmet ederler. Lentivirusler vif, vpr, tat, rev, vpu, nef ve vpx dahil olmak Uzere ek
genlere sahipti. 5 LTR'ye komsu olan, genomun (tRNA primer baglama alani) ters
transkripsiyonu icin ve viralin RNA'nin parcaciklara (Psi alani) verimli bir sekilde

kapsidasyonu igin gerekli sekanslardir.
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Bagka vapilanmalarda, lentiviral vektor bir HIV vektorudiur. Dolayisi ile, vektorler, insan
immun yetmezlik-1 (HIV-1), insan immun yetmezlik-2 (HIV-2), simian immun yetmezlik virlsu
(SIV), kedi immun yetmezlik virusu (FIV), sigir immun yetmezlik virtst (BIV), Jembrana
Hastalik virusu (JDV), ekuin enfeksiyoz anemi virusu (EIAV), kaprin artrit ensefalit virust
(CAEV) ve benzerlerinden turetilebilir. HIV bazli vektor omurgalarn (yani, HIV cis etkileyici
sekans elemanlari ve HIV gag, pol ve rev genleri), mevcut bulusun gogu yonu ile baglantili
olarak genellikle tercih edilir, gunk HIV bazli yapilar, insan hucrelerinin kalt aktariminda en

etkili olanlardir.

Cesitli yapilanmalarda, bulusun vektorleri, adrenolokodistrofiler  ve/  veya
adrenomiyelonoropatiler igin tedavi saglayan bir polipeptidi kodlayan bir gene islevsel sekilde
hagh olan bir mikrogliyal hucrede iglevsel olarak hir baglatici icerir. Vektorlerin bir ya da daha
fazla LTR'si mevcut olabilir olup, icerisinde LTR bir ya da daha fazla nukleotit ornatimi,
ilavesi ya da delesyonu gibi bir ya da daha fazla modifikasyon igerir. Vektorler ayrica,
bulusun vektorlerinin bir WPRE veya HPRE igcermemesi disinda, kalt aktarim verimliligini
(ornek olarak, bir cPPT/FLAP), viral paketlemeyi (6rnek olarak, bir Psi (W) paketleme sinyali,
RRE) ve/ veya terapdtik gen ekspresyonunu arttiran (ornek olarak poli(A) sekanslar) diger

ogeleri arttirmak igin daha fazla yardimei dgelerden birini icerebilir.

Bir 6zel ornekte, agiklamanin transfer vektoru asadidakileri ipermekte olup: bir sol (5')
retroviral LTR; bir merkez polipurin kanali/ DNA kanadi (cPPT/ FLAP); bir retroviral disar
aktarim ogesi; bir ATP baglayici kaseti, alt aile D, Uye 1 (ABCD1) polipeptidini kodlayan bir
polinukleotide islevsel olarak bagh bir mikroglival hucrede aktif olan bir basglatici; ve bir sag (3
') retroviral LTR; igerisinde vektar, bir dag sicani transkripsiyon sonrasi duzenleyici 6gesini
(WPRE) icermez.

Bir ©zel ornekte, agiklamanin transfer vektoru asadidakileri icermekte olup: bir sol (5')
retroviral LTR; bir merkez polipurin kanal/ DNA kanadi (cPPT/ FLAP); bir retroviral disan
aktarim 6gesi; bir ATP baglayici kaseti, alt aile D, uye 1 (ABCD1) polipeptidini kodlayan bir
polintkleotide islevsel olarak badh bir mikrogliyal huicrede aktif olan bir basglaticr; bir sag (3 ')
retroviral LTR; ve bir poli {(A) sekansi, icerisinde vektor, bir dag sicani transkripsivon sonrasi
duzenleyici 6gesini (WPRE) icermez.Bir baska 0zel ornekte, aciklama asagdidakileri iceren bir
lentiviral vektorunu igcermekte olup: bir sol (5") LTR; bir cPPT/ FLAP; bir RRE; bir insan
ABCD1 polipeptidini (ornek olarak, SEK ID NO:1 ila 2) kodlayan bir polinuklectide islevsel
olarak bagh bir MND baslaticisi; bir sad (3'} LTR; ve bir poliadenilasyon sekansi; igerisinde
vektor, bir dag sicani transkripsiyon sonrasi duzenleyici odesi (WPRE) icermez.
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Belirli bir yapilanmada, bulus asagidakileri iceren bir lentiviral vektorunu icermekte olup: bir
sol (5" HIV-1 LTR; bir Psi (XF) paketleme sinyali; bir cPPT/ FLAP; bir RRE; bir insan ABCD1
polipeptidini kodlayan bir polinukleotide iglevsel olarak bagh bir MND baslaticisi; bir sag (3')
kendi kendini inaktive eden (SIN) HIV-1 LTR; ve bir bir sentetik tavsan p-globin
poliadenilasyon sekansi; igerisinde vektor, bir dag sigani transkripsiyon sonrasi duzenleyici
ogesi (WPRE) icermez.

Bir bagka ornekte, agiklama, agsagidakileri iceren bir vektor saglamakta olup: en az bir LTR;
bir merkez polipurin kanalif DNA kanadi (cPPT/ FLAPY); bir retroviral disan aktarim ogesi; ve
bir ATP baglayici kaseti, alt aile D, iye 1 (ABCD1) polipeptidini kodlayan bir polinukleotide
islevsel olarak badh bir mikrogliyal hucrede aktif olan bir baslatici; icerisinde vektor, bir dag

sigani transkripsiyon sonrasi duzenleyici 8gesini (WPRE) ipermez.

Ozel bir drnekte, meveut agiklama, asadidakileri iceren bir vektoru sadlamakta olup: en az bir
LTR; bir cPPT/ FLAP; bir RRE; bir insan ABCD1 polipeptidini kodlayan bir polinukleotide
islevsel olarak bagh hir MND baslaticis); ve bir poliadenilasyon sekansi; igerisinde vektor, bir

dag sigan transkripsiyon sonrasi duzenleyici 6gesi (WPRE) icermez.

Belirli bir 6rnekte, mevcut aciklama, asagidakileri iceren bir vektorl saglamakta olup: en az
bir SIN HIV-1 LTR; bir Psi (XF) paketleme sinyali; bir cPPT/ FLAP; bir RRE; bir insan ABCD1
polipeptidini kodlayan bir cDNA'ya islevsel olarak bagh bir MND baslaticisi; ve bir tavsan B-
globin poliadenilasyon sekansi; icerisinde vektor, bir dag sigcani transkripsiyon sonrasi
diuzenleyici 0gesi (WPRE) icermez.

Teknikte uzman kigiler, diger birgok farkh érnegin, terapotik transgen, bir WPRE ya da HPRE
odesi olmayan bir retroviral vektorde mikrogliyal hiicrede eksprese edilecegi sekilde mevcut

bulusun mevcut drneklerinden Uretilebilecedini takdir edeceklerdir.
D. Bilesimler ve Formulasyonlar

Mevcut agiklama ayrica burada tarif edilen metotlara gore uretilmis kaht aktarilmig hucreleri
ve farmasotik olarak kabul edilebilir bir tagiyici igeren farmasotik bilesimleri icerir. Tagiyicl,
parenteral uygulama icin uygun olabilir. Tasiyici intraventz, intraperitoneal ya da
intramuskuler uygulama igcin uygun olabilir. Farmasdtik olarak kabul edilebilir tasiyicilar
arasinda steril sulu solisyonlar ya da dispersiyonlar ve steril enjekte edilebilir ¢ozeltilerin ya
da dispersiyonun ekstemporane hazirlanmasi icin steril tozlar bulunur. Farmasotik olarak

aktif maddeler icin bu gibi ortam ve maddelerin kullanimi teknikte iyi bilinmektedir.



10

15

20

25

30

35

30

Aciklamanin bilesimleri, bir hiicreye ya da bir hayvana tek basina ya da bir veya daha fazla
baska tedavi modalitesi ile kombinasyon halinde uygulama igin farmasdtik olarak kabul
edilebilir ya da fizyolojik olarak kabul edilebilir solusyonlarda formule edilmig, burada tarif
edilen, polipeptitler, polinukleotitler, bunlan iceren vektorler, ayni kaht aktannma udramis
hucreler, vs. igerebilir. Aynm1 zamanda, eder arzu edilirse, agiklamanin bilegsimlerinin, ornek
olarak, diger proteinler, polipeptitler, kuguk molekuller ya da cesitli farmasotik olarak aktif
maddeler gibi bagka maddeler ile kombinasyon halinde uygulanabilecedi anlagilacaktir. EkK
maddelerin, bilesimin amaglanan gen terapisini saglama kabiliyetini olumsuz etkilememesi

kosulu ile, bilegimlere de dahil edilebilecek diger bilegenlere neredeyse hig bir sinir yoktur.

Aciklamanin farmasotik bilesimlerinde, farmasotik olarak kabul edilebilir ara maddelerin ve
tasiyici solusyonlarin formulasyonu, burada agiklanan belirli bilesimlerin ¢esitli kullanimlar
icin uygun dozlama ve oral, parenteral, intravenoz, intranazal ve intramuskuler uygulama ve
formulasyon dahil olmak Uzere tedavi rejimlerinin gelistiriimesinin oldugdu gibi, teknikte uzman

kisilerce iyi hilinmektedir.

Belirli durumlarda, burada tarif edilen bilegimlerin parenteral, intravenoz, intramiskiller ya da
hatta intraperitonal olarak gonderilmesi, 6rnek olarak US Pat. 5,543,158; US Pat. 5,641,515
ve US Pat. 5,399,363'de tarif edildidi gibi arzu edilir olacaktir. Aktif bilesiklerin serbest baz ya
da farmakolojik olarak kabul edilebilir tuzlar olarak solusyonlari, hidroksipropilseluloz gibi bir
yuzey aktif madde ile uygun sekilde kanstirilmis suda hazirlanabilir. Dispersiyonlar ayni
zamanda, gliserol, sivi polietilenglikoller ve bunlarnn kangimlar ve yaglarda da hazirlanabilir.
Normal depolama ve kullanim kosullar altinda, bu preparatlar mikroorganizmalarin

buyumesini onlemek igin bir koruyucu icerir.

Enjekte edilebilir kullanim igin uygun olan farmasotik formlar steril sulu solusyonlar ya da
dispersiyonlari ve steril enjekte edilebilir solusyonlarin ya da dispersiyonlarin (US Pat. No.
5,466,468) hazirhiksiz hazirlanmasi igin steril tozlar icerir. Her durumda, form steril olmahldir
ve kalay siringa edilebilirlik derecesine kadar sivi olmahdir. Uretim ve depolama kosullan
altinda stabil olmali ve bakteri ve mantarlar gibi mikroorganizmalarin kirletici etkisine karsi
korunmalidir. Taswyicl, ornek olarak su, etanol, poliol {ornek olarak, gliserol, propilen glikol ve
sivi polietilen glikol ve benzeri}, bunlarin uygun kangimlar ve/ veya bitkisel yaglan iceren bir
¢cozlicl ya da dispersiyon ortami clabilir. Uygun akiskanhk, ornek olarak, lesitin gibi bir
kaplamanin, dispersiyon durumunda gerekli parcacik boyutunun korunmasi ve yuzey aktif
maddelerin kullanimi ile muhafaza edilebilir. Mikroorganizmalarin etkisinin onlenmesi, gesitli
antibakteriyel ve antifungal maddeler, 6rnek olarak parabenler, klorobutanol, fenol, sorbik
asit, timerosal ve henzerleri ile kolaylastirlabilir. Birgok durumda, ornek olarak sekerler ya da
sodyum klorir gibi izotonik maddelerin dahil edilmesi tercih edilecektir. Enjekte edilebilir
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bilesimlerin uzun sureli emilimi, ornek olarak aluminyum monostearat ve jelatin gibi emilimi

geciktiren maddelerin bilesimlerinde kullanim ile saglanabilir.

Sulu bir solusyon icinde parenteral uygulama igin, ornek olarak, solusyon gerektijinde uygun
sekilde tamponlanmaldir ve sivi seyreltici ilk once yeterli salin ya da glukoz ile izotonik hale
getiriimelidir. Bu 0zel sulu cozeltiler, 0zellikle intravendz, intramuskuler, subkuUtanoz ve
intraperitonal uygulama igin uygundur. Bu baglamda, kullanilabilen steril bir sulu ortam,
mevcut agiklamanin 15191 altinda, teknikte uzman kisilerce bilinecektir. Ornek olarak, bir dozaj
1 ml izotonik NaCl c¢ozeltisi icinde g¢ozulebilir ve, ya 1000 ml hipodermositiz sivisina
eklenebilir ya da onerilen infuzyon alanina enjekte edilebilir (bakiniz ornek olarak,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20th Edition. Baltimore, MD: Lippincott
Williams & Wilkins, 2000). Tedavi edilmekte olan denedin durumuna bagdh olarak, dozajda
hazi dedisiklikler zorunlu olarak gergeklesecektir. Uygulamadan sorumlu kisi, her halukarda,
bireysel denek icin uygun dozu belirleyecektir. Ayrica, insani uygulama icin preparatlar,
sterilite, pirojenisite ve FDA Biyoloji Standart Ofisi standartlarinin gerektirdidi genel guvenlik

ve saflik standartlarnini kargilamalidir.

Steril enjekte edilebilir solusyonlar, aktif bilesikleri gereken miktarda uygun coziicl icinde,
yukarida sayilan cesitli dijer bilesenlerle, gerektigi sekilde, filtre edilmis sterilizasyon ile
birlestirerek hazirlanabilir. Genel olarak, dispersiyonlar, c¢esitli sterilize edilmis aktif
bilesenlerin, bazik dispersiyon ortamini ve yukarida sayilanlardan gerekli olan diger
bilegenleri iceren steril bir araca dahil edilmesi ile hazirlanir. Steril enjekte edilebilir
solusyonlarin hazirlanmasi igin steril tozlar s6z konusu oldugunda, tercih edilen hazirlama
metotlan, aktif terkip maddesinin bir tozunu ve daha once steril olarak filtrelenmis bir
solusyondan herhangi bir ilave terkip maddesini veren vakum ile kurutma ve dondurarak

kurutma teknikleridir.

Burada aciklanan bilesimler notr ya da tuz formunda formule edilebilir. Farmasotik olarak
kabul edilebilir tuzlar, asit ekleme tuzlarini (proteinin serbest amino gruplar ile olusturulmusg)
icerir ve ornek olarak hidroklorik ya da fosforik asitler gibi inorganik asitler ile ya da asetik,
oksalik, tartarik, mandelik ve benzerleri gibi organik asitler ile olusturulur. Serbest karboksil
gruplar ile olusturulan tuzlar, érnek olarak sodyum, potasyum, amonyum, kalsiyum ya da
ferrik hidroksitler gibi inorganik bazlardan ve izopropilamin, trimetilamin, histidin, prokain ve
benzeri gibi organik bazlardan turetilebilir. Formulasyon Uzerine, solusyonlar, dozaj
formulasyonu ile uyumlu bir gekilde ve terapotik olarak etkili miktarda uygulanacaktir.
Formulasyonlar, enjekte edilebilir solusyonlar, ilag salma kapsulleri ve benzerleri gibi cesitli

dozaj formlarinda kolaylikla uygulanir.
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Burada kullanildidi hali ile, “tasiyici”, her turlu cozucluyl, dispersiyon ortamini, tasitlari,
kaplamalari, seyrelticileri, antibakteriyel ve antifungal maddeleri, izotonik ve absorpsiyon
geciktirme maddelerini, tamponlan, tasiyici solusyonlari, suspansiyonlari, kolloidleri ve
benzerlerini igermektedir. Farmasotik olarak aktif maddeler icin bu gibi ortam ve maddelerin
kullanimi teknikte iyi bilinmektedir. Herhangi bir geleneksel ortamin veya madde aktif
bilesenin ile uyumsuz oldugu durumlar haricinde, bulusun terapotik bilesimlerinde kullanimi

tasarlanmaktadir. Tamamlayici aktif bilesenler de bilesimlere dahil edilebilir.

"Farmasotik olarak kabul edilebilir" ifadesi, bir insana uygulandiginda alerjik ya da benzer bir
istenmeyen reaksiyon olusturmayan molekuler varliklari ve bilegimleri belirtir. Aktif bir bilegen
olarak bir protein iceren bir sulu bilesimin hazirlanmasi, teknikte iyi anlasiimaktadir. Tipik
olarak, bu tip bilesimler ya sivi solusyonlar ya da suspansiyonlar halinde enjekte edilebilir
maddeler olarak hazirlanir; enjeksiyon dncesinde sivi igcinde ¢ozelti ya da suspansiyon icinde

uygun kat formlar da hazirlanabilir. Hazirlik ayni zamanda emulsiyonlastinilabilir.

Bilesimler intranazal spreyler, inhalasyon ve/ veya dider aerosol gonderim araclan ile
gonderilebilir. Genleri, polinukleotitleri ve peptit hilesimlerini dogrudan nazal aerosol spreyleri
vasitas| ile akcigerlere iletmeye yonelik metotlar, ornek olarak., US Pat. 5,756,353 ve US
Pat. No. 5,804,212'de tarif edilmistir. Benzer sekilde, intranazal mikroparcacik recineleri
(Takenaga et al, 1998) ve lizofosfatidil-gliserol bilesikleri (US Patent No. 5,725,871)
kullanilarak ilaglarin verilmesi de farmasotik tekniginde iyi bilinmektedir. Benzer sekilde, bir
poliproprafloroetilen destek matrisi formunda transmukozal ilag gonderme US Pat. No.
5,780,045'de tarif edilmistir.

Gonderim, mevcut agiklamanin bilesimlerinin uygun konakgi hucreler icine sokulmasi igin
lipozomlar, nanokapsuller, mikropargaciklar, mikrokureler, lipit parcaciklari, vezikuller, istede
bagh olarak CPP polipeptitleri ile karistirma ve benzerleri kullanilarak meydana gelebilir.
Ozellikle, meveut agiklamanin bilesimleri, ya bir lipit pargacik, bir lipozom, bir kesecik, bir
nanosfer, bir nanopargacik ya da benzerleri icinde kapsullenmis olarak verilecek sekilde
formule edilebilir. Bu tur tagima araclarimin formulasyonu ve kullanimi, bilinen ve geleneksel
teknikler kullanilarak gergeklestirilebilir. Aciklamanin formulasyenlan ve bilegimleri, bir
hiicreye ya da hir hayvana, tek basina ya da bir ya da daha fazla bagka tedavi modalitesi ile
kombinasyon halinde uygulama icin, farmasotik olarak kabul edilebilir ya da fizyolojik olarak
kabul edilebilir solusyonlarda {(ornek olarak, kultur ortami) formule edilen, burada tarif edilen
herhangi bir sayida polipeptit, polinukleotit ve kuguk molekullerin bir kombinasyonundan
olusan bir ya da daha fazla sayida bastirici ve/ veya aktivatdr icerebilir. Ayni zamanda, eder

arzu edilirse, agiklamanin bilesimlerinin, ornek olarak, hucreler diger proteinler ya da
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polipeptitler ya da ¢esitli farmasdtik olarak aktif maddeler gibi baska maddeler ile

kombinasyon halinde uygulanabilecedi anlagilacaktir.

Ozel bir ornekte, meveut agiklamaya gore bir formulasyon ya da bilesim, burada tarif edildigi
gibi herhangi bir sayida polipeptit, polinukleotit ve kuguk molekullerin bir kombinasyonu ile

temas ettirilen bir huicreyi igerir.

Belirli yonlerden, mevcut agiklama, bunlar ile sinirh olmamakla birlikte retroviral (ornek
olarak, lentiviral) vektorler dahil olmak Uzere, viral vektor sistemlerinin (ornek olarak, viral

aracih kalit aktarim) verilmesine uygun formulasyonlar ya da bilesimler saglar.

Ex vivo uygulama igin ornek teskil eden formulasyonlar, ayni zamanda, kalsiyum fosfat,
elektroporasyon, Is1 soku ve cesitli lipozom formulasyonlari {yani, lipit aracili transfeksiyon})
gibi teknikte bilinen cesitli transfeksiyon maddelerinin kullanimini da icerebilir. Asadida daha
ayrintih olarak tarif edildigi gibi lipozomlar, bir sulu sivi fraksiyonunu igine alan lipit g¢ift
katmanlandiricilardir. DNA kendiliginden katyonik lipozomlarin dis yuzeyine badlanir {yuku

sayesinde) ve bu lipozomlar hiicre zari ile etkilesime girer.

Belirli yonlerden, mevcut agiklama, burada tarif edildigi gibi, bir ya da daha fazla farmasotik
olarak kabul edilebilir tasiyici (katki maddesi) ve/ veya seyreltici (0rnek olarak, farmasotik
olarak kabul edilebilir huicre kulturi ortami) ile birlikte formule edilen, bir ya da daha fazla
polintkleotit ya da polipeptidin terapdtik olarak etkili bir miktarini iceren farmasoétik olarak

kabul edilebilir bilesimler saglar.

Aciklamanin ozel ornekleri, farmasotik alanda iyi bilinenler gibi baska formulasyonlar
icerebilir ve ornek olarak Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20th Edition.
Baltimore, MD: Lippincott Williams & Wilkins, 2000'da tarif edilir.

E. Gen Terapi Metotlar

Retroviral vektorler, adrenolokodistrofi ve adrenomiyelonoropati gen terapisinin gelistirilmis
metotlarini saglar. Bu aciklamada kullanildigi hali ile, "gen terapisi" terimi, bir genin bir
hucrenin genomuna sokulmasi anlamina gelir. Cesitli yapilanmalarda, bulugun bir viral
vektoru, bir adrenoldkodistrofi ya da adrenomiyelondropatiye sahip oldugundan suphelenilen
hir denede tedavi edici, Onleyici ya da iyilestirici faydalar sadlayan bir polipeptidi kodlayan bir
terapotik transgeni eksprese eden bir baglatici igerir. Virus, hiicreyi in vivo, ex vivo ya da in
vitro olarak enfekte edebilir ve kalit aktanimi yapabilir. Ex vivo ve in vitro yapilanmalarda, kalit
aktarilmis huicreler daha sonra terapiye ihtivagc duyan bir denede uygulanabilir. Mevcut bulus,

bu bulusun vektor sistemlerinin, viral pargaciklarinin ve kalit aktarilmis hucrelerinin, bir
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denekte adrenolokodistrofi ya da adrenomiyelondropatiyi tedavi etmek, dnlemek ve/ veya

iyilestirmek icin kKullanilabilecedini tasarlamaktadir.

Cesitli yapilanmalarda, retroviral vektorler, in vivo olarak gen terapisine ihtivag duyan bir
denedin bir hucresine, dokusuna ya da organina dodrudan enjeksiyon ile uygulamakta
kullanim igindir. Cesitli baska yapilanmalarda hucreler, bulusun vektorleri ile in vitro ya da ex
vive olarak kaht aktarima tabi tutulur. Kalit aktarima ugramis hucreler daha sonra,
adrenolokodistrofi ya da adrenomyelonoropatiye sahip olan bir dene§e uygulanmaya

yoneliktir.

Bulus baglaminda agiklanan gen terapisi metotlarinda kalit aktarim ve uygulama igin uygun
hucreler arasinda, bunlar ile sinir olmamakla birlikte, kok hucreler, ata hucreler ve
farkhlagmig hucreler bulunur. Belirli yapilanmalarda, kalit aktarima ugramig hucreler, kemik

iligi kdk hucreleri, gdbek kordonu kok hucreleri ya da mezenkimal kok hucrelerdir.

Cesitli yapilanmalarda, kok hucrelerin kullanilmasi tercih edilir, ¢gunku bunlar in vivo olarak
belirli bir biyolojik nis icine uygulandifinda uygun hicre tiplerine farklilagsma kabiliyetine
sahiptirler. "Kok hucre” terimi, (1) uzun vadeli kendi kendine yetme Kkabiliyetine sahip olan
farkhlasmamis bir hiicre ya da orijinal hiicrenin en az bir 6zdes kopyasini Uretme kabiliyetini,
(2) tek hucre seviyesinden birden fazla, ve bazi durumlarda sadece bir, dzel hucre tipine
farkhilasmayr ve (3) dokularin in vivo fonksiyonel yenilenmeyi ifade eder. Kok hucreler
totipotent, pluripotent, multipotent ve oligo/ unipotent olarak gelisimsel potansiyellerine gore
alt siniflara ayrilir. "Kendini yenileme”, degistiriimemis yavru hucrelerini uretmek ve ozel
hucre tiplerini (gucl) uretmek igin essiz bir kapasiteye sahip olan bir hucreyi ifade eder.
Kendini yenileme iki sekilde gerceklestirilebilir. Asimetrik hucre bdlunmesi, ebeveyn
hucresine 0zdes olan bir adet yavru hiicresi ve ebeveyn hucresinden farkl olan ve bir ata ya
da farklilagsmis bir huicre olan bir tane yavru hucresi uretir. Asimetrik hiicre bolinmesi hiicre
sayisini artirmaz. Simetrik hucre bolunmesi iki 6zdes yavru hucresi Uretir. Hucrelerin

"proliferasyonu” ya da "geniglemesi” simetrik olarak bolunen hucreleri ifade eder.

Burada kullanildid: sekli ile "pluripotent” terimi, bir hucrenin, vucudun ya da somanin tim
soylarin (yani, embriyvoya uygun) olusturmasi vyetenegini ifade eder. Ornek olarak,
embriyonik kok hiicreler, iig mikrop katmaninin, ektodermin, mezodermin ve endodermin her
birinden hucreler olusturabilen bir pluripotent kok hiicre turudur. Burada kullanilcidi sekli ile
“multipotent” terimi, bir yetiskin kok hucresinin bir soy c¢oklu hucre tiplerini olusturma
yetenedini ifade eder. Ornek olarak, hematopoietik kok hucreler, ornek olarak, lenfoid ve

miyeloid hucreleri gibi, kan hucresi soyunun tum hucrelerini olusturabilir.
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Burada kullaniidigi sekli ile "ata" ya da "ata hucreler” terimi, hucrelerin kendi kendini
yenileme ve daha olgun hucrelere farklilagsma kapasitesine sahip oldugunu ifade eder. Pek
cok ata hiucre tek bir soyda farklilagir, ancak oldukga genis proliferatif kapasiteye sahip

olabilir.

Hematopoietik kok hucreler (HSC'ler), bir organizmanin yasam suresi boyunca olgun kan
hucrelerinin  tum repertuanimi  Uretebilen, hematopoietik ata hucrelere (HPC'ler) yol
agmaktadir. "Hematopoietik kok hucre" ya da "HSC" terimi, miyeloid {ornek olarak,
monositler ve makrofajlar, notrofiller, bazofiller, eozinofiller, eritrositler, megakaryositler/
trombositler, dendritik huicreler dahil) ve lenfoid soylar (drnek olarak, T-hiicreleri, B-hucreleri,
NK-hucreleri) ve teknikte bilinen diderleri bir organizmanin , (bakiniz, Fei, R., et al., U.S.
Patent No. 5,635,387; McGlave, etal., U.S. Patent No. 5,460,964: Simmons, P., etal.,, U.S.
Patent No. 5,677.136; Tsukamoto, et al., U.S. Patent No. 5,750,397; Schwartz, et al., U.S.
Patent No. 5,759,793; DiGuisto, etal., U.S. Patent No. 5,681,599; Tsukamoto, et al., U.S.
Patent No. 5,716,827) tum kan hucresi tiplerine yol agan ¢ok hucreli kdk hucrelere karsihk
gelir. Olduricl derecede i1sinlanmis hayvanlara ya da insanlara nakledildiklerinde,
hematopoietik kok ve ata hucreleri, eritroid, nodtrofil makrofaj, megakaryosit ve lenfoid

hematopoietik hticre havuzunu yeniden iskan edebilir.

Tercih edilen yapillanmalarda, kalit aktarima udramig hucreler, kemik iliginden, gébek
kordonu kanindan ya da periferik dolasimdan izole edilen hematopoietik kok ve/ veya ata
hucrelerdir. Ozellikle tercih edilen yapillanmalarda, kaht aktannma udramig hiicreler, kemik
iliginden, gébek kordonu kanindan ya da periferik dolagimdan izole edilen hematopoietik kok

hucrelerdir.

Bulusun hucreleri otolog/ otojenik ("kendilijinden") ya da otolog olmayan ("kendiliginden
olmayan", érnek olarak, allojenik, sincjenik ya da ksenojenik) olabilir. Burada kullanildigi sekli
ile "otolog", ayn denekten gelen hucreler anlamma gelir. Burada kullanildigr sekli ile
"allojenik™, kiyaslanan hucre ile genetik olarak farkhhk gésteren ayni turun hucreleri anlamina
gelir. Burada kullanildi§ sekli ile "sinojenik”, kiyaslanan hucre ile genetik olarak tipa tip ayni
olan farkli bir denegin hucreleri anlamimna gelir. Burada kullanildidi sekli ile "ksenojenik”,
kiyaslanan hucre ile farkh bir turden olan hicreler anlamina gelir. Tercih edilen

yapilanmalarda, bulusun hiicreleri allojeniktir.

Burada kullanicdigi sekli ile, bir "denek”, gen tedavisi vektorleri, hiicre bazli terapdtikler ve
burada bagka bir yerde acgiklanan metotlar ile tedavi edilebilen bir adrenolokodistrofi ya da
adrenomiyelonoropatinin bir semptomunu sergileyen herhangi bir hayvani igerir. Uygun

denekler (ornek olarak, hastalar), laboratuvar hayvanlarin (fare, sigan, tavsan ya da gine
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domuzu gibi), ¢iftlik hayvanlarini ve evsel hayvanlarn ya da evcil hayvanlan (bir kedi ya da
kopek gibi) icerir. insan olmayan primatlar ve tercihen insan hastalar dahildir. Tipik denekler,
gen terapisi ile module edilebilen bir ya da daha fazla fizyolojik aktivitenin anormal miktarlar
("normal” ya da "saghkh" bir denekten daha dusik ya da daha yuksek miktarlarda) sergileyen

hayvanlari igerir.

Burada kullanildig: sekli ile "tedavi” ya da "tedavi etme" terimi, bir hastalik ya da patolojik
durumun semptomlari ya da patolojisi Uzerinde herhangi bir yararli ya da arzu edilen etkiyi
icerir ve tedavi edilen hastaligin ya da durumun bir ya da daha fazla dlgulebilir markoriinde
en dusik duzeyde azalmalar igerebilir. Tedavi, istege badh olarak, hastaligin ya da durumun
semptomlarinin azaltilmasi ya da iyilestiriimesi ya da hastaliin ya da durumun ilerlemesinin
geciktiriimesini igerebilir. "Tedavi®, mutlaka hastah@in ya da durumun ya da bunlar ile iligkili

semptomlarin tamamen ortadan kaldiriimasini ya da iyilestiriimesini belirtmez.

Burada kullanildidi sekli ile, "onlemek” ve "énlenmis”, "onleyen" vh. gibi benzer kelimeler,
hastallk ya da durumun ortaya gikma ya da tekrarlanma olasiligini dnlemek, engellemek ya
da azaltmak icin bir yaklasim gosterir. Bu, ayni zamanda bir hastalik ya da durumun
baslangicini ya da tekrarlamasini geciktirmeyi ya da bir hastallk ya da durumun
semptomlarinin ortaya ¢ikmasini ya da tekrarlanmasini geciktirmeyi de kapsar. Burada
kullanildig1 sekli ile "énleme" ve benzer kelimeler, ayni zamanda, hastalik ya da durumun
baglangicindan ya da nuksetmesinden once bir hastaligin ya da durumun yogunlugunu,

etkisini, semptomlarini ve/ veya yukiunu azaltmayi da igerir.

Burada kullanildigi sekli ile "miktar" terimi, klinik sonuglar da dahil elmak uzere yararh ya da
arzu edilen bir profilaktik ya da terapotik sonucu elde etmek igin bir virusun ya da kalt

aktarilmis terapotik bir huicrenin "bir miktar etkili" ya da "etkili bir miktar" anlamina gelir.

Bir "profilaktik olarak etkili miktar", arzu edilen profilaktik sonucu elde etmek icin etkili olan bir
virus ya da kaht aktanimis terapotik hucre miktarina kargihk gelir. Tipik olarak fakat zorunlu
olmamak ile birlikte, profilaktik bir doz, hastaligin erken evresinde ya da oncesinde bir
denekte kullanildidindan, profilaktik olarak etkili miktar, terapdtik olarak etkili miktardan daha

azdir.

Bir virusun ya da kalit aktarilmig terapotik bir hucrenin "terapotik olarak etkili miktan”, bireyin
hastalik durumu, yasi, cinsiyeti ve agirhidi gibi faktorlere ve kok ve progenitor hucrelerin
hireyde arzu edilen bir tepkiyi ortaya cikarma yeteneklerine gore dedisebilir. Terapotik olarak
etkili bir miktar ayni zamanda, virusun ya da kalit aktarima tabi tutulmusg terapotik hucrelerin
toksik ya da zararl etkilerinin terapotik olarak faydal etkilerden daha agir bastigi bir
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miktardir. "Terapotik olarak etkili miktar" terimi, bir denedi (drnek olarak, bir hasta) "tedavi

etmek” icin etkili olan bir miktari icerir.

Tercih edilen bir yapilanmada, bulusg, beyin mikrogliyal hucrelerine gelisme potansiyeli olan
kaht aktanlmis hucreler sadlar. Ozel yapilanmalarda, hematopoietik kdk hicreleri mevcut
bulugsun bir vektoru aracihgr ile kaht aktanlmistir ve adrenolokodistrofi ya da
adrenomiyelondropatiyi tedavinin bir metodunda kullanim igindir. Hematopoietik kok hucreler,

beyin mikrogliyal hiicrelerinin kdkenidir ve bu neden ile tercih edilir.

Kalit aktarima ugramis hucreler, kemik iligi ablatif terapisine sahip olan ya da olmayan bir
bireyde bir kemik iligi transplantinin bir pargasi olarak uygulanabilir. Bir yapilanmada,
bulusun kalit aktariimis hucreleri kemoablatif ya da radyoablatif kemik iligi tedavisine maruz
kalan bir kisiye bir kemik iligi transplantinda uygulanir. Tercih edilen yapilanmalarda, denek

geng bir erkektir.

Bir yapllanmada, kullanim, kalit aktanlmis hucrelerin bir dozunun, bir denede intraventz
olarak verilmesini icerir. Tercih edilen vyaplanmalarda, kullanim, kalit aktanlmis

hematopoietik kok hiicrelerin bir denege intravenoz olarak uygulanmasini igerir.

Ozel yapilanmalarda, kullanim, hastalarin tek bir intraventz dozda yaklasik olarak 1 x 10°
hiuicre! kg, yaklasik olarak 5 x 10° hlicre/ kg, yaklasik olarak 1 x 10° hiicre/ kg, yaklasik olarak
2 x 10° hucre/ kg, yaklasik olarak 3 x 10°% hucre/ kg, yaklasik olarak 4 x 10° hlcre/ kg,
yaklasik 5 x 10° hucre/ kg, yaklasik olarak 6 x 10° hiicre/ kg, yaklasik 7 x 10° hilcre/ kg,
yaklasik olarak 8 x 10° hiicre/ kg, yaklasik olarak 9 x 10° hlcre/ kg, yaklasik olarak 1 x 107
hicre/ kg, yaklasik olarak 5 x 107 hiicre/ kg, yaklagik olarak 1 x 108 hlcre/ kg ya da daha
fazla kalit aktarilmis hematopoietik kok huicre dozunu almasini igerir. Belirli bir yapilanmada,
kullamim, hastalarin yaklagik olarak 1 x 10° hlicre/ kg ila yaklagik 1 x 108 hiicre/ kg arasinda,
yaklasik olarak 1 x 10° huicre/ kg ila yaklasik olarak 1 x 10% hucre/ kg arasinda, yaklasik
olarak 1 x 10° hiicre/ kg ila yaklasik olarak 9 x 108 hiicre/ kg arasinda, yaklasik olarak 2 x 10°
hucre/ kg ila yaklasik olarak 8 x 108 hiicre/ kg arasinda, yaklasik olarak 2 x 10° hiicre/f kg ila
yaklasik olarak 8 x 10° hiicre/ kg arasinda, vaklasik olarak 2 x 10® hlcre/ kg ila yaklagik
olarak 5 x 10% hlcre/ kg arasinda, yaklasik olarak 3 x 108 hiicre/ kg ila yaklasik olarak 5 x 108
hicre/ kg arasinda, yaklagik olarak 3 x 10® hiicre/ kg ila yaklagik olarak 4 x 10® hiicre/ kg
arasinda, ya da hucre/ kg'nin herhangi araya giren bir doz miktarinda kalit aktarimis

hematopoietik kok huicrelerinin bir dozunu almasi icermektedir.

Kalit aktarima ugramig hucreler, teknikte mevcut metotlar kullanilarak genisleme igin
sitokinler ile uyarilabilir. Cesitli yapilanmalarda, kullanim, tedaviyi surdurmek ya da arttirmak
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icin ihtiyac duyuldugu kadan ile, bu deneklere gunler, aylar ya da yillar boyunca 1, 2, 3, 4, 5

ya da daha fazla doz uygulanmaktadir.

Ozel yapllanmalarda, hematopoietik kdk hucreler, bir denekte adrenolokodistrofi ve/ veya
adrenomiyelondropatiyi tedavi etmek, dnlemek ya da iyilestirmek icin kullanilabilecek olan bir
polipeptidi, ornek clarak, ABCD1'i kodlayan bir gene islevsel olarak baglanan mikrogliyal
hucreleri, iginde aktif olan bir baslaticiyl, érnek olarak bir MND baslaticisi, iceren bulusun bir

vektoru ile kalit aktarilir.

Mevcut bulus simdi asadidaki ornekler ile daha ayrintili olarak tarif edilecektir. Bununla
birlikte, bu bulus, birgok farkl bigimde yapilandirilabilir ve burada ortaya konan yapilanmalar
ile sinirh oldugu yorumlanmamahdir; daha ziyade, bu yapilanmalar, bu agiklamanin eksiksiz
ve tam olacagi sekilde sadlanmistir ve bulugun kapsamini, teknikte uzman kisgilere tam

olarak iletecektir.
ORNEKLER
ORNEK 1:

WPRE'YE SAHIP OLAN YA DA SAHIP OLMAYAN ABCD1 LENTIVIRAL VEKTORLERININ
KULLANILMASI ILE NORMAL INSAN HEMAPOIETIK KOK HUCRELERINDEKI GEN KALIT
AKTARIMLARININ KARSILASTIRILMASI

Deneysel Genel Bakis:

Insan ACBD1'i kodlayan bir cDNA'ya islevsel olarak bagl bir MND basglaticisi igeren bir
lentiviral vektor ve bir WPRE elemani (bakimz Sekil 1; CG1711 MND-ALD) vektoru ticari
gelistirme icin mevcut degildir. Sonug olarak, Basgvuranlar, gelecekteki klinik galigmalar
ileriye tasimak Uzere uygun bir lentiviral vekiorl tanimlamak icin bir vektor gelistirme
programi ustlenmigtir. Ticari olarak kabul edilebilir vektor, vektor gelistirme programinin bir
sonucu olarak yapimistir ve MND baslaticisina iglevsel olarak bagh ABCD-1 genini
degistirmemistir. Sasirtici bir sekilde, WPRE'nin vektorden gikarilmasi, insan hematopoietik
hucrelerinde kalit aktarim  verimini  ve transgen ekspresyonunu degistirmemistir.
Hematopoietik hucreler uzerinde asadidaki deneyler dizisi, iki MND-ALD vektorunu,
pLBP100 (hakimiz Sekil 1 ve SEK ID NO: 1; WPRE cikariimig) ve WPRE'nin varhgina gore
farkhlik gosteren pLBP140" (bakimz Sekil 1; fonksiyonel WPRE'ye sahip olan) karsilagtirmak

icin kisa ve uzun vadeli ata analizleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

Lentiviral Vektcr Yapilari
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Tum lentiviral vektorler, MND baslaticisinin kontrolu altinda normal insan ATP baglayici
kaseti, alt aile D (ALD), uye 1 (ABCD1) cDNA'sI icermistir. Sekil 1 ve Tahlo 1, CG1711,

pLBP100 ve pLBP140 MND-ALD vektorlerindeki farkh bilesenleri ve bunlarnn konumilarini
ozetlemektedir.



Tablo 1: Vektor Dzeti
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pLBP100

pLBP140

HIV Kaynaklar

HIVA1 (NL4-3) Erigim
#m19921

HIVI (NL4-3) Erisim
#m19921

5LTR:

Hibrit/ WT

WT

WT

R

us

Gag sekanslar:

ORF bozulmus

Iki durakl kodonlar

Iki durakh kodonlar

Nsi 1 alanina, 120

Nsi 1 alanina, 120

A (rBgpA)

A (rBgpA)

Uzunluk
bp, daha uzun bp, daha uzun
cPPT/CTS cPPT/CTS Vektdrun bu alani dedisik gruplar
RRE ve cPPT
S/A tarafindan essiz sekilde dizayn
ve
RRE (500bp) RRE (500bp) edilmistir,
Baslatici MND MND
ABCD-1 sek  |Nt. 346-2638 Nt. 346-2638 Erisim no. NM_000033 -
5UT + +
3UT - +
Evet (mutasyona
WPRE Hayir
ugramis)
SIN 3'LTR + + Ayni delesyon
U5 yerine Sentetik U5 yerine Sentetik  [Sentetik (rgpA), LTR nukleotit
Poli A tavgsan B-globin poli tavsan B-globin poli |sekanslarinin cogunu kaldirmak

sureti ile kendi kendine inaktive
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etmenin baska bir derecesini

cklemektedir.

Kalit Aktarim

Lentiviral pLBP100 ve pLBP140 supernatantlar, 293T hucrelerinin 5-plazmidler ile kalsiyum

fosfat transfeksiyonu ile Uretilmistir (pLBP100 ya da pLBP140 vektorleri, HPV 275 - gag-pol,
wN 15 - VSV-G env, p633 - rev, HPV601 - tat).Konsantre pLBP100, ultrasantrifuj isleminden

sonra elde edilmistir, SCGM (CellGenix Inc., Germany GMBH) ortamina yeniden verilmistir

ve tek kullanimlik kriyoflakonlar icinde <-70 T'de dondurularak saklanmigtir. Enfeksiyoz

titreler, kalt aktarim 3T3 hucrelerinin akig sitometrik analizinden belirlenmistir.

Insan hematopoietik kok hucrelerinin kalit aktarimi igin pLBP100 ve pLBP140 lentiviral vektor

karsilastirmasi, Tablo 2'de ozetlenen dort ayri deney arasinda gergeklestirilmistir. Yapilan

deneyler icin prosedurler ve analizler, sirasi ile Sekil 2 ve 3'te gosterilmigtir.

Tablo 2: Deneysel Ozet

" MND-ALD |\, p_ | Titre Kialtiar
Deney |CD34+ Hucre Kaynag MOl | RN
Vektoru | NO | (TuimL) Analizleri
8 N
072010 | 1o oo PLBP100 100701 [1.3x10° |12
. Sivi ve CFC
(BBRG) | arti# OF3668C pLBP140 100717 1.9x107 B6 |
8
081010 |icells: Tazempg  PLBP100 100701 [13x10° 25 -
. Sivi ve CFC
(BBBE) | 2t A2186 oLBP140 100724 [1.0x10° |25 |-
8
091410 |\ cells: Donmus mpg PLBP100 100820 [12x10° 25 -
. Sivi ve CFC
(BBRY) [ arti# A2186 pLBP140 100730 [1.3x10° [25 -
8
Lonza: Taze BM Lonza: P-BF 100 1100701 11.3x 107 25+ Sivi, CFC
080610 _
Parti# OF 37398 oLBP140 100724 1.0x 108 5 + |[eLTCIC
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Taze insan kemik iligi (BM) CD34 + hucreleri (Lonza, Walkersville, MD) ya da taze ya da
dondurulmus insan G-CSF mobilize periferik kan (mPB) CD34+ hucreleri (AllCells, LLC,
Emeryville, CA) 1 x 10° huicre/mL hlicre konsantrasyonunda insan rekombinant IL-3 {60
ng/ml), FIt-3L (100 ng/ml), TPO (100 ng/ml) ve SCF (100 ng/ml) (Peprotech) ile takviye

edilmig olan SCGM'de 18 saat sure ile yikanmig ve kulturlenmigtir.

Hucreler daha sonra, uzaklastinimig, yikanmis ve SCGM (sahte kontrol) ya da pLB100 ya da
pLBP140 supernatantlarinin ayni sitokin konsantrasyonlari ile desteklenmis olan 8.6 ila 25
MOl'lerinde (nihai titre (1.7 ila 5.0 x 10*7 TU/ml arasinda) 2 x 10"6 hucre/mL'lik bir
konsantrasyonunda duz tabanh 96 kuyucuklu plakalarda tekli (deney 080610) ya da Uglu
(deneyler 072010, 081010 ve 091410) 200 pL hacimlerde yeniden askiya alinmiglardir ve
8ug/ml protamin sulfur virus ile birlikte eklenmistir. Deney 080610'da, kalit aktarimlar, 4 C'de
gece boyunca inkubasyon ile 20 pg/mL retronektin (Takara Bio Inc, Shiga, Japonya) ile

onceden kaplanmis 96 kuyucuklu plakalarda gergeklestirilmistir.

Kisa sureli ata analizleri

Virus ilavesinden 24 saat sonra, huicreler yikanmig ve koloni olusturan hiicreler (CFC'ler) igin
ya (1) ayni konsantrasyonda sitokin ile takviye edilmis tekrar askiya alinmis SCGM ortami ve
21 gun boyunca daha fazla inkuibe edilmis ya da (2) MethoCult H4434 ortaminda {Stem Cell

Technologies) 1ile kulturlenmigtir.

Total miyeloid (CFU-GM) ve eritroid (BFU-E) kolonileri 14. gunde numaralandinimistir ve
hicreler PBS iginde sUspanse edilmistir, yikanmigtir ve DNEASy kiti (QIAGEN) (1-2 x 108
canli hucre) ile genomik DNA hazirlanmisgtir.

Uzun simreli kiilturir baslatan hiicre (LTC-IC) analizi

Sekiz 96 kuyucuklu plaka, % 10 fetal sigir serumu ile takviye edilmis Alfa ortaminda fare
kemik iligi stromal hiuicre hattt MS-5 ile asilanmistir ve hemen hemen birbirine yapistiklarinda

gama 151n1 (30 Gy) ile ismlanmiglardir.

Isinlamadan iki gun sonra, onceden belirlenmis MS-5 stromal katmanlar, her biri 16
kuyucuklu c¢esitli dilusyonlarda (16 kuyucukta kuyucuk basina 2000 hucre, 16 kuyucukta
kuyucuk basina 1000 hucre, 6 kuyucukta kuyucuk basina 500 hucre, 16 kuyucukta kuyucuk
basina 250 hicre, 16 kuyucukta kuyucuk basina 125 hiicre, 16 kuyucukta kuyucuk bagina 62
hiicre, 16 kuyucukta kuyucuk basina 31 hucre, 16 kuyucukta kuyucuk basina 16 hiicre, 16
kuyucukta kuyucuk basina 8 hucre, 16 kuyucukta kuyucuk basina 4 hiicre, 16 kuyucukta
kuyucuk basina 2 hiuicre, 16 kuyucukta kuyucuk basina 1 hiicre} 200 pL StemSpan SFEM
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(Serum icermeyen Ortam, Stem Cell Technologies, Vancouver, Kanada) iginde insan CD34+
test hicreleri ile asilanmistir. ilave 100,000 CD34 + hiicreleri, MS-5 besleyici hucreler
Uzerinde 5 hafta boyunca yigin halinde kulturlenmistir. Her hafta, 100 pL orta, 100 uL taze
StemSpan SFEM ile dedistirilmistir.5 hafta sonra, kulturler toplanmigtir ve tum igerikler daha
sonra 14 gunluk koloniler buyumesi icin Methocult™ GF+ H4434 (12 kuyucuklu plakalarin
her bir gozune 500 puL metil seluloz) icinde tohumlanmistir. Daha sonra tek tek koloniler
koparilmigtir ve ekstraksiyondan sonra gencmik DNA'min varligini dogrulayan pozitif bir
kontrole sahip olmak icin vektorde gag sekanslarina yonlendirilen primerler ve genomik
sekansa {Epo geni) yonlendirilen primerler kullanilarak sonraki PCR analizi igin DNA ekstre
edilmistir (SOP # GTX/RE/PBM/M-023 ve LTGC/RE/PBM/M-07).LTC-IC'nin frekanslar ve %
95 guven araliklan, L-cale yazilimi, 1.1 surumu (Stem Cell Technologies) kullanilarak

hesaplanmistir.

Vektor kopya sayisi (VCN) belirlenmesi

Hucre basina ortalama VCN, seyreltmeden ve PBS icinde yikandiktan sonra metilseliloz
kulturlerinde sivi Kultirlerden ya da havuzlanmig Kkoloni hucrelerinden alinan DNA
preparatlarl Uzerinde kantitatif (gercek zamanl) PCR'den (QPCR) belirlenmistir. QPCR, ABI
reaktifleri ve 96 kuyucuklu ABI Prism 7000 Sekans Algllama Sistemi Uzerinde

gerceklestirilmistir.

Insan gag probu ve primerler, vektoru nicelemek icin kullanilir:
GAG-F (ileri primer) 5' ggagctagaacgattcgeagtia 3
GAG-R (ters primer) &' ggttgtagctgtcccagtatitgte 3'
GAG-P (prob, antisens} 5'-(FAM)-acagcctictgatgtctctaaaaggecagg-(TAMRA)-3'

Insan beta aktin probu ve primerler, normalizasyon igin genomik DNA'y1 tlgmek igin kullanilir:
Prob:5' VIC-cctggectegcetgtecaccttcca-TAMRA leri -5' teegtgtggatcggeggcteca 3
Ters-b’ ctgctigetgatecacatetg 3'.

Birbirinden ayrilmis genomik DNA'nin 1/100'0 (yaklagik 50 ila 100 ng arasinda), Mutlak
Niceleme programi ve varsayilan termal dongu programi ile 25 ul'lik bir reaksiyonda Ix
TagMan® Universal Master Mix, 0.72uM'lik her bir primer ve 0.35uM prob kullanilarak analiz

edilmistir.

Akis sitometrisi ile transgen ekspresyonu
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ABCD1 (ALDP) proteininin ekspresyonu, fare anti-insan ALDP (ABCD1) monoklonal antikoru
(Clone 1D6, Lot # LV1383343, Chemicon) kullanarak sabit ve gecirgenlestiriimis hucreler
Uzerinde (Sabit ve Gecgirgenlestiriimis Reaktifleri A ve B, kat. No. GAS001 & GAS002Z,
Invitrogen) gerceklestiriimistir, ardindan PE-konjuge sican anti-fare IgG1 mAb (klon A85-1,
BD Pharmingen} ile boyanmistir. Fare 1IgG1 monoklonal antikor klonu MOPC-21 (BioLegend)
bir izotip kontrolu olarak kullaniimigtir.

istatistiksel analiz

Her bir deneydeki grup degerlerinin karsilastiriimasi 6rneklem buyuklugunun yeterli oldugu (n
= 23) durumlarda, iki kuyruklu parametrik olmayan Mann-Whitney U-testi (GraphPad Prism v.
3.0} kullanilarak analiz edilmistir. Gruplar arasindaki anlamhhk, 0.05'in altinda bir degerde

belirlenmistir.
SONUCLAR

Ata hiicre frekanslari Uzerindeki etkileri

Fonksiyonel miyeloid (CFU-GM) ve eritroid (BFU-E) atalarnin verimi, Sekil 4'teki dort
deneyin tamami igcin kargilagtinimigtir ve birinci deney setinde uglu kalit aktanmlar igin
pLBP100 veya pLBP140 supernatantlarinin eklenmesinin dnemli bir etkisinin olmadigini
gostermistir (deneyler 072010, 081010 ve 091410).Tekli kalt aktarimlar igin alti set
metilseliloz kulturunun karsilastirildid ikinci deney seti (deney 080610) icin, pLBP100 ilavesi
ile miyeloid atalarda anlamli bir artis gozlenirken, eritroid kolonilerinin veriminde pLBP100 ile
tedaviden sonra onemli bir azalma gorulmustur ve pLBP140 kalht aktanmindan sonra daha
da azalmigtir.

Daha ilkel LTC-IC'nin frekanslari, iki lentiviral vektor ile kalit aktarim sonrasi ortalamada daha
dustk olmustur (Sekil 5), ancak % 95 guven araliklari g¢akistikga, bu farkliliklar anlamli
olmamistir (p> 0.05).

Vektor PCR ile kalit aktarim verimliligi

35 giun boyunca sivi kulturde tutulan hucrelerden izole edilen genomik DNA'nin gergek
zamanh PCR analizi, ikinci deney setinde pLBP140 ile karsilastinididinda pLBP100 i¢in tum
zaman noktalarinda daha yuksek tahmini bir vektor kopya sayisini (VCN) gostermistir (Sekil
BA).

Bu, ayni zamanda metil seluloz kulturlerinde buyuyen havuzlanmig CFC'ler icin daha yuksek

ortalama VCN'yi gostermistir ve ayni deneydeki vektor pozitif miyeloid kolonilerinde de
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artmistir (Sekil 6B ve C). Bununla birlikte, ilk deney setinin Uclu deneyleri arasindaki
karsilastirma, havuzlanmis kolonilerin VCN'sinde ya da vektor icin pozitif olarak test edilen

kolonilerin yuzdesinde anlamli bir fark gostermemistir.

Sekil 7, ortalama VCN ve vektor pozitif miyeloid kolonilerinin, her iki vektor grubu icin daha
yuksek VCN'yi (1.1'e karsi 0.4 kopya) ve pozitif kolonilerin cranina sahip olan pLBP100 kalit
aktarilmig hucreler igin 5 haftalik LTC-IC'den sonra azaldigini gostermektedir (% 51'e kars1 %
395).

Akis sitometrisi ile ALDP fransgen ekspresyonu

Anti-ALDP antikoru ile hucre igi olarak lekelenmis hiicrelerin floresan profillerinin drnekleri,
Sekiller 8A1 ve A2'deki histogramlarda gosterilmektedir, bunlardan, pozitif yuzde (ilgili sahte
kontrollerin % 0,5'inden daha fazlasinda saptanmistir) ve ortalama floresan yogdunluklan
(MFI) Sekil 8B ve C'de helirlenmistir ve sunulmustur. Transgen ekspresyonu seviyesi,
deneylerde pLBP140 gruplan ile karsilagtinlidiginda, pLBP100 igin ortaya ¢ikan hucrelerin
daha yuksek ortalama yuzde oranindaki deneyler 072010 ve 080610 arasinda degismistir.
Ancak, bunun tersi deney 091410 ve deney 081010'daki karsilastirilabilir seviyeler icin
gozlenmigtir. Uclu deneyler arasindaki istatistiksel karsilastirmalar, ne ALDP+ hcrelerinin ne

de MFI degerinde oénemli bir farkhlk gostermemistir (p> 0.05).
SONUCLAR:

Klinik oncesi pLBP100 lentiviral vektorunun iki preparasyonu ve pLBP140 vektorunu igeren
WPRE'nin Ug preparasyonu kullanilarak ve kemik iliinden ya da GCSF ile mobilize periferik
kandan kaynaklanan normal insan CD34+ hucrelerinin kalit aktarimlarini iceren dort ayn
deney arasindaki karsilastirmalar yapiimistir. Deney 080610'daki miyeloidde bir artis ve
eritroid atalarin bir azalma disinda, ne erken atalar ne de daha ilkel LTC-IC'ler igin
supernatanlarin onemli bir toksisitesi ortaya gikmamistir. Ortalama VCN'ye ya da miyeloid
kolonileri ya da LTC-IC iceren vektorin oranina gore pLBP140 igin dusuk kaht aktarim
etkinliklerine yonelik bir edilim gorulmustir, ancak bu, yeterli ornek buyuklugune sahip (n=3)
deneyler igin istatistiksel olarak anlamh olmamistir. Iki vektor tarafindan verilen transgen
ekspresyonu seviyesi, pLBP100'den gelen ALDP+ hucrelerinin daha yiksek bir yluzdesini
gosteren iki deney ve pLBP140'a kiyas ile daha dusuk bir yuzde gosteren bir deney ile
karisik sonuglar vermistir. Bu farkhlklar istatistiksel olarak anlamli olmamistir.
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Genel olarak, WPRE'nin MND-ALD vektdorune eklenmesi avantaji ortaya ¢cikmamistir.
Dolayisiyla, mevcut bulusun vektorleri, WPRE iceren vektorlere kiyas ile arttinlmis guvenlik
ve ustun etkinlik esitligi sadlar. Ayrica, sonuglar, bulusun vektérlerinin daha fazla gelistirme

ve klinik uygulama igin uygun oldugunu géstermektedir.
ORNEK 2:

ALD YETERSIZ PRIMER INSAN FiBROBLASLARINDA ALD PROTEIN YETERSIZLIGININ
FONKSIYONEL DUZELTMESININ DEGERLENDIRILMESI

Deneysel Genel Bakis

ok uzun zincirli yagh asitlerin (VLCFA), ozellikle de C26 zincirinin birikmesi, siklikla ALD'nin
biyokimyasal "ayit edici"si olarak adlandirihr. Hubbard, Mol Genet. Metab. 97:212-220
(2009).ABCD1 cDNA iceren retroviral vektorler ile yetersiz hicrelerin kaht aktarimi
fonksiyonel ALD proteini (ALDP) seviyelerini geri yukler ve VLCFA seviyelerinin azalmas. ile
sonuglanir. Bu, ALD hastalarindan primer fibroblast hatlar da dahil olmak Uzere farkli hucre

populasyonlarinda gosterilmistir.

Kennedy Krieger Enstitusi'nde (Baltimore, MD) geligtirilen C26:0 lizo-PC testi (LPC testi),
sivI kromatografi ve tandem kiutle spektrofotometresi ile VLCFA'yi1 dlger. Bu metot yeni dogan
kan lekeleri igcin gelistiriimis ve ayrnica plazma ve Kkulturli deri fibroblastlarinda da
dogrulanmigtir. Bu ornekite, AL26 hasta fibroblastlarinda biyokimyasal vyetersizligin
fonksiyonel duzeltiimesini gostermek icin C26:0 lizo-PC testi kullanilmigtir. Bu deneyin amaci
vektor modifiye edilmis ALD vyetersiz fibroblast hucrelerinde VLCFA seviyelerinin
azaltlmasinda pLBP100 (p100) ve pLBP140 {p140) vektorlerinin etkinligini karsilastirmaktir.

Hiicre hatlari

Birincil insan fibroblast hucreleri GM04496 ve AGO01440 Coriell Hucre Deposu'ndan
(Camden, NJ, ABD) elde edilmistir. GM04496 hucreleri, ABCD1 geninin bilinmeyen bir
mutasyonuna sahip olan bir ALD negatif hastadan izole edilmig transforme edilmemis insan
fibroblastlaridir. AG01440 hucreleri normal insan fibroblastlaridir. Hucreler, nemlendirilmis bir
inkubatdrde 37 T'de % 5 C02'de % 15 FBS'ye (HyClone FBS, GIBCO Life Technologies)
sahip olan DMEM (GIBCO Life Technologies, Carlsbad, CA) iginde buyutulmustur.

TF-1 hiicreleri (ATCC® Number CRL-2003™), kemik iligi eritro-losemisinden turetilen bir
insan lenfoblast hattidir. Hucreler, % 10 FBS'ye sahip olan RPMI-1640 (GIBCO Life

Technologies) icinde buyutulmustur.
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Lentiviral vektorler Uretmek igin kullanilan 293T hucreleri (Stanford Universitesi), % 10

FBS've sahip olan DMEM icinde buyltulmustur.

Lizo-PC testi icin kalit aktarim protokolii ve kaplama

Alt konfluent hiucreler, 14 ila 16 saat arasinda bir stre boyunca ortam + 8ug/ml polibren
(Hexadimethrine Bromide, Sigma, St Louis MO) icinde viral supernatant ile kaht
aktarilmistir. Taze ortam ertesi gun degistiriimistir. Kalit aktarrmdan henuz 3 gun sonra,
hucrelerin gogunlugu 12 kuyucuklu plakalarda U¢ kopya halinde (lipit ekstraksiyonu igin 2
replikat ve protein analizi icin bir tane) kaplanmistir. {(Falcon # 35-3043).Es deger sayida
normal kontrol hiicresi (293T, AG01440 ya da TF-1) de ayni zamanda kaplanmistir ya da
peletlenmistir. Hucre tekli katmanlari iki kez IX HBSS tamponu ile (GIBCO Life Technologies)
yikanmistir ve -20 T'de in situ dondurulmustur. Donma metodu ilk olarak Kennedy
Krieger'de test edilmis ve taze hucre mono katmanlarinin hasadi ile karsilastirilabilir oldugu

belirlenmistir. Geri kalan hucreler kulturde tutulmustur.
Genomik DNA izolasyonu ve vektor kopya sayisi (VCN) tayini

LPC testi icin kaplandiktan sonra kalan hucreler, DNA izolasyonu ve VCN analizi igin kaht
aktarim sonrasi en az 9. gune kadar genomik DNA hasadi icin Kulturde tutulmustur. Lipit ve

Protein ekstraksiyonu Kennedy Krieger Enstitusu’'nde tamamlanmistir,
SONUCLAR:

4496 hiicrelerinin Lizo-PC analizleri ve cesitli normal ve negatif kontroller

4496 hucreleri ve normal fibroblast 1440 hucreleri analiz igin kaplanmistir. ALDP, immun
boyama ve akis sitometrisi ile TF-1 hucrelerinde ve 293 hucrelerinde tespit edilmistir. Bu
nedenle, bu hucreler, ayni zamanda, bazal C26:0LPC seviyeleri icin alternatif pozitif (yani,
Normal ALDP fenotip) kontrolleri olarak da tahlil edilmistir. Numuneler dort bagimsiz analizde

analiz edilmistir.

C26:0LPC'nin taban seviyeleri, normal fenotipe sahip hucrelerde 3 ila 50 pmol/mg protein
arasinda bir aralikta degismistir ve 4496 hucreleri, her analizde yuksek seviyelere sahip
olmuglardir. Genel olarak, normal hucrelerde 4496 hucrelerine kiyas ile C26:0LPC
seviyelerinde en az 5 kat fark {oran 0.2'nin altinda) olmustur. Bu oran, hasta kan lekeleri igin

rapor edilen sonuglara benzer clmustur.
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p100 ve p140 ile kalit aktariimis 4496 hiicrelerinin karsilastiriimasi

4496 hucreleri p100 ve p140 ile kalit aktanlnmigtir. Hucreler, burada tarif edildigi gibi VLCFA
ve VCN icin analiz edilmistir. LizoPC testi sonuglan Tablo 3'te gosterilmigtir. Yinelenen
normalize edilir. VLCFA
duzeltmesinin VCN'ye kargli sahteye orani Sekil 10'da gosterilmistir. VCN, <1 kopyaya

kuyucuklarin ortalamasi sahte kalit aktanlmis hucrelere

azaldikga, hiicre populasyonunun, kalit aktanima tabi tutulmamis hiicreler ve hucre basina 1

ya da 2 vektor kopya igeren hucrelerin karisimi olmasi beklenir; bu neden ile VLCFA'nIn

azalmasi beklenmektedir (Sekil 10).

Tablo 3: Lenti-D p100 ve LWp140 ile kalit aktarilmis 4496 hucrelerinde C26:0LPC sonuglari

] Cogaltma

Toplam pmoleC26:0LPC/mg protein Sahte txd'ye
MOI kuyucuklarinin
(cogaltma kuyucuklari) oran

ortalamasi
Sahte txd 4496 50.53 58.94 5473 1.00
3 8.82 8.47 8.65 0.16
1 11.05 12.57 11.81 0.21

Lenti-D

p100 0.3 20.59 25.57 23.08 0.42
3 15.55 10.81 13.18 0.24
p140 1 10.35 15.37 12.86 0.23
0.3 22.74 33.34 28.04 0.51
Normal 293T 6.98 6.75 6.87 0.12

0.2'lik oran, sahte-txd 4496 hucrelerine kiyas ile normal fenotipe sahip hucrelerin seviyesi
olarak belirlenmistir. VCN >-1.5 oldugunda, 4496 hucrelerinde VLCFA birikimi, her iki vektor

icin normal hiicrelerin seviyesine duzeltiimistir. Duzeltmede azalma egilimi, VCN 1.0 ila 0.6

arasindaki her iki vektor ile de mevcuttur.

SONUCLAR:
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Kennedy Krieger Enstitusi'nde {(Hubbard 2009) gerceklestirilen C26:0 lizo-PC testi, sivi
kromatografi ve tandem kitle spektrofotometrik metot ile YLCFA ile dlctulmistur, C26 birikimi
olan ALD hasta hucre hattt GM04496 hucrelerinde biyokimyasal yetersizligi
dogrulamistir.p100 ve p140 ile kalt aktarimdan sonra, hucreler, akig sitometrisi (veriler
gosterilmemistir) ile gosterildigi gibi ALDP ifadesi icin pozitiftir ve ortalama VCN> 1.5 olan
hucreler, VLCFA birikiminin normal bir fenotipe sahip hucrelerin seviyesine tam duzeltimesini
gostermistir. Eslenik sonuglar, p100 ve p140 ile kalt aktarilan hucreler karsilastinidiginda,
WPRE sekanslarindan yoksun olan p100'un etkinligini desteklediginde elde edilmistir.
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<211> 2297

<212> DNA
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<213> Homo sapiens

<400> 1

ccageccceccag
ggocetyggey
Jagcccacaa
cgeeegacgg
accgggtateo
gecgggagac
cggtgratgr
gggettttgg
acagtgecat
cccacgacta
ggoggetteg
tggcoccacct
ccctgettcyg
gcoctegtggt
tggtggaaga
CCRICTLCYYR
getoctacca
tratgotgga
crgtececat
cagececrtgga
ceogeaacct
aggtgacgga
argttcageqg
ggaccatagy
tggatgtgga
tggtggtgge
ccaatggctg
gtggtgtget
tgtctgtggy
ggaaqgggcta
tcctgeoageg
gcegagaagea
tggatgaatg
AggaAcgcgey
cacacttgect
ccogectgag

agatgcagey
atgtgceoggce
AYIYIIIJCC

tccctacgeg
dYgJaacacy
agtctacccc
ggageccacg
CCLQTAYCGY
gggactgetg
ggccogoctyg
ctggcagetg
ccgttacctg
cocgoctctac
caaccctgac
ctactccaac
ggoggecoge
gtrcctcacyg
ggagacgoegy
JIagatcgee
ggacctggce
gcagttocte
catcactgcec
aaagaaggag
ccrgacageg
getggetgge
ctgtcactte
ccggtctggt
acaggggatc
cagcoctoaac
cggcaagagc
ctacaageec
cteectgegt
cteggageag
993g9gaggt
gagaatcgge
caccagogce
cattgcccty
acagttcgat
ccrgacggag

gogoctecay
accrageoeyg
cggtace

<210> 2

<211> 2238

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 2

geagocageco
ctgaagocgea
tLggtgcgec
caggaggect
ctectglgge
gceotgeact
gacggaagygce
ctgcagtgge
gaggyccaac
ttctcccage
cagtctctga
ctgaccaage
tccogtggag
gccaacqgtgeo
CIIRAIPYYY
ttcratgugy
tegeagatca
atgaagtatg
actggctact
gaggagcrgg
gctgeagaty
tacacagcoee
aagaggccca
gtcegtgtgg
atctgcgaga
atcagggtygg
tccctgtrceco
CCACCLCAQS
gaccagguga
gacctggaag
tgggaggcta
at.ggeccgea
gtgagcatcy
ctcrecatca
gIIgagygcyg
gagaagcagc

gagetotgeo
caaggcoecty

50

caggrgacat
cggecgtget
agtgcctgge
ccggggtege
tectgogget
cggeegectt
tggecegetg
tecteatege
tggeectgre
agacctacta
cggaggacgt
cactcctgga
coggoacage
rgogggoctt
agctgegeta
gocatgagyt
acctcatcet
Tgtggagcyc
cagagtcaga
tgagcgageg
ccattgageg
gugtgcacga
gggagctaga
agggcoccct
acatccccat
aggaaggcat
ggatcctggg
geatgtteta
TCtaccogys
ccatectgga
tgtgrgactg
tgttctacca
acqgtgyaagy
cceaceyggee
goctggaagtt
ggctggagca

agatectggg
grgyccteca

gceggrgete
cctggeectc
cccggocagg
ggcggccaaa
gotgtrocce
ggtgagecge
catogreooge
cetecotget
grteegeage
cogggrcage
ggtggcettt
cgtggctgty
ctggccetoyg
ctcgcccaag
catgcactcyg
QYRAGCTLYGCT
totggaacge
creqgggectyg
tgcagaggce
cacagaagcc
gatecatgtcg
gatgttccag
ggacgctcag
gaagatccga
cgtcacgecc
gcatctgete
tgggctctgg
catccegeag
CLCAGrggag
cgtegtgcac
gaaggacgtc
caggeecaag
caagatctte
crteecocrgtyy
cgagaagctg
gcagcrtggcg

cgaggecgty
gggtgcctec

tccaggccce
geggectatg
ggtcttcagg
gctggcatga
cgggtccotgt
accttectgt
aaggacccoge
accttegtea
cgrotggtygy
aacatggacyg
gcggectotg
acttccraca
gccatcgecg
ttcggggage
cqtgtggtgy
ctgctacage
ctgtggtatg
ctcatggtqgy
gtgaagaagqg
ttcactattg
tegtacaagg
gtatttgaag
gegggytety
ggccaggtgg
tcaggagagqg
atcacaggces
cccacgtacg
aggeectaca
gacatgcaaa
ctgcaccaca
ctgtcogogtyg
tacgcecotes
CAGYOPICCa
Aaataccaca
gactcagetg
ggcattccca

gococagoge
accrgacteg
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atgceagtge
cteoctggeee
geceoggeca
geggeggeca
ctgctgrece
ttggtgagee
tgcatcgtcce
gccatcectg
tcgttcogea
tacegggtca
gtagtggcect
gacgtggcetg
gectggeact
ttctcgecca
tacatgcact
grtggagctgg
ctreotggaac
gcctogggceco
gatgcagagqg
cgcacagaag
cagatcatgt
gagatgrtcece
gaggacgete
ctgaagatce
atcgtcacge
atgcatctge
ggrgggctct
tacatccege
gactcagtgg
gacgtcgtgce
tggaaggacy
cacaggccca
ggcaagatct
cectecetgt
ttcgagaage
cagcagetgg
ggcqgaggccey
cagggtgect

tctccaggce
teogoggecta
ggggtctrca
aagctggcat
ccegggtcect
geacctteoct
gcaaggaccce
ctaccttogt
gocgtotagt
gcaacatgga
ttgeggecte
tgacttccta
cggecatege
agttcgggga
egegtgtggt
ccecrgotaca
gectgtggta
tgctcatggt
cogtgaagaa
cctrcactat
cgtogtacaa
aggrattrga
aggeggggtc
gaggocaggt
cctcaggaga
tcatcacagy
ggcccacgta
agaggcccta
Aggacargca
acctgcacca
tccrgteggy
agtacgcect
tccaggcgyge
Qgaaatacca
tggactcage
cgggcattee
tggeeecage
ccacctga

ccggecctgg
tggAGCCCaC
ggogceogee
gaaccgggta
grgccgggag
gteggtgtat
gegggeteet
caacagtgeco
ggcccacgee
€gggegyctt
tgtggeccac
caccctgett
eggectogry
getggtggea
ggccaacteg
gcgerectac
tgttatgctg
ggctgtcccco
ggcageccttyg
tgcccgeaac
ggaggtgacy
agatgttcag
tgggaccaca
gutggatgrg
gotggtggrg
coccaatgge
cggtggtygryg
catgtetgty
aaggaagggce
catcctgcag
tggcgagaag
cctggatgaa
caaggacgeyg
cacacactrg
tgecccgectyg
caagatgcag
geatgtgecg

<210> 3
<211> 399

<212> DNA

<213> Yapay sekans

<220>

<223> a MND baslatici sekans

<400> 3

51

cgggggaaca
aragtctace
ggggagecca
ttcctgoage
acggggctge
gtggeoccgec
ggctggcagce
atcegttace
taccgeoctet
cgcaacecty
crctacteca
cgggcggeco
grgttectea
949g3aggcgo
gaggagateg
caggacctgg
gagcagttce
atcatcactg
gaaaagaagyg
croctgacay
qagetggetyg
cgctgrcact
ggceggtetyg
JRACAYYIYR
gccagectca
tgcggcaaga
ctctacaagc
ggcteccetge
tactcggage
cggIagyggag
cagagaatcy
tgcaccageg
ggcattgece
cracagticy
agcetgacqq
cggcgecten
geaccragee

cgctgaageyg
ccrtggrgeq
cgcCaggagyc
ggctcctgtyg
tggcccrgea
tggacggaag
tgctgcagtyg
tggagggcca
acttcetecca
accagtctct
acctgaccaa
getecegtygy
cggccaacgt

gICcggaagQyy
ccttetatgg

ccrcgcagat
tcatgaagta
ccactggcta
aggaggaget
cggctgeaga
gctacacage
tcaagaggee
gtgtcegtgt
tcatctgega
acatcagggt
gecteectgtt
ccccaccoca
gtgaccaggt
aggaccrgga
gttgggaggc
gcatggeceey
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