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OZET
SERVIKAL KANSERI iCIN ASI

Yag asidinin bir kisminin lipid Adan aynldigi toksik olmayan bir LOS'un
(lipooligosakkarid), tip 16 veya 18 HPV'nin L1 VLPrsi kullanilarak immunizasyonunda
bir immuno-adjuvan olarak kullanilabildigi kesfedilmis; bu sekilde HPV immun
yanitlari, geleneksel VLP bazh asilar ile elde edilenden cok daha dikkate deder bir
sekilde tetiklenmektedir; bu da, bir insan servikal kanserini onlemek uzere ustun bir
asi olarak islev gormesini saglamaktadir. Buna bagh olarak bir insan servikal kanseri

icin farmasotik bir asi saglamak bu bulusun bir amacidir.
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ISTEMLER

1. Sunlari igeren bir bilesim:

(@) (i) tip 16 insan papillomavirusunun (HPV) virus benzer bir L1 pargacigi (VLP), tip
18 HPV'nin bir L1 VLP'si, ya da bunlarn bir kombinasyonu; ve (ii) 2,000-4,000 Da
arahginda bir molekuler agiriga sahip olan, KCCM 10374 erisim numarasina sahip,
E.coli {(Escheria coli) EG0021'den izole edilmig olan lipopolisakkaridin lipid A’sinin
deasilasyonu ile detoksifiye edilmis olan bir deasillenmis toksik olmayan lipo-
oligosakkarid (LOS), ve aluminyum hidroksit; ve

(b) farmasotik olarak kabul edilebilir bir tasiyici.

2. Istem 1°e gore bilesim olup, burada, tip 16 veya 18 HPV'nin L1 VLP'si, asagidaki
asamalari iceren bir saflagtirma proseduru ile elde edilir: (i) tip 16 veya 18 HPV'nin
L1ini kodlayan bir nukleotid dizilimini barnndiran mayalarin  kulturlenmesi; (i)
Kulturlenmis mayanin lizlenmesi; (iii) maya lizatini amonyum sulfat ile gokturerek
safsizliklarin bertaraf edilmesi; ve (iv) safliklarin uzaklastinimis oldugu maya lizatinda

bir heparin kromatografisi veya katyon degisimi kromatografisi gerceklestiriimesi.

3. Istem 1'e gore bilesim olup, burada, farmasotik bilesim ayrica soyle bir immuno-
adjuvani icerir: Mg, Ca, Sr, Ba ve Ra'dan olugsan gruptan segilen bir Il. grup elementi;

Ti, Zr, Hf ve RP"den olusan gruptan secilen bir IV. grup elementi.
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TARIFNAME
SERVIKAL KANSERI iCIN ASI
TEKNIGIN BiLINEN DURUMU

TEKNIK ALAN

Mevcut bulus bir insan servikal kanseri icin bir farmasotik asi bilesiminin uretimine

yonelik bir bilesim ile ilgilidir.
ILGILI TEKNIGIN ACIKLANMASI

80in Uzerinde Insan Papillomavirusunin (HPV) oldugu bilinmektedir ve bunlarin
yaklasik 30 tUru cinsel temas ile servikal enfeksiyona yol agmaktadir; bu turlerden
yarisi kadarinin servikal kanser ile iligkili oldugu bilinmektedir (Zur Hausen H, Mol.
Carcinogenesis 8. 147-150 (1988 )). Bunlarin arasindan, tip 16 ve 18 ile enfekte
olmus kadinlardaki kanser oranin, normal kadinlara oranla yaklasik 50 kat daha
yuksek oldugu bilinmektedir, ve tip 16 ve 18 HPV cinsel organin epitelyal hucrelerini
enfekte etmekte; malen donusum yoluyla servikal kansere yol agmaktadir { Zur
Hausen H, Mol. Carcinogenesis 8: 147-150 (1988 ); Hausen, Biochemica.
Biophysica. Acta. 1288: 55-78 (1996 )).

Servikal kanseri onlemek Uzere mevcut olan guncel asilar yuksek risk tipi HPV virusu
benzeri parcaciklar (VLPler) kullanilarak gelistiriimistir. VLP HPV'nin bir major kapsid
proteinidir (L1 proteini, yaklasik 55 kDa}, ve bir as1 aday olarak sunlar da dahil olmak
uzere cesitli avantajlara sahiptir.  (a) dogal HPV virionunda godzlenene benzer
sekilde, baska bir virUsun gen Urunt olmadan kendiliginden olugan bir VLP kabiliyeti;
(b) uzun vadeli bagisikhdin devami; ve

(c) bir gen turune kars! tip spesifikligine bagh olarak yuksek etkililik.

VLP kullanilarak elde edilen “Gardasil” (Merck & Co., Inc.), tip 6, 11 ve 18 HPV'ye
kargi her antijeni ve en yaygin immuno-adjuvan olarak “Alum”u kullanarak gelistirilmis
olan bir asidir. 'Cervarix' (GlaxoSmithKline Plc.) bir servikal kanseri tetikleyen temsili
bir faktor olarak tip 16 ve 18 HPV, ve bagimsiz olarak geligtirilmis bir immuno-
adjuvan olarak “AS04” kullanilarak gelistiriimis olan bir agidir.
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"Gardasil” icinde bir immuno-adjuvan olarak kullanilan Alum; difteri, tetanos ve
hepatit B icin bir asi olarak kullaniimaktadir, ve Alum’un antijen stabilitesini gelistirdigi
ve sitokin salimini baslathigr bildiriimigtir. Ancak gardasilin kullanimi, su nedenlerle
kisithdir: (@) asiyi liyofilize etmek veya dondurmak mumkin degildir; (b) tim
antijenlere karsi etkili degildir; ve (c) yalnizca humoral immun yaniti tesvik

etmektedir.

GSK, Cervarix'in icinde bulunan AS04, potent ve kalici immun yanitlar baslatmak
amaciyla gelistirilmistir, ve aluminyum hidroksit ve monofosforil lipid A'dan (MPL)
olusmaktadir. Burada kullanmlan “MPL” terimi, asinin icinde bulunan bir antijene karsi
immun yanitin gelistiriimesine bir rol oynayan, kritik bir immun yaniti direkt olarak
etkinlestirme  kabiliyetine sahip olan bir immuno-uyarici maddeye karsilik

gelmektedir.

Yakin zamanda immuno-adjuvanlara yeni yeni odaklaniimis ve bunlar servikal kanser
asilar ve influenza asilar gibi cesitli asilarda kullanilmistir. Bunlarin arasindan,
1960’lardan beri bir anti-kanser ajani olarak bakteriyel DNA ilgi cekmis, ve simdiye
dek birbiri ardina arastinlmigtir. Ancak, dusuk etkililiginden dolayi bakteriyel DNA bir
anti-kanser ajani olarak kullanilmamistir (Glick, J. L. The specificity of inhibition of
tumor cell viability by DNA. Cancer Res. 27: 2338 (1967 )). Bu kusuruna ragmen,
bakteriyel DNAmin, ciddi yan etkiler olmaksizin ¢esiti immun hucreleri
etkinlestirdiginin, ve bir adjuvan olarak bircok avantajinin bulundugunun bilindigi
gosterilmistir ( McCluskie MJ, et al., CpG DNA is a potent enhancer of systemic and
mucosal immune responses against hepatitis B surface antigen with intranasal
administration to mice. J Immunol. Nov1; 161 (9): 4463-6 (1998)).

Bakteriyel DNA’nin bu etkileri i¢cin, Japonya’da Yamamoto ve arkadaslari, GC iceren
palindromik dizilimlerin, bakteriyel DNA'nin Krieg ve arkadaslan tarafindan
gosterilmis olan etkilerinde hayati bir rol oynadigini tartismaktadir (Yamamoto S. et
al. Unique palindromic sequences in synthetic oligonucleotides are required to induce
IFN and augment IFN-mediated natural killer activity. J. Immunol. 148: 4072 (1992 );
Krieg AM, Antitumor applications of stimulating toll-like receptor 9 with CpG
oligodeoxynucleotides. Curr. Oncol. Rep. Mar; 6 (2): 88-95 (2004})). 1990'larin
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ortalaninda yapilan CpG ile ilgili calismalara dayali olarak, DNA anti-kanser ajanina
karsi ilgi, bir anti-kanser ajani olarak metillenmemis CG barindiran bir sentetik DNA
(CpG-ODN) olasiliginin ortaya ¢ikarilmasina yol agmistir; érnegin kisa sentetik DNA
degradasyonunu inhibe etmek icin diester baglarinda S ikamesine yonelik bir
calisma. Bu baglamda CpG-ODN ile iligkili urunler klinik deneylerde, bir anti-kanser
ajani ve ayni zamanda bir adjuvan olarak kullanilmistir

(http://www.coleypharma.com).

Ancak immunojenisite ve CpG-ODN'nin diester baglarindaki S ikamesinin halen
dusuk olan anti-kanser aktivitesi de dahil olmak Uzere bazi sorunlar ¢ozulmeyi
beklemektedir. Guncel klinikte, CpG 7909, anti-DNA Abyi tetikleyen bir fosfatioat
oligonukleotiddir (Clin Immunol. Agustos; 100 (2) 157-63 (2001 }), ve SLE (sistemik
lupus eritematozu) gibi oto-immun hastaliklar ile yakindan iligkilidir ( J Clin Immunol.
Temmuz; 6 (4): 292-8 (1986 )). Buna ek olarak fosfotioat strikturunun, enfeksiyonlara
karsi immun koruma bozukluguna katki yapacak sekilde Tl Ag olarak iglev gordugu
bilinmektedir ( Mol Immunol. Aralik; 35 (18): 1161-70 (1998 )).

Anti-kanser etkisi oldugu 1950’lerden beri bilinen LPS'de, ng mertebesindeki LPS'nin
sepsis ile dlume yol agmasindan oturi LPS kullanimi zor olmustur. LPS ve DNA
arasindaki bagdin ciddi sito-toksisiteye neden olduguna dair genel bir kani
bulunmaktadir, ve bundan dolayr LPS'nin bertaraf edilmesi, DNA ile iligkili ilaglarda
oldukgca dnemli bir proses olarak addedilmektedir ( Gao JJ. et. al, Bacterial DNA and
lipopolysaccharide induce synergistic production of TNF-alpha through a post-
transcriptional mechanism.J Immunol 166 (11): 6855-60 (2001 )). Etkililik
baglaminda, LPS'nin bir anti-kanser ajani olarak uygun olmadigi varsayildidinda,
LPS ile tetiklenen immun yanitlarin, anti-kanser i¢in nemli olan Th1 tipi olmayan, Th2
tipi yanitlar olan DNA ile tetiklenenlerden ¢cok daha kuvvetli oldugu dusunulmelidir (
Lebman DA et al Interleukin 4 causes isotype switching to IgE in T cell-stimulated
clonal B cell cultures. J Exp Med. 1 Eylul; 168 (3): 853-62 (1988 )). Th2 tipi immun
aktivitenin Th1 tipi immun aktiviteyi inhibe ettigi dusunuldugunde, LPS ile tetiklenen
Th2 tipi immun aktiviteden dolayi, bir anti-kanser ajani olarak LPS'yi kullanmak
oldukga zor olmustur (Rengarajan J et al. Transcriptional regulation of Th1/Th2
polarization, Immunol Teday. Ekim; 21 (10): 479-83 (2000 )).
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LPS'nin detoksifike edilmesine yonelik gesitli girisimler Uzerine calisiimistir; bu da
polisakkarid zincirinin uzaklastirilmasi ya da lipid A'nin deasillenmesi yoluyla basarih
bicimde sito-toksisitesinin azaltiimasina yol acmistir ( Katz SS et al Deacylation of
lipopolysaccharide in whole Escherichia coli during destruction by cellular and
extracellular components of a rabbit peritoneal inflammatory exudate. J Biol Chem.
Aralik 17; 274 (51): 36579-84 (1999 }). Ornegin, monofosforil lipid A (MPL) lipid Anin
fosforilasyonu ile elde edilir; burada, bir immuno-terapotik anti-kanser ajani
gelistirmek Uzere LPS'nin polisakkarid zinciri bertaraf edilir.  Ancak etkilili§inin

oldukga dusuk oldugu bilinmektedir (http://www.corixa.com).

Diger yandan mevcut bulusun basvuru sahipleri, yukarida bahsedilen immuno-
adjuvanlarin eksiklerini tamamlamak igin yeni bir immuno-adjuvan gelistirmistir
(0740237 sayili Kore Patenti (2007.07.10)).

WO 2007/068907 A2, bir adjuvan ile kombinasyon halinde bir antijen ya da antijenik
preparasyon igeren bir insani immunojenik bilesim dozunu agiklamaktadir; burada
bahsedilen adjuvan bir lipozom ve bir lipopolisakkarid halinde sunulmus olan Quilaya
saponaria molina kabugundan elde edilen immunolojik olarak aktif bir saponin
fraksiyonu icermektedir; burada bahsedilen saponin fraksiyonu ve bahsedilen
lipopolisakkaridin her ikisi de 30 pgin altindaki bir seviyedeki s6z konusu insani

dozda mevcuttur.

WO 2006/114312 A2i kanserler de dahil olmak uUzere, HPV enfeksiyonu ve/veya
hastaliginin onlenmesine yonelik bir yontemi aciklamaktadir; bu yontem en azindan
HPV16 ve HPV18'den bir L1 proteini veya onun immunojenik bir fragmanini iceren
birinci bir HPV asisinin, ve birinci agidaki HPV16 ve HPV18 L1 bilegsenlerini
icermeyen ikinci bir HPV asisinin dagitimini igcerir; ve bu ikinci ag1 en azindan bir tane
onkojenik HPV tipinden bir L1 proteini veya onun immunojenik bir fragmanini icerir;
burada birinci ve ikinci asilar herhangi bir sirada verilebilir ve dagitim uygun bir

zaman arahgi ile ayrilmistir.
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BU BULUSUN DETAYLI ACIKLAMASI

Mevcut bulus sahipleri, yukarida tarif edildigi sekilde bir servikal kanser icin olan
geleneksel asilarin problemlerinin ustesinden gelebilen yeni bir agi gelistirmek uzere
yogun c¢alismalar yapmislardir. Sonug olarak, yag asidinin bir kisminin lipid A’dan
ayrildigi toksik olmayan bir LOS'un (lipooligosakkarid), tip 16 veya 18 HPV'nin L1
VLPsi kullanilarak immunizasyonunda bir immuno-adjuvan olarak kullanilabildigini
kesfetmislerdir; bu sekilde HPV immun yanitlan, geleneksel VLP bazl asilar ile elde
edilenden cok daha dikkate deger bir sekilde tetiklenmektedir; bu da, bir insan

servikal kanserini onlemek Uzere ustun bir asi olarak igslev gormesini saglamaktadir.

Buna badli olarak bir insan servikal kanseri icin farmasotik bir asi saglamak bu

bulusun bir amacidir.

Mevcut bulusun diger amaclan ve avantajlan, ekli istemler ve cizimler ile beraber

asagidaki detayh tarifname 1s1ginda daha anlasilir hale gelecektir.

Bu bulusun bir halinde, bir insan servikal kanseri icin sunlari iceren bir farmasotik asi
saglanmaktadir:

(a) (i) tip 16 insan papilloma virusunun (HPV) bir L1 virus benzeri pargacigi (VLP), tip
18 HPV'nin bir L1 VLP'si, veya bunlarin bir kombinasyonu; ve

(i) KCCM 10374 erisim numarasina sahip olan, E.coli (Escherichia coli) EG0021°den
izole edilmis olan lipopolisakkaridin lipid A'sinin deasillenmesi ile detokdifike edilmis
2,000-4,000 Da arahiginda bir molekuler agirliga sahip olan deasillenmis toksik
olmayan bir lipooligosakkarid (LOS), ve aluminyum hidroksit; ve

(b) farmasotik olarak kabul edilebilir bir tagiyici.

Tercih edilen bir duzenlemede tip 16 veya 18 HPV'nin L1 VLP'si, asadidaki
asamalari iceren bir saflastirma proseduru ile elde edilir; (i) tip 16 veya 18 HPV'nin
L1"ini kodlayan bir nukleotid dizilimini barindiran mayalann kulturlenmesi; (ii)
kulturlenmis mayanin lizlenmesi; (iii) maya lizatini amonyum sulfat ile gokturerek
safsizliklarin bertaraf edilmesi; ve (iv) safliklarin uzaklastiriimis oldugu maya lizatinda
bir heparin kromatografisi veya katyon degisimi kromatografisi gergeklestirimesi.
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Baska bir duzenlemede farmasotik bilesim ayrica soyle bir immuno-adjuvan igerir:
Mg, Ca, Sr, Ba ve Ra'dan olusan gruptan secilen bir Il. Grup elementi; ya da Ti, Zr,

Hf ve Rf*den olusan gruptan secilen bir IV. Grup elementi.

Mevcut bulus sahipleri, yukarida tarif edildigi sekilde bir servikal kanser igcin olan
geleneksel asilarin problemlerinin Ustesinden gelebilen yeni bir asi gelistirmek uzere
yogun galismalar yapmislardir. Sonug olarak, yad asidinin bir kisminin lipid Ardan
ayrildig toksik olmayan bir LOS'un (lipooligosakkarid), tip 16 veya 18 HPV'nin L1
VLPsi kullanilarak immunizasyonunda bir immuno-adjuvan olarak kullanilabildigini
kesfetmiglerdir; bu sekilde HPV immun yanitlan, geleneksel VLP bazli asilar ile elde
edilenden ¢ok daha dikkate deger bir sekilde tetiklenmektedir; bu da, bir insan

servikal kanserini onlemek Uzere ustun bir asi olarak islev gormesini saglamaktadir.

Mevcut bulusun farmasotik bilesiminde kullanilan VLP, tip 16 ya da 18 HPV'nin L1
VLP sinden turetilimistir. Tip 16 ya da 18 HPV'nin, yuksek niskli HPV tipleri oldugu
bilinmektedir, ve bunlar bir servikal kanseri tetikleyen temsili HPV'lerdir.

Burada kullanilan “HPV L1 proteini” terimi, HPV'nin bir L1 geninden ekspres edilen,
HPC kapsidi icindeki bir major proteine karsilik gelir. L1 proteini kendi icinde ya da
HPV kapsidini teskil eden bagka bir minor protein olan L2 proteini ile, uygun kosullar

altinda kendiliginden olusabilir.

Mevcut bulusta kullanilan VLP, tip 16 veya 18 HPV'nin dogal olarak meydana gelen
L1 proteinini, ve onun fonksiyonel bir L1 proteini turevini kodlayan toplam dizilimleri
icerir. Burada kullanildidi haliyle, “fonksiyonel HPV L1 turevi” terimi, VLP olusturma
kabiliyetine sahip olan ve, her ne kadar dizilimi dogdal olarak meydana gelen bir HPV
L1 proteinini kodlayan toplam dizilimlere esdeder degilse de immun yanitlar ortaya
clkan dogal olarak meydana gelen bir HPV L1 proteini anlamina gelmektedir.
Ormegdin fonksiyonel HPV L1 turevi, icinden bir nukleer lokalizasyon sinyalinin
uzaklastirildig1 kesilmis bir L1 proteinidir. Mevcut bulusta kullanilabilme kabiliyetine
sahip olan baska bir HPV L1 Proteini omegi, C terminalinin 34 amino asidinin
uzaklastirldigi bir tip 16 HPV L1 proteinini, ya da C terminalinin 35 amino asidinin
bertaraf edildigi bir tip 18 HPV L1 proteinini kapsar. Tip 16 ya da 18 HPV'nin L1
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VLPsini kodlayan amino asit diziliminin agiklayici ornedi, sirasiyla SEQ ID NO:2 ve
SEQ ID NO:4'te tanf edilmektedir.

Bu bulusun farmasotik bilesiminde immun yaniti tetikleyen bir antijen olarak, HPV16
L1 VLP ya da HPV18 L1 VLP, tercihen her ikisi de kullaniimaktadir.

Alternatif olarak HPV16 L1 VLP ya da HPV18 L1 VLP'ye ek olarak, bir antijen olarak
L1 VLP ayrica, tip 31 HPV, tip 45 HPV, tip 6a HPV, tip 6b HPV, tip 11 HPV, tip 33
HPV, tip 35 HPV, tip 39 HPV, tip 51 HPV, tip 52 HPV, tip 56 HPV, tip 58 HPV ve tip
68 HPV'nin L1 VLPlerinden olusan gruptan segilen en az bir tane L1 VLP igerebilir.

Alternatif olarak, mevcut bulusta kullanilan L1 VLP basgka bir protein ile, érnegin L2

proteini ile kaynastinlabilir.

Bir immuno-adjuvan olarak deasillenmis toksik olmayan bir LOS (lipoocligosakkarid)
kullanmak mevcut farmasotik bilesimin en onemli dzelligidir. Ilk olarak burada
uyarlanmis olan “LOS (lipooligosakkarid)’ terimi, dogal olarak meydana gelen
LPS'den daha kisa gliko zincirleri olan, dusuk molekuler agirhklh bir LPS
(lipooligosakkarid) madifiye ediciye karsilik gelir. LOS, deasillenmeden once, 5000-
10000 Da aralidinda bir molekuler agirliga sahiptir. Burada kullanilan “deasillenmis
LOS" terimi, lipid Anin glikozaminine —C(O)O- bagd ile bagh olan bir yag asidinin
LOStan uzaklastinlmis oldugu — ki bu LOS'a kiyasla sitotoksisitede ciddi bir
azalmaya yol acar- bir LOS formu anlamina gelir. Yagd asidi, Lipid A'nin
glikozaminine -C(O)O- bag ve -C(O)NH- bag ile baghdir. Mevcut bulusun
deasillenmis LOS'u, -C(O)O- badi ile bagh olan yag asidinin, lipid A’nin deasillenmesi
ile uzaklastinldidi bir LOS:tur.

Mevcut bulusun deasillenmis toksik olmayan LOSu, ornedin mevcut bulus
sahiplerinin, Kore Patenti 0456681 ; WO 2004/039413 ; Kore Patenti 0740237 ; ve
WO 2006/121232 de dahil olmak uzere onceki patentlerinde agiklanmis olan
yontemlere gore oldugu gibi, cesitli yontemlere gore hazirlanabilir. Ornegin LOS:taki
yag asidinin bir kismi uzaklastirilir ve kuvvetli baz (6rn. 2N NaOH) muamelesi ile
deasilasyon yoluyla lipid A’dan LPS'ye (lipopolisakkarid) detoksifiye edilir.
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Tercih edilen bir duzenlemeye gore, mevcut bulusta bir immunoadjuvan olarak
kullanilan deasillenmis toksik olmayan LOS, LPS'ye (lipopolisakkarid) dogru alkali
islem yoluyla, lipid A'nin deasillenmesi ile detoksifiye edilir. Tercih edilen alkali islem
ornekleri sunlan kapsar: NaOH, KOH, Ba(OH)2, CsOH, Sr(OH)2, Ca(OH)2, LiOH,
RbOH ve Mg(OH)2, daha tercihen NaOH, KOH, Ba(OH)2, Ca{OH)2, LiOH ve
Mg(OH)2, ¢cok daha tercihen NaOH, KOH ve Mg(OH)2, ve en ¢ok tercih edildigi
haliyle de NaOH.

LPS'nin detoksifiye edilme derecesi, teknik alanda siradan uzmanhga sahip kisilerce
bilinen cesitli yontemlere gore analiz edilebilir. Ornegin detoksifiye etme, LPS ile
islem gormus olan THP-1'de (akut monositik 1dsemi) salgilanan TNF-a (tumor nekroz
faktoru-a) miktari olculerek belirlenebilir. Mevcut bulug konusu deasillenmis toksik
olmayan LOS, geleneksel LPS'ler ile kiyaslandigi nispeten dusuk miktarda TNF-a
salgisini tetikler.

Mevcut bulus konusu deasillenmis toksik olmayan LOS'un, genelde kullanilan
geleneksek LPS'den daha dusuk bir molekuler agirhiga sahip olmasi da baska bir
ozelliktir. Tercihen, mevcut bulusta kullanilan deasillenmis toksik olmayan LOS
1,500-10,000 Da aralijinda, daha tercihen 2,000-5,000 Da araliginda, daha tercihen
2,000-4,000 Da araliginda, ¢ok daha tercihen 3,000-4,000 Da araliginda, ve en ¢ok
tercin edildi haliyle de 3,200-3,700 Da araliginda bir molekuler adirhga sahiptir.
Molekuler agirhdin odlculmesi, geleneksel bir yontem, ormegin MALDI-MASS

kullanilarak yurutulebilir.

Tercih edilen bir duzenlemeye gore, bu bulusun deasillenmis toksik olmayan LOS'u,
Escherichia coliden (E. coli), ve en ¢ok tercih edildigi haliyle de mevcut bulus
sahipleri tarafindan izole edilmis olan E. coliEG0021:den (KCCM 10374) turetilir.

Mevcut bulusta kullanilan deasillenmis toksik olmayan LOS, geleneksel immuno-
adjuvanlarla kiyaslandiginda ¢ok daha ustun immuno-uyarici etkisinden ve ciddi
derecede dusuk sito-toksisitesinden dolayr bu bulusun agsi bilesimi igin oldukca
uygundur. Asagida Ornekler kisminda gosterilmis oldugu uzere, bu bulugun
deasillenmis toksik olmayan LOS'u, LPS sito-toksisitesini azaltmak uzere LPS'nin bir
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polisakkarid zincirinin uzaklastinlmis oldugu lipid A fosforilasyonu ile elde edilen
monofosforil lipid A'dan (MPL) cok daha dusuk sito-toksisiteye sahiptir.

Asagida Ornekler kisminda gosterildigi gibi (Bkz. Sekiller 23 ve 24), HPV L1 VLP ile
beraber mevcut bulus konusu deasillenmis toksik olmayan LOS'un verilmesi de yine
Th2-turu immun yanit (humoral bagdisiklik) ile ilgili olan IgG1 seviyesini ve ayni
zamanda Th1-turl immun yanit (hucresel badisikhik) ile ilgili olan IgG2a seviyesini de
tetikler; bu da, mevcut bulus konusu deasillenmis toksik olmayan LOS'un, immun

yanitlart HPV L1 VLP ile beraber sinerjik olarak tetikleyebildigini gostermektedir.

Mevcut bulug konusu asi bilesimi, HPV 16 L1 VLP, HPV 18 L1 VLP ya da bunlarin hir
kombinasyonunu, ve deasillenmis toksik olmayan LOS iceren yalnizca temel bir
bilegim ile, bir servikal kanser Uzerinde onleyici bir etkilige katkida bulunabilir.
Alternatif olarak mevcut bulus konusu asi bilesimi ayrica, ornedin, Mg, Ca, Sr, Ba ve
Ra’dan olusan gruptan secilen bir Il. Grup elementi; Ti, Zr, Hf ve Rf*"den olusan bir V.
Grup elementi; ya da bir alUminyum tuzu ya da onun bir hidrati da dahil olmak Uzere,
bagska immuno-adjuvan barindirabilir.  Tercihen tuz, oksit, peroksit, hidroksit,
karbonat, fosfat, piroposfat, hidrojen fosfat, dihidrojen fosfat, sulfat ya da silikat ile
olusturulur. Oregin mevcut bulus konusu asi bilesiminde ek olarak kullanilabilen
immuno-adjuvan  magnezyum  hidroksit, magnezyum  karbonat  hidroksit,
pentahidroksit, titanyum dioksit, kalsiyum karbonat, baryum oksit, baryum hidroksit,
baryum peroksit, baryum sulfat, kalsiyum sulfat, kalsiyum pirofosfat, magnezyum
karbonat, magnezyum oksit, aluminyum hidroksit, aluminyum fosfat ve hidratlanmig
aluminyum potasyum sulfati (Alum} kapsar. En cok tercih edildigi haliyle, mevcut
bulug konusu asi bilesiminde ek olarak kullanilabilen immuno-adjuvan aluminyum
hidroksittir.

Tercih edilen bir duzenlemeye gore, tip 16 veya 18 HPV'nin L1 VLP’si, asadidaki
asamalari iceren bir saflastirma proseduru ile elde edilir; (i) tip 16 veya 18 HPV'nin
bir HPV L1’ini kodlayan bir nukleotid dizilimini barindiran mayalarin kulturlenmesi; (ii)
kulturlenmis mayanin lizienmesi; (iii) safsizliklarin bertaraf edilmesi icin maya lizatinin
amonyum sulfat ile ¢okturulmesi; ve (iv) safliklarin uzaklastirlmis oldugu maya
lizatinda bir heparin kromatografisi veya katyon degisimi kromatografisi
gergeklestiriimesi.
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Saflastirma prosedurunun detayh aciklamasi asagida tarif edilmektedir.

Bu bulusun farmaso6tik asi bilesimlerinde, farmasotik olarak kabul edilebilir tasiyici,
formulasyon icin geleneksel olan bir tane olabilir; bunlara laktoz, dekstroz, sukroz,
sorbitol, mannitol, nigasta, islenebilir kauguk, potasyum fosfat, arginat, jelatin,
potasyum silikat, mikrokristalli seluloz, polivinilpirolidon, seluloz, su, suruplar, metil
seluloz, metilhidroksi benzoat, propilhidroksi benzoat, talk, magnezyum sterat, ve
mineral yaglar dahildir; ancak bunlarla kisith degildir. Mevcut bulusa gore olan
farmasotik bilesim ayrica bir kayganlastirici, bir nem tutucu, bir tatlandirici, bir aroma
verici ajan, bir emulgatdr, bir suspansiyon haline getirici ajan, ve bir koruyucu
icerebilir.  Uygun farmasotik olarak kabul edilebilir tasiyicilarin detaylar, buraya
referans olarak dahil edilmis olan Remington's Pharmaceutical Sciences

(Remington'un Farmasotik Bilimleri) (19. Basim, 1995), icinde bulunabilir.

Mevcut bulusa gore olan farmasotik bilesim oral veya parenteral olarak verilebilir.
Mevcut bulus konusu farmasotik bilesim parenteral olarak verildigi zaman,

intravenoz, subkutan, intramuskuler, abdominal ve transdermal verilis ile yapilabilir.

Mevcut bulusun farmasotik bilesiminin uygun bir dozu, farmasotik formulasyon
yontemleri, verilig yontemleri, hastanin yasi, vucut agirhdi, cinsiyeti, hastaliklarin
siddeti, diyet, verilis zaman, verilis yolu, atilim hizi, ve kullanilan farmasotik bilesime
yonelik hassasiyete bagh olarak degisebilir.  Tercihen, mevcut bulus konusu

farmasotik bilesim gunluk 0.0001-1,000 mg/kg (vucut agirhigi) dozu ile verilir.

Teknik alanda uzman kisilerce bilinen geleneksel tekniklere gore, farmasotik bilesim
yukarida tarif edildigi gibi; nihayetinde bir birim doz formu ya da bir ¢oklu doz formu
da dahil olmak uzere cesitli formlar ortaya c¢ikararak, bir farmasétik olarak kabul
edilebilir tasiyici ve/veya arag ile formule edilebilir. Formulasyon yad ya da sulu bir
ortam, resuspansiyon veya emulsiyon, ekstrakt, toz, granul, tablet ve kapsul olabilir

ve ayrica dagitici (dispersan) veya stabilizator olabilir.

Mevcut bulug konusu farmasotik asi bilesimi HPV'ye karsi, Cervrix™ ve Gardasil™
de dahil olmak Uzere, geleneksel asilardan daha kuvvetli immun yanitlan
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tetiklemekte, ve bu nedenle de bir servikal kanseri onlemede ustun potens
sergilemektedir. Buna ek olarak, mevcut bulug konusu farmasotik bilegim ustun
stabiliteye sahiptir cunku mevcut bulusta bir immuno-adjuvan olarak kullanilan

deasillenmis toksik olmayan LOS neredeyse hig¢ sitotoksiteye sahip degildir.

Asagidaki Orneklerde gosterildigi uzere, yalnizca Th1-turu immun yanit (hucresel
badisiklik) ile iliskili interferon-y, 1gG2a ve 1gG2b seviyesi dedil, ayni zamanda Th2-
turl immun yanit (humoral yanit) ile iliskili IgG1 seviyesi de, Cervrix™ ve Gardasil™
verilisinde olduguna kiyasla, mevcut bulus konusu farmasotik agi bilesiminin
verilisinde carpici sekilde gelismistir.  Baska bir deyisle, mevcut bulus konusu
farmasotik asi bilesimi, HPV karsisinda, Cervrix™ ve Gardasil™e gbore daha Ustun,
Th1i-turu immun yanit (hucresel badisiklik) ve Th2-turu immun yanit (humoral
bagisiklik) tetikleyebilmektedir.

Bu bulusun yine baska bir yonunde, bir insan papillomavirusu (HPV) L1 virus benzeri
parcacik (VLP) hazilamak Uzere, asadidaki asamalar iceren bir ybdntem
saglanmaktadir:

(i) bir HPV L1 kodlayan nukleotid dizilimi barindiran mayalarin kulturlenmesi;

(i) kulturlenmis mayanin lizlenmesi;

(iii) safsizliklanin bertaraf edilmesi i¢cin maya lizatinin amonyum sulfat ile
cokturulmesi; ve

(iv) safliklarin uzaklastinlmis oldugu maya lizatinda bir heparin kromatografisi veya

katyon degisimi kromatografisi gerceklestiriimesi.

Mevcut bulus sahipleri, HPV VLPlerin uretiimesine yobnelik bir prosedurun
basitlestiriimis oldugu bir HPV'ye karsi bir asi hazirlamak uzere HPV VLPlerin kazang
oraninin, HPV VLPlerin maya ekspresyonu sisteminde gelistiriimis oldugu bir
saflastirma yontemi gelistirmek Uzere yodun calismalar yapmislardir. Sonug olarak,
bir maya lizatinin amonyum sulfat ile c¢okturuldugu ve ardindan bir heparin
kromatografisi veya katyon degisimi kromatografisinin yurutuldugu ustun bir

saflastirma etkililiginin (kazang orani ve saflik) elde edilebilecegini kesfetmislerdir.

Asagida, bu bulus su asamaya gore detayh olarak tarif edilmistir:
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(i) bir HPV L1 proteini ekspres eden donusturuimus mayanin kulturlenmesi

Mevcut bulusun yontemine gore, L1 proteini kaynakh HPV turu o6zel olarak
sinirlandiriimamaktadir; ve sayilanlarla siirli olmamak uzere sunlar kapsar: tip 6a
HPV, tip 6b HPV, tip 11 HPV, tip 16 HPV, tip 18 HPV, tip 31 HPV, tip 33 HPV, tip 35
HPV, tip 39 HPV, tip 45 HPV, tip 51 HPV, tip 52 HPV, tip 56 HPV, tip 58 HPV ve tip
68 HPV. Tercihen mevcut bulus konusu L1 proteini, tip 6a HPV, tip 6b HPV, tip 11
HPV, tip 16 HPV, tip 18 HPV, tip 31 HPV, tip 33 HPV, ve tip 45 HPV:den olusan
gruptan, ve daha tercihen, tip 16 HPV ve tip 18 HPV'den segilir.

Mevcut bulusta bir konak hucre olarak kullanilan hucreler, drnedin, ekmek mayasi,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus, Saccharomycessp.,
Schizosaccharomyces pombe, ve benzerleri de dahil olmak ancak bunlarla sinirh
olmamak uzere, mayadir. En cok tercih edildigi haliyle, bu bulug konusu konak maya

Saccharomyces cerevisiaedir.

HPV L1 proteini ekspres eden donusturuimug maya, bir HPV L1 proteinini basarili
bicimde ekspres eden bir ekspresyon vektoru ile donusturulmus bir maya hucresine
karsiik gelir.  Teknik alanda uzman kigilerce c¢esitli baslaticilar (promotor)
bilinmektedir; bunlara sunlar dahildir: GAL1 baslatici, GAL10 basglatici ( Johnson, M.,
and Davies, R. W., Mol. and Cell. Biol., 4: 1440-1448 (1984 )), ADH2 baslatici (
Russell, D., et al., J. Biol. Chem., 258: 2674-2682, (1983 )), PHO5 baslatici { EMBO
J. 6: 675-680, (1982 )) veya MFal baslatici, ekspresyon vektorun ekspres edilecek
olan HPV L1 geninin oncesinde bagh olabilir, ve ADHI, MFal veya TPI-kokenli poli A
dizilimi ( Alber, T. and Kawasaki, G., J. Mol. & Appl. Genet. 1: 419-434 (1982 ))
ekspresyon vektorunde yer alabilir. Bir maya ekspresyon vektoru YEpG, YEpI3, YEp4
ve YEGa ( S.N. Kim, et al., J. Virol. Methods 139 (2007) 24-30 ; R. Kirnbauer, et al., J
Virol 67 (1993) 6929-6936 ) teknik alanda iyi bilinmektedir. HPV L1 proteini ekspres
edecek olan donusturulmus maya, teknik alanda uzman kisilerce bilinen cesitli
yontemlere gore hazirlanabilir; bunlara orn. US 7250170 , US 6613557 , US 5888516
, US 5871998 , US 5618536 ve US 5437951 patenti de dahil olup; bunlar buraya

referans olarak dahil edilmistir.
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Tercih edilen bir duzenlemeye gore, donusturulmus maya bir ya da daha fazla glikoz
ve galaktoz karbon kaynadi ile takviye edilmis bir ortamda kulturlenir. Tercih edilen
baska bir duzenlemeye gore, glikoz ve galaktoz orani, glikoz: galaktoz = 0-1:3-4'luk
bir agirhk orani, daha tercihen glikoz: galaktoz = 0.5-1:3.5-4'luk, ve en cok tercih
edildigi haliyle de glikoz: galaktoz = 1:3'luk bir agirlik oramdir. HPV L1 proteinin
ekspresyonu, mevcut bulusun ortami icinde kullanilan glikoz ve galaktozun agirhk

oraninin, yukanda tarif edilen aralikta oldugu yerde maksimize edilebilir.

Donusturulmus maya kulturu icinde kullanilan orneklendiriimis ortam, maya ekstrakti,

pepton, glikoz ve galaktoz da dahil olmak uzere bir YPDG ortamidir.

(i) Kulturlenmig mayanin lizlenmesi

Mevcut bulustaki kulturlenmis mayamin liz yontemi, belirli bir yontem ile sinirl
olmayip, tercihen maya hucrelerinin tum lizatini elde etmeye yonelik bir liz
yontemidir.  Ornegin, mevcut bulusta kullanilabilen liz yontemi, cam boncuklar
kullanilarak bir homojenizasyonu ya da selenlemeyi kapsar ancak bununla sinirli

degildir.

(iii) Mavya lizatinin safsizliklarini bertaraf etmek Uzere amonyum sulfat cokturmesi

Ekspres edilmis proteinler ¢cokturulmus ve safsizliklar, maya lizatina amonyum sulfat

eklenerek uzaklastinimistir.

Tercih edilen duzenlemeye gore, eklenecek olan amonyum sulfatin konsantrasyonu
agr. %20-60, daha tercihen agr. %40-50, ve en ¢ok tercih edildigi haliyle de agr.
%42-48 araligindadir. Amonyum silfat konsantrasyonunun adr. %40'tan yluksek
olmayan bir aralikta oldugu yerlerde bu bulustaki HPV L1 proteinin ¢okturme etkililidi
dusmustur. Bu bulusta ekpsres edilen HPV L1 proteinin ¢okme etkililigi, amonyum
sulfat konsantrasyonunun agr. %5ten daha az olmadigi bir aralikta, amonyum sulfat

artisina bagl olarak gelismemistir.

Alternatif olarak, amonyum sulfat ile elde edilen protein peleti lizlenir, ve 0.5 M'den

daha az olmayan NaCl ile karigtinlir, bunu 4°C'de en az 12 saatlik inkubasyon izler.
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(ili-2) Dusuk konsantrasyonlu tuzdaki safsizliklarin bertaraf edilmesi (6rn. NaCl)

(i) asamasindan elde edilen ¢ozelti, dusuk konsantrasyonlu tuz (érn. NaCl)
barindiran bir tampoen icinde diyaliz edilir, ve ardindan safsizliklarin gozunmez bir

halde uzaklastiriimasi icin oda sicakhdinda inkube edilir.

Mevcut bulusun pratik bir ©0rnegine gore, dusuk Kkonsantrasyonu tuzun
konsantrasyonu 0.001-0.3 M araliginda, daha tercihen 0.01-0.2 M araliginda, ve en
cok tercih edildigi haliyle de 0.1-0.8 M araliginda kullanilir, ve kullanilacak olan tuz
NaCl, KCI, MgClz, CaClz, Na:504 ve (NH4)2SOsten olusan gruptan, en en gok
tercinen de NaCl'den segcilir.

Tercih edilen bir duzenlemeye gore, dusuk konsantrasyonu tuzu iglemeye yonelik
proses, non-iyonik bir yuzey aktif madde varliginda yurutulur. Ornegin, non-iyonik
yuzey aktif madde sunlan kapsar: polioksialkilen sorbitan yag asidi esteri, sorbitan
vag asidi esteri, alkilen glikol yagd asidi esteri, polialkilen yag asidi esteri, yag asidi
esteri, polioksialkilen yag asidi eteri, C1s-24 yag asidi, yag asidi mono-, di- veya poli-
gliserit, policksialkilen alkil fenol, alkil fenil eter, polioksietilen-policksipropilen blok
kopolimeri, yag asidi amin oksit, yag asidi alkanolamid, alkil seluloz, karboksialkil
seluloz ya da polioksialkilen kastor yagi turevleri, ve tercihen, polioksietilen sorbitan
mono- ya da tri-loril, palmitil, steril, veya oleil ester; orn. polioksiletilen (20 sorbitan
monolorat  (Tween-20), polioksietilen (4) sorbitan monolorat (Tween-21),
polioksietilen (20) sorbitan monopalmitat (Tween-40), polioksietilen (20) sorbitan
monosterat (Tween-60), polioksietilen (20) sorbitan ftristerat (Tween-65), veya
polioksietilen (20) sorbitan monooleat (Tween-85) gibi. Buna ek olarak, bir non-iyonik
yuzey aktif maddeyi, %0.001-0.01'lik bir konsantrasyonla isleme tabi tutmak tercih

edilir.

Yukarida tarif edildigi gibi dusuk konsantrasyonlu NaClyi isleme asamasi,
safsizliklari bertaraf etmek uzere oldukca etkilidir, ve prosedurun kisaltiimasina ve
mevcut bulug konusu yontemin saflagtirma etkililiginin gelistiriimesine ciddi derecede

katkida bulunur.
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Bu asamada uretilen ¢obzunmez proteinler santrifuj ile uzaklastirihr; bu da, bir heparin
kromatografisi veya katyon dedisimi kromatografisi ile ykanacak olan VLP'nin
safhgini dikkate deger derecede arttinr. Dolayisiyla bu asamanin, safsizliklarin basit
bir sekilde uzaklastinimasiyla, saflastirmanin gelistirilmesinde ustun bir rol oynadigi

gosterilmistir.

(iv) Heparin kromatografisi ve katyon degdisimi kromatografisi

Heparin kromatografisi veya katyon degisimi kromatografisi, safsizliklarin

uzaklastinlldig ¢ozeltide yurutular.

Safsizliklarin, yukarida tarif edilen gekilde bir heparin kromatografisi veya katyon
degisimi kromatografisi kullanilarak uzaklastirldigi ¢ozeltinin  saflagtirimasinda,

safsizliklar oldukga etkili bir bicimde bertaraf edilebilir.

Bir heparin kromatografisi yurutme asamasinda (iii). Veya (iii-2). asama ¢ozeltisi,
heparin recinesi icin uygun olan bir baglayici tampon ile, bir heparin regine kolonuna
yuklenmeden once dengelenir. Tercihen baglayici tampon NaCl ve non-iyonik yuzey
aktif maddeyi (orn. Tween-80) kapsar ve NaCl, dusuk konsantrasyonda kullanilir
(0.1-0.2 M). Bundan sonra numune bir heparin kromatografisine uygulanir, ve
ardindan proteinler recineden ykanarak ayristinlir.  Ayrigstirma yonteminde lineer
NaCl gradyani kullaniimasi tercih edilir. Daha tercihen safsizliklar lineer bir NaCl
gradyani iginde ayristinlir (0.33-0.66 M), ve ardindan arzu edilen L1 proteini, lineer

bir NaCl gradyani (0.66-2 M} icinde aynistirilir.

Katyon degisimi kromatografisi c¢esitli recineler, tercihen sulfo, sulfoalkil (6rn.
sulfometil, sulfoetil ve sulfopropil), fosfat veya fosfat alkil fonksiyonel grubu, ve en gok
tercin edildigi haliyle de fosfat fonksiyonel grubu ile bagh bir katyon degistirici
kullanilarak gerceklestirilebilir. Bir katyon dedisimi kromatografisi yurutme
asamasinda (iii). Veya (iii-2). asama cozeltisi, heparin recinesi icin uygun olan bir
baglayici tampon ile, bir heparin regine kolonuna yuklenmeden once dengelenir.
Tercihen baglayici tampon NaCl ve non-iyonik yuzey aktif maddeyi (6rn. Tween-80)
kapsar ve NaCl, dusiuk konsantrasyonda kullanilir (0,3-0,4 M). Sonrasinda numune

bir katyon degisimi kromatografisine uygulanir, ve ardindan proteinler recineden



10

15

20

25

30

16

yikanarak ayristirithr.  Ayrnistirma yonteminde NaCl gradyani asamasi kullaniimasi
tercih edilir. Daha tercihen, arzu edilen L1 proteini, 0.6 M, 0.7 M, 0.8 M ve 1 M'lik

NaCl igeren bir aynstirma tamponu kullanilarak aynisgtirihr.

(v) Konsantrasyon

Tercih edilen bir duzenlemeye gore, yukarida tarif edildigi gibi kromatografi ile elde
edilen L1 protein fraksiyonu, bir membran filtre ile konsantre edilir. Tercihen
kromatografi fraksiyonu, 50100 kDa’'lik molekuler agirliktaki proteinleri kesip ayirma
islevine sahip olan bir membrandan gecirilerek konsantre edilir. Yaklagik 50 nmlik
bir ortalama boyuta sahip olan VLP, diger proteinler ile kiyaslandiginda buyuk bir
protein  oldugundan, membrandan gecirmeden konsantre edilirken, kalan
safsizliklarin gogu membrandan gecirilerek uzaklastirihir.  Dolayisiyla bu asama
yalnizca HPV 16 L1 proteininin safhgini arttirmakla kalmaz, ayni zamanda HPV 16

L1 proteininin konsantrasyonunu da gelistirir.

Mevcut bulusun hazirlama yontemi, safsizliklari, bu bulustaki kromatografi agamasini
gergeklestirmeden once belirli kosullar altinda bir hucre homojenatini isleme tabi
tutarak uzaklastiran bir yontemi kullanmistir ki bu da L1 proteininin saflagtinima
etkililigini maksimize etmeye yol acmistir.  Hucre homojenatl, birincil olarak
safsizliklari bertaraf etmek uzere amonyum sulfat ile c¢okturulur, ve ardindan
safsizliklari ikincil olarak uzaklastirmak uzere dusuk konsantrasyonlu tuz kosullarinda
inkube edilir. Yukarida tarif edilen yontem, safsizliklarin yaklasik %80:ini
uzaklastirmaya ve L1 proteinini %80'den az olmamak uUzere kurtarmaya olanak
verebilir; bu da safligin basit bir sekilde iyilestiriimesine katkida bulunur. Dolayisiyla
mevcut bulug konusu yontem, sunlar gibi gesitli avantajlara sahiptir:

(@) L1 proteininin ¢esitli kromatografi asamalar kullaniimaksizin yuksek saflikta
saflastiriimasi; (b) bu yontemin pilot ve endustriyel dlcekte Uretime ve saflastirmaya
uygulandigi verlerde protein uretimi icin gerekli olan sure, maliyet ve is gucunden

ciddi derecede tasarruf edilmesi.

Bu bulusun baska bir yonunde, SEQ ID NO:1'e ait bir nukleotid dizilimi iceren bir tip
16 insan papillomavirusunun (HPV) bir L1 virlisi benzeri pargacigini (VLP) kodlayan
bir nukleik asit dizilimi saglanmaktadir. Buna ek olarak bu bulus, SEQ ID NO:3'e ait
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bir nukleotid dizilimi iceren bir tip 18 insan papillomavirusunun (HPV) bir L1 virusu
benzeri parcacidini (VLP) kadlayan bir nukleik asit dizilimi saglanmaktadir.

Bu bulusun yine basgka bir yonunde, yukarida tarif edildigi gibi, tip 16 insan
papillomavirusunun (HPV) L1 virusu benzeri bir parcacigini (VLP) kodlayan nukleik
asit dizilimi ile donusturulmus olan bir Saccharomyces cerevisiae (kayit no:
KCCM11036P) saglanmaktadir. Buna ek olarak bu bulus ile, yukarida tarif edildigi
gibi, tip 18 insan papillomavirusunun (HPV) L1 virusu benzeri bir parcacigini (VLP)
kodlayan nukleik asit dizilimi ile donusturulmus olan bir Saccharomyces cerevisiae
(kayit no: KCCM11037P) saglanmaktadir.

SEQ ID NO:1 ve SEQ ID NO:3Un nukleotid dizilimi, HPV L1 proteinini oldukga
yuksek verimlilikte kodlayan bir nukleotid dizilimini ekspres etmek Uzere optimize
edilir.

Mevcut bulusun ozellikleri ve avantajlar su sekilde ozetlenecektir:

(a) Bir insan servikal kanseri icin olan farmasotik asi bilesimi bir antijen olarak HPV
16 L1 VLP, HPV 18 L1 VLP, ya da HPV 16 L1 VLP ve HPV 18 L1 VLP, ve bir
immuno-adjuvan olarak deasillenmis bir toksik olmayan LOS kullanir.

(b) Deasillenmisg toksik olmayan LOS, HPV'ye karsi immun yanitta ustun bir immuno-
uyarici etkiye, ve neredeyse hig sitotoksisite gostermemesine bagh olarak daha
yuksek bir stabiliteye sahiptir.

(c) Buna ek olarak, deasillenmis toksik olmayan LOS, hem Th1-turu immun yaniti
(hucresel bagisikhk) hem de Th2-turt immun yaniti (humoral bagisiklik) gelistirerek,
HPVye kargi immun yaniti sinerjik olarak tetikler.

(d) Mevcut bulug konusu farmasotik asi bilesimi, HPV karsisinda, hem Th1-turl
immun yanitta (hucresel bagisiklik) hem de Th2-turu immun yanitta (humoral
badisiklik) Cervrix™ ve Gardasil™e gore daha Ustun olup; bir insan servikal kanseri
icin bir asi olarak ustun bir etkililik sergilemektedir.

(e) Mevcut bulusun HPV L1 VLP:sini hazirlama yontemi L1 proteinini bir kromatografi
asamasi ile yuksek saflikta saflastirmaya olanak verir, ve bu yontemin pilot ve
endustriyel olgcekte uretime ve saflagstirmaya uygulandigi yerlerde protein uretimi igin
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gerekli olan sure, maliyet ve is gucunden tasarruf saglamada kayda deger etkisi

vardir.

CIiZIMLERIN KISA ACIKLAMASI

Sekil 1 ve 2, tip 16 HPV ve tip 18 L1 VLP proteinini ekspres eden YEP’in {(maya
ekspresyon vektoru) DNA haritalaridir. AmpR ampisiline direncli gen, Ura3 orotidin
5-fosfat dekarboksilaz sentezlemeye yonelik bir gen, 2-mikron replikasyon orijinidir ve

gosterilen digerleri restriksiyon enzim yerleridir.

Sekil 3, HPV 16 L1 ve HPV 18 L1'i saflastirmak uzere kullanilan deneysel
prosedurleri gosteren bir is akisi gizgesidir.

Numuneler amonyum sulfat ile gokturulmus ve iki saflastirma yontemi ile izole
edilmeden once c¢ozunmeyen kontaminantlarin uzaklastinimas) icin - dusuk
konsantrasyonlu NaCl ile inkube edilmistir. 1. yontem bir heparin kromatografisi ve 2.

yontem bir katyon degisimi kromatografisi yontemidir.

Sekil 4-6, HPV 16 L1:in saflastinimasini gosteren elektroforetik diyagramlardir. Sekil
4, c¢ozunmeyen kontaminantlarin uzaklastirnlmasi asamasi olmadan, heparin
kromatografisi sonrasinda elde edilmis olan numunelerin SDS-PAGE sonucunu
gostermektedir. Sekil 5, Sekil 3+teki 1. yonteme gore olan heparin kromatografisinin
SDS-PAGE sonucudur. Sekil 6, heparin kromatografisinden sonraki Western blot
sonucudur. 1 ve 2. kulvarlar yukleme numuneleri ve serbest numunelerdir. 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ve 16. kulvarlarin her biri, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27,
30, 33, 36, 39, 42, 45 ve 48. numune fraksiyonlarini temsil etmektedir.

Ok, L1 proteininin molekuler agirhidini gostermektedir.

Sekil 7 ve 8, HPV 16 L1:in saflastinlmasini gosteren elektroforetik diyagramlardir.
Sekil 7, Sekil 3teki 2. yonteme gore olan katyon degdisimi kromatografisi ile elde
edilen numunelerin SDS-PAGE sonucunu gostermektedir. Sekil 8, katyon degisimi
kromatografisinden sonraki Western blot sonucudur. 1, 2, ve 3. kulvarlar sirasiyla
yukleme numuneleri, serbest numuneler ve yikama numuneleridir. 4,5, 6, 7, 8 ve 9.

kulvarlarin her biri, 1, 2, 3, 4, 5, 6. numune fraksiyonun temsil etmektedir. 1, 2, ve 3.
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numune fraksiyonlar, sirasiyla 0.6, 0.7 ve 0.8 M NaCl barindiran tampon ile
aynstinlmistir. 4, 5, ve 6. numune fraksiyonlar, 1 M NaCl iceren tampon ile

aynstinlmistir. Ok, L1 proteininin molekuler agirhgin gostermektedir.

Sekil 9, heparin kromatografisi ve katyon degisimi kromatografisinden gelen L1
fraksiyonlarinin toplanmasindan sonra, 50-100 kDa’llk kesip ayirma boyutu ile
membran filtre ile konsantre edilmis olan saflastinimis HPV 16 L1 numunelerini
gosteren elektroforetik diyagramdir. Panel A, SDS-PAGE sonucu, ve Panel B,
Western blot sonucudur. 1, 2, ve 3. kulvarlar sirasiyla, BSA, 1. yontem ile
saflastirimis HPV 16 L1 ve 2. yontem ile saflastinlmis HPV 16 L1°i temsil etmektedir.
Numuneler, Bradfor tayini kullanilarak kantifiye edilmis ve her kulvar 200 ng numune

ile yuklenmistir.

Sekil 10 ve 11, Sekil 3'teki 1. yontem ve 2. yonteme gore saflastiriimis olan HPV 16
L1 proteininin elektron mikroskobu goruntulerini temsil etmektedir. Saflastinimis HPV
16 L1 proteini, bir karbon kapli 1zgara uzerine uygulanmis ve fosfoungstik asit ile
negatif olarak boyanmistir. Foto-mikrografikler transmisyon elektron mikroskobu ile,
41,000 X'lik bir nihai buyutmede alinmistir. Olgek cubugu 100 nmdir.

Sekil 12-14, HPV 18 L1"in saflastinimasini gosteren elektroforetik diyagramlardir.
Sekil 12, ¢cozunmeyen kontaminantlarin uzaklastiriimasi agsamasi olmadan, heparin
kromatografisi sonrasinda elde edilmis olan numunelerin SDS-PAGE sonucunu
gostermektedir. Sekil 13, Sekil 3teki 1. yonteme gore olan heparin kromatografisinin
SDS-PAGE sonucudur. Sekil 14, heparin kromatografisinden sonraki Western blot
sonucudur. 1 ve 2. kulvarlar yukleme numuneleri ve serbest numunelerdir. 3, 4, 5,
6,7,8,9 10, 11,12, 13, 14, 15 ve 16. kulvarlarin her hiri, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27,
30, 33, 36, 39, 42, 45 ve 48. numune fraksiyonlarini temsil etmektedir.

Ok, L1 proteininin molekuler agirhgini gostermektedir.

Sekil 15 ve 16, HPV 18 L1'in saflastirilmasini gosteren elektroforetik diyagramlardir.
Sekil 15, Sekil 3'teki 2. yonteme gore olan katyon degisimi kromatografisi ile elde
edilen numunelerin SDS-PAGE sonucunu gostermektedir. $Sekil 16, katyon degisimi
kromatografisinden sonraki Western blot sonucudur. 1, 2, ve 3. kulvarlar sirasiyla

yukleme numuneleri, serbest numuneler ve yikama numuneleridir. 4, 5, 6, 7, 8 ve 9.
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kulvarlarin her biri, 1, 2, 3, 4, 5, 6. numune fraksiyonun temsil etmektedir. 1, 2, ve 3.
numune fraksiyonlar, sirasiyla 0.6, 0.7 ve 0.8 M NaCl barindiran tampon ile
aynstinlmistir. 4, 5, ve 6. numune fraksiyonlari, 1 M NaCl igceren tampon ile

aynstinlmistir. Ok, L1 proteininin molekuler agirhgini gostermektedir.

Sekil 17, heparin kromatografisi ve katyon degisimi kromatografisinden gelen L1
fraksiyonlarinin toplanmasindan sonra, 50-100 kDa'llk kesip ayirma boyutu ile
membran filtre ile konsantre edilmis olan saflastirilmis HPV 18 L1 numunelerini
gosteren elektroforetik diyagramdir. Panel A, SDS-PAGE sonucu, ve Panel B,
Western blot sonucudur. 1, 2, ve 3. kulvarlar sirasiyla, BSA, 1. yontem ile
saflastinimis HPV 18 L1 ve 2. yontem ile saflastinlmig HPV 18 L1'i temsil etmektedir.
Numuneler, Bradfor tayini kullanilarak kantifiye edilmis ve her kulvar 200 ng numune

ile yuklenmistir.

Sekil 18 ve 19, Sekil 3'teki 1. yontem ve 2. yonteme gore saflastinlmis olan HPV 18
L1 proteininin elektron mikroskobu goruntulerini temsil etmektedir. Saflastinimis HPV
L1 proteini, bir karbon kapli 1zgara uzerine uygulanmis ve fosfotungstik asit ile negatif
olarak boyanmistir. Foto-mikrografikler transmisyon elektron mikroskobu ile, 41,000

Xlik bir nihai buyutmede alinmistir. Olgek gubudu 100 nmedir.

Sekil 20 ve 21, her biri heparin kromatografisi ve katyon degisimi kromatografisi ile
saflastinlmis olan saflastinlmis HPV 16 ve 18 L1'in nétralizasyonunu gosteren
grafiklerdir. Saflastinimis L1 proteini, 3 kez, 3 haftalik araliklarla immunize edilmistir.
Serumdaki notralizasyon antikoru, SEAP bazh noétralizasyon tayini ile dlculmustur. X
ekseninde kontrol, yalnizca adjuvan ile immunize edilmis olan grup; heparin, heparin
kromatografisi ile saflastinlmis olan L1 proteini ile immunize edilmis olan grup; ve
katyon degisimi, katyon degisim kromatografisi ile saflastinimig L1 proteini ile

immunize edilmis gruptur. Y ekseni, serum seyreltme faktorleridir.

Sekil 22, yeni adjuvan CIAO05’in MPL'den daha az toksisitesi oldugunu gosteren bir
grafiktir.

Sekil 23 ve 24, kombinasyon karigsimindaki degisen yeni CIA05, HPV 16 L1 VLP ve
aluminyum peroksit (Alum) konsantrasyonlarina bagh olarak, anti-HPV 16 L1 HPV
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antikoru titresini (Sekil 23) ve onun kat artisini (Sekil 24) gosteren bir grafiktir.  Acik
cubuk toplam IgG, verev c¢izgili cubuk IgG1 ve kapali cubuk ise IgG2adir.

Sekil 25, kombinasyon karigimindaki dedisen yeni CIAQ0S5, HPV 16 L1 VLP ve
aluminyum peroksit (Alum) konsantrasyonlarina bagl olarak, dalak hucrelerinden
gelen INF-y salgillanma seviyesini gosteren bir grafiktir. Verev gizgili gubuk, 2
gunlugune HPV 16 L1 VLP ile igslem gormus olan numune; kapali ¢cubuk ise 3

gunlugune HPV 16 L1 VLP ile iglem gérmus olan numunedir.

Sekil 26 ve 27, kombinasyon karigimindaki dedisen yeni CIA05, HPV 16 L1 VLP ve
aluminyum peroksit (Alum) konsantrasyonlarina bagh olarak, toplam IgG titresinin
analizini gosteren grafiklerdir. Sekil 26, HPV 16 L1 VLP i¢in toplam IgG titre verileridir
ve Sekil 27 HPV 18 L1 VLP igin toplam IgG titre verileridir.

Sekil 28 ve 29, kombinasyon kansimindaki degisen yeni CIAQ05, HPV 16 L1 VLP ve
aluminyum peroksit (Alum) konsantrasyonlarina bagl olarak, anti-HPV 16 L1 HPV'ye
kargl serumlardan gelen IgG1 titresinin (Sekil 28) ve IgG2a titresinin (Sekil 29)

analizini gosteren grafiklerdir.

Sekil 30, kombinasyon kangimindaki dedisen yeni CIA05, HPV 16/18 L1 VLP ve
aluminyum peroksit (Alum) konsantrasyonlarina bagl olarak, dalak hucrelerinden
gelen INF-y salgilanma seviyesini gosteren bir grafiktir.

Mevcut bulug, simdi orneklerle daha detayli olarak aciklanacaktir. Bu érneklerin,
daha somut bir sekilde agiklayici olmaya yonelik oldugu ve mevcut bulusun ekl
istemlerde ortaya koyulan kapsaminin bu ornekler ile sinirh olmadigi teknik alanda

uzman Kigilerce asikardir.

ORNEKLER

Ornek 1: Tip 16 ve 18 VLP L1 insan papillomavirusunun protein ekspresyonu

ve saflastirimasi



10

15

20

25

30

22

Tip 16 ve 18 HPV L1 proteini ureten rekombinant maya ekspresyon sisteminin

vapilandirimasi

Maya (Saccharomyces cerevisiae) optimal kodon/ekspresyonu kullanilarak, dizilim 1,
tip 16 HPV L1 DNA icin olan dizilim listesinden segilmig ve dizilim 3, tip 18 HPV L1
DNA icin olan dizilim listesinden segilmigtir.  “Synthesis in BHB Standard Vectors”
servisi ( www.blueheronbio.com ) kullanilarak DNA sentezlenmistir (dizilim listesinden
dizilim 1 ile dizilim 3U kiyaslayiniz). Hindlll (AAGCTT) ve Clal (ATCGAT)
restriksiyon vyerleri, optimized DNA dizilimlerinin her iki ucuna baglanmistir.
Rekombinant HPV16L1 ve HPV18L1 proteinlerini ekspres etmek icin olan maya
ekspresyon vektorleri, YEG a-HPV16L1 ve YEG a-HPV 18L1, DNA klonlanmas: ile
yapilandinimistir (Sekil 1a). Sunlar klonlama yontemleridir: Tip 16 HPV L1 DNA'y
(dizilim 1, dizilim listesi) veya Tip 18 HPV L1 DNA'vi (dizilim 3, dizilim listesi)
kodlayan pUCmMinusMCS vektort (Invitrogen) ve YEG-MCS maya ekspresyon
vektoru Hindlll ve Clal ile sindirilmigtir.  Sindirilmis DNA, elekiroforezden sonra
HiYieldTM Gel/PCR DNA Extraction Kit (ekstraksiyon kiti) (#YDF100, RBC)
kullanilarak ekstrakte edilmistir. Tip 16 HPV ya da tip 18 HPV ve YEG-MCS vektoru,
ligaz (TAKARA, 2011a) kullanilarak baglanmis ve dam(-) E. coli kompetan huicresine
(TAKARA, 9129) dahil edilmigtir.  Kolonileri olusturan donusturulmus hucreler
toplanmig, inkube edilmis, ve boyutlari, saflagtinlmis plazmidi enzimler ile sindirerek
dodrulanmigtir.  Boyutlan dogrulanmis olan plazmid mayaya (Saccharomyces
cerevisiae) donusturalmus ve bir SD (-ura) plakasi uzerine yayilmigtir.  Koloniler
buyumeye basladi§i zaman 25 koloni toplanmis ve YPDG ortaminda inokule
edilmigtir (250 rpm, 30T, 2 gun karistirilarak). Inkubasyondaki O.D.'sine, hicre
lizinden sonraki toplam protein miktarina, saflagtirmadan sonraki ELISA ve Western

Blot analizine bagh olarak (yontem asagdida tarif edilmistir) en iyi sus segilmistir.

Rekombinant HPV16L1 ve HPV18L1'l kodlayan YEG a-HPV16L1-ORS ve YEG o-
HPV 18L1YEG-ORS vektorleri ile donusturulmus olan suslann her biri 8 Ekim 2009
tarininde Kore Mikroorganizma Kulturu Merkezine (Korean Culture Center of
Microorganisms) KCCM11036P ve KCCM11037P erisim numaralari ile kaydedilmistir
(KCCM11036P - Saccharomyces cerevisiae EF0216; KCCM11037P -

Saccharomyces cerevisiae EG0218).
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Hucre Kulturu

Donusturulmus maya suslar inokule edilmis ve urasil icermeyen sentetik tam ortam
icinde (SD-ura; Clontech), 30°C'de bir siperli sise (flask) kullanilarak yetistirilmistir.
GAL10 baslaticidan HPV16 L1 ve HPV18 L1 proteinini ekspres etmek Uzere YPDG
ortami kullanilmigtir.  Tum ortamlar %1 maya ekstrakti (DIFCO Laboratories, ABD),
%2 pepton (DIFCO Laboratories, ABD), %1 glikoz ve %3 galaktoz igcermistir.
Plazmid ile donusturulmis olan maya susu 3L YPDG ortaminda inokule edilmis ve
48 saat 30°C'de inkube edilmistir.

Hucre lizatinin hazirlanmasi

Kulturler santrifuj ile toplanmis ve peletler kullanilana dek -70°C'de saklanmistir. Su
deneylerin  tumu 4°C'de gerceklestiriimistir. Hucre peletleri, proteaz inhibitor
kokteylinin (Roche, ABD) ekkenmesinden once 100 ml soduk kirilma tamponu (20
mM sodium fosfat, pH 7.2, 100 mM NaCl, 1.7 mM EDTA, %0.01 Tween 80) icinde
yeniden suspansiyon haline getirilmigtir. Hucreler, 5 dakika girdapli karnigtirilarak bir
Bead-Beater (Biospec Products, ABD) icinde cam boncuklar ile (Sigma, ABD)
ayrilmistir.

Ardindan bozulmamis hucreleri almak Uzere ham ekstrakt 10 dakikaligina 4°C'de

10,000g santrifujlenmigtir.

Amonyum sulfat cokturmesi

HPV L1 proteini, amonyum sulfat ¢okturmesi ile temizlenmis hucre lizatindan elde
edilmigtir. Protein peleti, %43 ya da %45 amonyum sulfat eklenmesi ile ve 4'C'de 30
dakika kanstirilarak, ardindan 12,000 g'de 10 dakika santrifujlenerek elde edilmistir.

Amonyum sulfat cokturmesinden ortaya gikan pelet, 0.5 veya daha yuksek bir nihai
konsantrasyona kadar NaCl eklenmesinden once PBS tamponu + %0.1 Tween-80
icinde yeniden suspansiyon haline getiriimistir. Cozelti 4°'C'de en az 12 saat inkube

edilmistir.
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Dusuk konsantrasyonda NaCl ile inkube edilerek kontaminantlarin uzaklastiriimasi

Yuksek konsantrasyonda NaCl ile inkube edilmis olan ¢ozelti PBS tamponu + %0.01
Tween 80 ile diyaliz edilmis ve 0.15 M NaCl ve %0.01 Tween 80 iceren sodyum
fosfat tamponu (pH 7.2) ile seyreltiimis; nihai protein konsantrasyonu 2-5 mg/ml
olmustur. Bu ¢dzelti, ¢ozunmeyen proteinin olugsmasi icin, 2 saatten daha fazla
sureligine oda sicaklidinda beklemeye birakilimistir. Cozunmeyen protein cokeltileri,

10 dakikaliina 10,000 g'da santrifujden sonra ekarte edilmistir.

Heparin kromatografisi

Dusuk konsantrasyonlu NaCl ile inkube edilmis olan ¢ozelti santrifujlenmis ve ylzen
kisim baglayici tampon (PBS tamponu + 0.2 M NaCl pH 7.0, %0.01 Tween 80) ile
diyaliz edilmigtir. Heparin reginesi (5 ml veya 20 ml) ile paketlenmis kolon, 5 regine
hacminde baglayici tampon ile dengelenmistir. Diyaliz edilmis numune g¢ozeltisi, 5
recine hacminde baglayici tampon ile yikanmadan once baglanmak uzere heparin
kolonu Uzerine yuklenmistir. Kontaminantlar, 0.33 M'den baslayarak ve 35 dakika
sonra 0.66 M'ye eriserek, lineer bir NaCl gradyani ile ayrilmistir. L1 proteini, 0.66 M

ila 2 M konsantrasyon araliinda degisen bir lineer NaCl gradyani ile ayrilmigtir.

Katyon dedisimi kromatografisi

Dusuk konsantrasyonlu NaCl ile inkube edilmis olan ¢ozelti santrifujlenmis ve yuzen
kisim baglayici tampon (PBS tamponu + 0.2 M NaCl pH 7.0, %0.01 Tween 80) ile
diyaliz edilmistir. P-11 seluloz fosfat recine (Whatman, UK) ile paketlenmis olan 8
cmx4 cm Poly-Prep recine kolonu, 5 reg¢ine hacminde baglayici tampon ile
dengelenmigtir.  Diyaliz edilmig numune ¢ozeltisi, 5 regcine hacminde badglayici
tampon ile yikanmadan once badlanmak uzere P-11 kolonu uzerine yuklenmistir.
Baglayici tampon ile yikandiktan sonra L1 proteini, 0.6 M, 0.7 M, 0.8M ve 1M NaCl

iceren baglayici tampon olan akan 4-5 ml ayirici tampon ile adim adim ayrilmis.

Membran filtre kullanilarak VLP konsantrasyonu

Heparin kromatografisi veya katyon dedisimi kromatografisinden toplanmis olan HPV
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16 L1 veya HPV 18 L1 fraksiyonlari, 0.1-0.325 M NaCl konsantrasyonu barindiran
PBS tamponu + %0.01 Tween 80 ile diyaliz edilmistir.

Diyaliz edilmis numune, ureticinin talimatlan dogrultusunda amicon ultra YM-50 ya da
YM-100 (Millipore, ABD) ile konsantre edilmistir.

SDS-PAGE ve Western Blot

Numuneler, %12 poliakrilamid jeller kullanilarak, Laemmli ydontemi takip edilerek,
SDS-PAG elektroforezi (SDS-PAGE) ile aynimistir { M.P. McCarthy, W.l. White, F.
Palmer-Hill, S. Koenig, J.A. Suzich, J Virol 72 (1998) 32-41). Western blot analizi icin,
HPV 16 L1 ya da HPV 18 L1 iceren numuneler SDS-PAG'dan, 120 dakikaligina 200
mA'da calhsan PVDF membranina (Q-Biogene, ABD) aktanlmigtir. Primer antikorlar
olarak anti-HPV 16 L1 ya da anti-HPV 18 L1 antikoru (PIERCE, ABD) kullanilarak L1
proteini tespit edilmistir. Kegi anti-tavsan IgG-HRP konjugesi (PIERCE, ABD)
sekonder antikor olarak kullanilmistir.  Bantlar, Western blot luminal reaktifi

kullanilarak gorunur hale getirilmistir (Santa Cruz Biotechnology, ABD).

Elektron mikroskobu

Saflastinimis HPV L1 proteini, bir karbon kapli 1zgara uzerine uygulanmis ve %2
fosfotungstik asit ile negatif olarak boyanmistir. Foto-mikrografikler transmisyon
elektron mikroskobu TEM200CX ile, 41,000 X'lik bir nihai buyutmede alinmistir ( S.
N. Kim, et ai., J. Virol. Methods 139 (2007) 24-30).

Bir psodo-virusun {sozde virus) vapilandirmasi

HPV 16 veya HPV 18 L1 proteinleri ve L2 proteinlerini ekspres etmeye yonelik
plazmidler, p16SheLL (National Cancer Insitute tarafindan saglanmig) ve p18ShelL
(National Cancer Insitute tarafindan saglanmis), ve raportor geni pYSEAP (National
Cancer Insitute tarafindan saglanmis) tasiyan plazmidler (National Cancer Insitute
tarafindan saglanmug) Lipofectamine 2000 (Invitrogen, ABD)} kullanilarak 293TT
hucrelerine transfekte edilmisgtir. Transfekte edilmis 293TT hucreleri, liz tamponu ile
ayrilmadan once 72 saatligine inkiibe edilmistir (PBS+ %0.5 Brij58, %0.2 Benzonaz,
%0.2 plasmidsiz ATP-bagimh Dnaz). Hucre yikintisi, 12,000 g'de 10 dakika
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santrifujden sonra c¢okturulmus ve belirginlesen hucre yuzen kismi notralizasyon

tayini icin kullaniimigtir.

Fare immunizasyonu

Alti haftalik erkek Balb/c fareleri subkutan olarak 3 kez 3 haftalik araliklar ile
immunize edilmistir. Heparin kromatografisi ve katyon dedisimi kromatografisinden
saflastirilmis olan L1 proteinin her birinden iki pg, immunizasyon icin kullanilmistir.
Freund's complete adjuvant (Freund tam adjuvani} (Sigma) birinci verilis igin
kullaniimis, bunu Freund's incomplete adjuvant (Freud tamamlanmamis adjuvani)
(Sigma) ile iki uygulama izlemistir. Kontrol grubuna, ayni oranda seyreltiimis ve
karistirlmis Freund complete adjuvani ve Freund incomplete adjuvani verilmistir.
Ikinci uygulamadan on gun sonra hayvanlar kuyruk damarindan kanatiimig, ve

toplanan serumlar notralizasyon tayini icin kullanilmistir.

SEAP-bazl notralizasyon tavyini

293TT hicreleri 3 x 10* hicre/goz oraninda 96 gozlu kultur plakalan iginde
tohumlanmis ve 4 saatligine 37°C ve %5 CO:z ortaminda inkube edilmigtir. Tip 16
HPV ve tip 18 HPV L1 proteinleri ile immunize edilmis olan farelerin serumlari
1:100°den 1:10,000,000'a seri olarak seyreltilmistir. Bunun ardindan serumlar 1:4
oraninda, tip 16 HPV ve tip 18 psddo-virusu ile seyreltilmistir.  Seyreltilmis serum
psodo-viruz karisimlari 96 gozlu plakada vyetistirilmis olan 293TT hucrelerine
eklenmis ve 4 saatligine 37°C ve %5 CO:z ortaminda inkube edilmistir. 72 saatlik
inkubasyondan sonra ortamdaki SEAP ekspresyonu seviyesi, bir substrat olarak p-
nitrofil fosfat disodyum tuzu hekzahidrat kullanilarak (Sigma, ABD) belirlenmistir.
Notralizasyon antikoru ftitresi, tek basina psodo-virus ile enfekte olmus olan 293TT

hucreli gozden O.D. dederinin yarisi belirflenerek olgulmustur.

Deney sonuglari

1. HPV 16 L'nin saflastirma sonuclar

Heparin kromatografisi
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HPV 16 L1 proteini icin heparin kromatografisinin saflastirma ozelligi analiz edilmistir.
Asagida, Sekil 1cdeki 1. yonteme gore olan heparin kromatografisi sonucu
bulunmaktadir. $Sekil 2a'da  gosterildigi  uzere, dusuk konsantrasyonu NaCl
inkubasyon asamasi ile cozunmeyen kontaminantlarin uzaklastirilmasi yapilimadigi
zaman, heparin kromatografisi sonucu yuksek seviyelerde ¢dzunmez kontaminant
gostermistir.  Ancak numune dusuk konsantrasyonlu NaCl ile on isleme tabi
tutuldugu zaman heparin kromatografisi sonucu L1 proteini safidinda artis
gostermistir (Sekil 2b). Heparin kolonuna bagdh olan proteinler ilk olarak 0.325 M'den
0.66 M'ye giden lineer bir NaCl gradyani ile ayristiriimig, bunu 0.66'dan 2M'ye giden
NaCl gradyani izlemigtir. Kontaminantlarin gogu 0.325 M ila 0.66 M NaCl arahginda
(Sekil 2b ) aynstinimig ve HPV 16 L1 proteini, 0.5 M ila 1.3 Mk NaCl gradyanindan
ayristinlmistir (Sekil 2¢). Sonug, dusik konsantrasyonlu NaCl ile inkibe ederek
c¢ozunmeyen  kontaminantlarin  uzaklagtirlmasinin,  heparin  kromatografisi
deneyinden sonra L1 proteininin safhigim artirdigimi onermektedir.  Heparin
kromatografisi  kolonunu ¢ozunmeyen kontaminantlardan temizlenmis olan

numuneler ile yuklemek, L1 proteinini saflagtirmanin etkili bir yoludur.

Katyon degisimi kromatografisi

HPV 16 L1 proteini i¢cin katyon degisimi kromatografisinin saflagtirma ozelligi analiz
edilmistir. Asadida, Sekil 1cdeki 2. Ydénteme gore olan katyon degisimi
kromatografisi sonuglari bulunmaktadir. Sekil 3'te gosterildigi uzere kontaminantlarin
codu, kolon reginesine baglanarak uzaklastinimistir (Sekil 3a). HPV 16 L1, 0.7 M ila
1 M'lik NaCl gradyanindan ayristinimistir (Sekil 3b). Sonug, dusuk konsantrasyonlu
NaCl ile inkube ederek ¢dzunmeyen kontaminantlarin uzaklastinimasinin, katyon

degisimi kromatografisi ile L1 proteininin safligini arttirdigini dGnermektedir.

Izole edilmis HPV 16 L1in saflig

Izole L1 protein fraksiyonlari toplanmis ve 50-100 kDa’lik bir kesip atma boyutuyla bir
membran (YM-50 veya YM-100) ile konsantre edilmistir. Sekil 4:te gosterildigi gibi,
L1 proteinin safhig: ticari olarak temin edilebilir olan BSA standardina neredeyse
benzer olmustur (%96'nin Uzerinde saflik) (Sekil 4, A paneli). SDS-PAGE uzerinde
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gorunur olan 55kDa, Western Blot ile bir monomer olarak tespit edilmigtir. BSA bandi
gorunur olmamistir (Sekil 4, B Paneli). Bu sonug, yuksek oranda saflastirilmis olan

HPV 16 L1'in bu saflastirma prosesi ile izole edilmis oldugunu gostermektedir.

izole HPV 16 L1 proteininin kendiliginden olusmasi

Sekil 10 ve 11°de gosterildigi uzere, yukaridaki iki prosedure gore izole edilmis olan
HPV 16 L1 proteini, sekli ve boyutga tutarll olan homojen 35 nm veya 64 nm
parcaciklan (ortalama c¢ap: 49 nm}) ile kendiliginden VLP’leri olusturmustur (K. A.
Aires, et al., Appl. Environ. 368 Microbiol. 72 (2006) 745-752 ). Bu sonug, iki
saflagtirma yonteminin, L1 proteininin kendiliginden olugsma kabiliyeti uzerinde bir
etkisi olmadigini gostermektedir ki bu da, bu iki saflagtirma yonteminin HPV 16 L1

proteinini saflastirmak igcin uygun oldugunu onermektedir.

Her bir saflastirma asamasi igin protein kazanci sandvig ELISA yontemi kullanilarak
analiz edilmistir. Hucre lizi, amonyum sulfat cokturmesi ve dusuk konsantrasyonlu
NaCl ile inkubasyon ile ortalama %80 kalinti uzaklastiriimistir. Bu asamalardan sonra
L1 proteininin ortalama kazanim orani %81 olmustur (Tablo 1 ve Tablo 2). L7in
safligi hucre lizi asamasinda %0.2 olmus, fakat amonyum sulfat gokturmesi ile
kontaminantlarin uzaklastiriimasindan sonra %0.8-1'e cikmistir. Protein saflig da 4-
5 kat artmistir (Tablo 1 ve Tablo 2).

Tablo 1

Asamalar Toplam protein | Toplam L1 | Kazanim orani | Saflik (%)
(mg) (mg) (%)

Hucre lizati 3199.7 7.9 100 0.2

Amonyum 1914 7.2 92 0.4

sulfat

cokturmesi

Cozunmeyen 642.1 6.7 84 1

proteinin

uzaklastirilmasi
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Heparin 6 6.6 83 109

kromatografisi

Membran 5 5 64 100

filtresi

konsantrasyonu

Tablo 2

Asamalar Toplam protein | Toplam L1 | Kazanim orani | Saflik (%)
(mg) (mg) (%)

Hucre lizati 3199.7 7.9 100 0.2

Amonyum 1914 7.2 92 0.4

sulfat

cokturmesi

Cozunmeyen 713.5 5.7 72 0.8

proteinin

uzaklastiriimasi

Katyon degisimi | 5.1 4.9 62 96
kromatografisi

Membran 4.8 4.9 62 101
filtresi

konsantrasyonu

Ancak, heparin kromatografisinden elde edilen saflastinlmis L1 proteininin toplam
kazanim orani %64 olmus (Tablo 1) ve katyon degisimi kromatografisinden elde
edileninki ise %62 olmustur (Tablo 2). %64 ve %062 bildirilen en yuksek kazanim

oranlaridir.

2. HPV 18 L1'in saflastirma sonuglari

Heparin kromatografisi
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HPV 18 L1 proteini icin heparin kromatografisinin saflastirma ozelligi analiz edilmistir.
Asagida, Sekil 1cdeki 1. yonteme gore olan heparin kromatografisi sonucu
bulunmaktadir. $Sekil 6a'da gosterildigi  uzere, dusuk konsantrasyonu NaCl
inkubasyon asamasi ile cozunmeyen kontaminantlarin uzaklastirilmasi yapilimadigi
zaman, heparin kromatografisi sonucu yuksek seviyelerde ¢dzunmez kontaminant
gostermistir. Ancak dusuk konsantrasyonlu NaCl ile on islem gormus olan numune,
heparin kromatografisinden sonra L1 proteininin safli§ginda artis gostermistir (Sekil
6b). Heparin kolonuna bagli olan proteinler ilk olarak 0.325 M'den 0.66 M'ye giden
lineer bir NaCl gradyani ile ayrigtiriimig, bunu 0.66'dan 2M'ye giden NaCl gradyani
izlemistir. Kontaminantlarin ¢ogu 0.325 M ila 0.5 M NaCl araliginda (Sekil 6b)
aynstinlms ve HPV 18 L1 proteini, 0.5 M ila 1.3 Mlik NaCl gradyanindan
ayrnistinimistir (Sekil 2¢). Bu sonug, HPV 16 L1 saflastirmasina uygun olarak, heparin
kromatografisinin, HPV 18 L1in saflagtirimasinda etkili bir yéntem oldugunu

onermektedir.

Katyon degisimi kromatografisi

HPV 18 L1 proteini igin katyon degdisimi kromatografisinin saflagtirma ¢zelligi analiz
edilmigtir. Asagida, Sekil 1cdeki 2. Yonteme gore olan katyon degdisimi
kromatografisi sonuglari bulunmaktadir. Sekil 7a'da gosterildigi gibi, kontaminantlarin
¢odu kolon recinesine baglanarak uzaklastinimig, HPV 18 L1, 0.8 M ila 1 M’lik NaCl
gradyani ile ayristiriimistir (Sekil 7b). Sonug, dusuk konsantrasyonlu NaCl ile inkube
ederek ¢ozunmeyen kontaminantlarin  uzaklastirlmasinin, katyon degisimi

kromatografisi ile izole edilmis L1 proteininin safhigini arttirdigini onermektedir.

izole edilmis HPV 18 L1°in safligi

Izole L1 protein fraksiyonlari toplanmis ve 50-100 kDa'lik bir kesip atma boyutuyla bir
membran (YM-50 veya YM-100) ile konsantre edilmistir. Sekil 17'te gosterildigi gibi,
L1 proteinin safhgi ticari olarak temin edilebilir olan BSA standardina neredeyse
benzer olmustur (%96'nin Uzerinde saflik) (Sekil 8, A paneli). SDS-PAGE uUzerinde
gorunur olan 55kDa, Western Blot ile bir monomer olarak tespit edilmisgtir. BSA bandi

gorunur olmamigtir (Sekil 17, B Paneli). Bu sonug, yuksek oranda saflagtirilmis olan
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HPV 18 L1in yukandaki iki saflastirma prosesi ile izole edilmis oldugunu

gostermektedir.

Izole HPV 18 L1 proteininin kendiliinden olusmasi.

Sekil 18 ve 19da gosterildigi Uzere, yukaridaki iki prosedure gore izole edilmig olan
HPV 18 L1 proteini, sekli ve boyutca tutarll olan homojen 35 nm veya 64 nm
parcaciklan (ortalama g¢ap: 49 nm} ile kendiliginden VLP'leri olusturmustur (K. A.
Aires, et al.,, Appl. Environ. 368 Microbiol. 72 (2006) 745-752 ). Bu sonug, iki
saflastirma yonteminin, L1 proteininin kendiliinden olusma kabiliyeti uzerinde bir
etkisi olmadigini gostermektedir ki bu da, bu iki saflagtirma yonteminin HPV 18 L1

prateinini saflagtirmak icin uygun oldugunu onermektedir.

Ozetle deney, HPV 16 L1 ve HPV 18 L1 proteinlerinin izole edilmesine yonelik olarak
daha yuksek safllk ve daha yuksek kazanim orani ile bir saflastirma yontemi icin
kanmit saglamistir. Bu saflastirma yontemi, drnegin sukroz cushion ve boyut dislamali
kromatografi yontemleri gibi diger saflastirma yontemlerine gore daha az karmasik

asamalar icerir ve daha az zaman alir.

3. Saflastinimis tip 16 ve tip 18 HPV L1 proteininin notralizasyon tayinleri

Notralize edici antikor titresinin test edilmesi i¢in fareler saflastinlmis tip 16 ve tip 18
HPV L1 proteinleri ile immunize edilmistir.  Notralize edici antikor, heparin
kromatografisi ve katyon-degisimi kromatografisi ile saflastiriimis olan tip 16 HPV L1
proteininin ortalama 1:18,000 oraninda seyreltiimesi ile tetiklenmistir (Sekil 10a). Tip
18 HPV L1 olmasi durumunda ndtralize edici antikor, heparin kromatografisi ile
saflastinimis olan L1 icin ortalama 1:5,0000lik seyreltmede ve katyon degisimi
kromatografisi ile saflastiriimis olan L1 igin ortalama 1:170,000'lik seyreltmede
gelistiriimistir (Sekil 10b). Bu sonuclar saflastinimis tip 16 HPV ve tip 18 HPV L1
proteinlerinin  yuksek seviyede notralize edici antikoru tetikleyebilecegini

gostermektedir.

Ornek 2. Cok kisa bir lipopolisakkarid (LPS) adjuvani CIA05’in Uretilmesi
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Bulus sahipleri saglikli insanlarin bagirsaklarinda yasayan Escheria colilden gelen
¢ok kisa bir lipopolisakkarid seker zincirine sahip olan bir susu (E. coli EG0021)
goruntulemis ve E. coli EG0021 susunu Kore Mikroorganizma Kulturu Merkezine
(Korean Culture Center of Microorganisms) (KCCM) 2 Mayis 2002 tarihinde, KCCM
10374 erisim numarasi ile kaydetmistir (Kore Pat. No. 0456681, WO 2004/039413 ;
Kore Pat. No. 0740237, WO 2006/121232'yi kiyaslayiniz). LPSnin bu sustan
saflastiriimasi, Kore Pat. No. 0456681; WO 2004/039413; Kore Pat. No. 0740237; ve
WO 2006/121232 dokumanlarinda agiklanan yontemlere gore yapilmistir. LPS'in
molekuler agirhgi, MALDI-MASS ile belirlendigi uzere 3,500 Da olmustur (Shimadz,
Axima-LNR V 2.3.5 (Mode Liner, Power: 106)). Saflagtirlmis LPS'nin toksisitesi,
Kore Pat. No. 0456681; WO 2004/039413; Kore Pat. No. 0740237, ve WO
2006/121232 dokumanlarinda agiklanan protokoller izlenerek uzaklastirilimistir.
Saflastinimis E.coli lipopolisakkaridi 3 mg/mllik konsantrasyona ayarlanmis, ve 0.2 N
NaOH 1:1'lik karnistirma oraninda lipopolisakkarid ile kanstirilmis (hacimce), her 10
dakikada bir 60°C'de calkalanarak 140 dakika deasetillenmistir. Baslangictaki 0.2 N
NaOHin yaklasik 1/5°lik bir hacimdeki 1N asetik asit, pH1 7.0’a titre etmek Uzere
eklenmistir. Titrasyondan sonra ortaya ¢cikan karisim, toksik olmayan lipopolisakkarid

(CIAD5) elde etmek Uzere etanol ile cokturulmustur.

Ornek 3. Yeni adjuvan CIA05'in toksisitesinin geleneksel adjuvan MPL ile

kiyaslanmasi

Servikal kanserin asilanmasi i¢in kullanilacak olan, bu bulusta gelistiriimis yeni CIA0S
adjuvani, toksisitesi bakimindan geleneksel MPL (Monofosforil lipid A) ile
kiyaslanmigtir.  Saghkl erkek donorlerden alinan insan PBMC'si (periferal kan
mononukleer hucresi) 24 gbdzlu doku kulturl plakasinda 5 x 10° hucre/ml
yogunlugunda tohumlanmigtir. Her bir géze bir ml yetistirme ortami, RPMI 1640 +
%10 FBS eklenmistir. Kansim sunlar ile isleme tabi tutulmustur 1) negatif kontrol:
BSS (dengelenmis tuz ¢ozeltisi) 100 pl; 2) deasillenmis toksik olmayan LOS (CIA05)
10 ug/100 ul; 3) MPL (E. coli F583 MPL) 10 ug/100 ul. islenmis ortam 12 saat sonra
toplanmig, santrifujlenmis ve THP-1 tarafindan salgilanan THF-a seviyesi (Akut
monaositik [6semi) ELISA kiti (R&D sistemi, DY210) kullanilarak kantifiye edilmistir.
Sekil 22'de gosterildigi Uzere CIA05, geleneksek adjuvan, MPL'ye kiyasla 1/3 daha
az toksisite gostermistir.
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Ornek 4: Servikal kanser agisinin etkililigi

Farenin immunizasyonu

Saflagtinimis protein antijeni ve yeni adjuvan CIAQ05, bir immun yaniti tetiklemek
uzere farelere verilmistir. Alti haftalik disi Balb/c fareleri (SLC, Japonya) rastgele
secilmis ve 5 farelik gruplara ayrilmistir. Fareler 3 kez 2 haftalik araliklarla tek
basina CIAQS5 ile, tek basina Alum (aluminyum hidroksit; Brentag, Almanya) ile ya da
her iki bilesigin karisimi ile, HPV16 L1 VLP 2 pg (Sekil 23-25 ), HPV16/18 L1 VLP 1
ug ya da 4 g (her bir tip 0.5 pg veya 2 ug) (Sekil 26-30) intramuskuiler olarak
immunize edilmigtir.  Kontrol farelerine PBS enjekte edilmistir.  Kiyaslamak
maksadiyla, ticari olarak temin edilebilir olan Cervarix™ ve Gardasil™ farelere, 1/10
insan dozajinda verilmistir. Uguncu enjeksiyondan bes hafta sonra, ug nokta ELISA
yontemi kullamlarak anti-L1 VLP IgG titresini belirlemek Uzere kan serumlari

toplanmistir.

Uc nokta ELISA kullanilarak immuno-jenisitenin analiz edilmesi (IgG titresinin analizi)

Nalge Nunc 96 gbdzlu mikro plaka (Nalge Nunc International) 100 pl kaplama
tamponu (50 mM karbonat, pH 9.6, 4°C), 0.5 ug/ml saflagtinlmis tip 16 HPV ya da tip
18 VLP antijeni —tampon iginde seyreltiimis - ile kaplanmistir. Inkubasyon gece boyu
4°C-de gergeklesmistir. Her bir goz yikama tamponu (PBS, %0.05 Tween 20) ile u¢
kez yikanmig ve 300 pl bloklayici tampon ile 1 saatlijine 37°C'de bloklanmistir (%1
BSA'll PBS). Fare serumlar 1:2 oraninda seri olarak seyreltimis ve gdz basina 100
pl'de kaplanmis mikro plakaya eklenmistir. Plakalar 2 saat boyunca 37C'de inkube
edilmistir. Reaksiyondan sonra plakalar iki kez yikama tamponu ile yikanmisg,
ardindan 100 pl HRP (vaban turpu peroksidaz) isaretli kegi anti-fare IgG (Zymed, 81-
6520), keci anti-fare 1gG1 (Serotec, STAR81P) ya da keci anti-fare IgG2a (Serotec,
STAR82P) mikro plakaya eklenmistir. Plakalar 2 saat boyunca 37C'de inkubhe
edilmistir. Plakalar yilkama tamponu ile iki kez yikanmig ve ardindan renk gelisimi igin
100 pl HRP substrati TMB (tetrametilbenzidin, BD Bio Science, 55555214) ile inkube
edilmigtir. Reaksiyon oda sicakliginda 10 dakika yurutulmus, ve 100 pul 1 N H2SO4ile
durdurulmustur. Absorbans (konsantrasyon) 450 nmrde bir mikroplaka okuyucu
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(BioTek, ABS) ile okunmustur. Ug¢ nokta titresinin kesilip atma degeri 0.1 olmustur;
bu, immunize edilimemis serumda 2 kat absorbans artisina neden olan en yuksek

serum seyreltigi olarak belirlenmis ve ortalama + SD olarak gosterilmistir.

Sekiller 23 ve 24'te gosterildigi uzere I1gG, 1gG1 ve IgG2a’nin antikor titreleri, CIAQ5,
HPV6 L1 VLP antijeni ile birlestirildidi zaman dikkate deger derecede artmistir.
Titredeki kat artisi Sekil 12b'de acikca bu artis modelini temsil etmektedir. CIAO05,
alum ile kiyaslandiginda daha yuksek bir immun uyanci etkiye sahip olmustur.
Dolayisiyla HPV'ye kargi basanli bir immunizasyon, bu bulus konusu temel asi

bilegsimleri, HPV L1 HPV antijeni ve CIAD5 ile gergeklestirilebilmistir.

Ek olarak, Sekiller 25 ve 26'da gosterildigi Uzere, toplam HPV16/18 L1 VLP spesifik
lgG titresi, adjuvan CIA05 ve Alum'un beraber verildiginde, Alum’un yalniz verildigi
zaman gore daha yuksek olmustur. 1gG titresi, Cervarix™ ve Gardasil™ ile islem

goren gruplardan ciddi derecede daha yuksek olmustur.

IgG alt tipleri titrasyon icin kullanildi§i zaman, Sekil 27 ve 28'de gosterildigi Uzere,
HPV 16 L1 VLP spesifik IgG1 titresi, adjuvan CIA05 ve Alum’un beraber verildiginde,
Alum’un yalniz verildigi zaman gore daha yuksek olmustur. IgG1 titresi, Cervarix™ ve
Gardasil™ ile igslem goren gruplardan daha yuksek olmustur (Sekil 27). 1gG2 olmasi
durumunda, IgG2 titresi, adjuvan CIAD0S ve Alum beraber verildiginde, Alum’'un yalmz
verildigi zaman gore daha yuksek olmustur. IgG2 titresi, Cervarix™ ve Gardasil™ ile

islem goren gruplardan ciddi derecede daha yuksek olmustur (Sekil 28).

Fare dalak hucreleri kullanilarak INF-y seviyelerinin analizi

Immunize edilmis farelerden gelen dalak, aseptik olarak uzaklastinimis ve PBS ile
yikanmustir. Dalak Uzerinde, ortam iginde 5 ml sinnga (50 uM B-merkaptoetanol, 1 M
HEPES tamponu, %10 FBS, 1 x RPMI1640 antibiyotik ile) kullanilarak on delik
acilmistir. Dalak hucreleri, siringanin  hucre suspansiyonunun geciriimesiyle
ayrilmistir. Bu suspansiyonlar 1500 rpm'de 10 dakikahdina 4" C'de santrifujlenmistir.

Yuzen kisim uzaklastirlmis ve hucre peletleri %10 FBS'li RPMI1640, 100 pgml
spreptomisin ve 50 mM B-merkaptoetanol ortami ile yeniden suspansiyon haline
getiriimigtir. Dalak hucreleri her bir goze ve HPV16 L1 daditiimistir. VLP 15 pg/mi
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konsantrasyonda eklenmis ve 37°C'de 48-72 saatlidine inkube edilmistir. Fare dalak
hucrelerinden salgilanmis olan INF-y seviyeleri, ELISA kit kullanilarak belirlenmigtir
(BD OptEIA faresi ELISA kiti).

Sekil 25'te gosterildigi Uzere, HPV16 L1 ile CIAD5 eklenmesi, INF-y seviyelerini ciddi
derecede artirmig, ve CIA0S, alum ile kiyaslandiginda daha yuksek immun uyarici
etki gostermistir. Dolayisiyla HPV'ye karsi basarnli bir immunizasyon, bu bulus
konusu temel asi bilesimleri, HPV L1 VLP antieni ve CIA05 ile
gerceklestirilebilrmistir.

Buna ek olarak, Sekil 30'da gosterildidi gibi, fare dalak hucrelerinden salgilanan INF-
y seviyesi, adjuvan CIA05 ve Alum birlikte verildigi zaman, Alum’'un tek basina
verildigi zaman goére daha yuksek olmustur. INF-y ekspresyon seviyesi, Cervarix™

ve Gardasil™ ile islem goren gruplardan daha yuksek olmustur.

Sekiller 26-29'da, asi HPV16 L1 VLP ve HPV18 L1 VLP, aluminyum hidroksit ve
CAIO5 icermig, CIADS ise, GSK tarafindan uretilen Cervarix icinde MPL ile ikame
edilmistir. Dolayisiyla, bu bulustaki CIA0%in, MPL ile kiyaslandi§i zaman daha az

toksisitesi ve daha yuksek immun uyarici etkisi oldugu agiktir.

Ozetle, sonug¢, bulug sahipleri tarafindan gelistiriimis olan adjuvan CIA05 ile
birlestiriimis HPV16 L1 VLP ve HPV18 L1 VLP ile islem gormus olan deneysel
grubun, geleneksel servikal kanser asisi ile immunize olmus grup ile kiyaslandiginda
daha buyuk bir immunizasyon etkisi oldugunu gostermektedir. Geleneksel servikal
kanser asisinin uzatilmis etkisi uzerindeki tartisma dusunuldugunde, bir adjuvan ile
birlestirerek immun uyarict etkiyi arttirmak, bu sorunu c¢ozmede vyaratici ve

gelistirilmis bir yontemdir.

Mevcut bulusun tercih edilen bir duzenlemesini tarif ettikten sonra, bulus konusu
kapsamina giren varyasyonlarin ve modifikasyonlarin teknik alanda uzman kisilerle
asikar olacagi, ve bulusun kapsaminin ekli istemler ve esdegerleri ile belirleneceqi

anlasilacaktr.
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aat
Asn

gga
Gly
140

cta

Lau

gga
Gly

ctt
Leu

gct
Ala

gtc
val
45

tta
Leu

tta
Leu

cct
Fro

cgt
Arg

aaqg
Lys
125

gtec

val

tgce
Cys

tet
Ser

cet
Preo

aga
Arg
30

ggt
Gly

gtt
val

cca
Pro

gat
Asp

ggt.
Gly
110

tta
Leu

gac
Asp

tta
Leu

ccgo
Pro

cca
Pro
15

act
Thr

cat
His

cca
Pro

gat
Asp

aca
Thr
95

caa
Gln

gac
Asp

aat
Asn

att
Ile

tgc
Cys
175

gta
val

aac
Asn

ccec
Pro

ana
Lys

cct
Pro
80

caa
Gln

cct
Pro

gat
Asp

agg
Arg

ggt
Gly
160

acqg
Thr

48

96

192

288

336

384

432

480

528



aat
Asn

act
Thr

gac
Asp

tgt
Cys
225

cct
Pro

gtt
Val

gat
Asp

tca
Ser

caa
Gln
0%

aat
ARn

act
Thr

acc
Thr

gaa
Glu

gca
Ala
385

gat

Asp

act
Thr

gt
val

gtt
Val

ttt
Pha
210

ack

Thr

tat
Tyr

aga
Arg

qat
Asp

aat
Asn
2590

ate
Tle

gt
Gly

aga

act
Thr

tat
Tyr
370

gac

Asp

tgg
Trp

tat
Tyr

gca
Ala

ata
Ila
195

ack
Thr

teco
Ser

ggt
Gly

cat
His

tta
Leu
27y

tat
Tyr

tte
Phe

att
Tla

tca
Ser

tat
YT
55

gac

Asp

gta
val

aac
Aan

aga
Arg

qtt
val
180

caa
Gln

aca
Thr

att
Ila

gat
Asp

ctt
Leu
260

tat
Tyr

tte
Phe

aat
Asn

tqt
Cynm

act
Thr
3440
aag

LYS

ttyg

atg
Mot

ttc
Phe

ttt
Phe
420

aat
Asn

gat
Agp

tta
Lau

tgt
Cya

tca
Ser
245

tte
Phe

ata
Ile

AANA
Tys

L3
Trp
345

aat
Asn

aat
Asn

caa
sln

aca
Thr

gga
Sly
403

gtt
Val

cct
°ro

ggt
Gly

caa
Gln

ARR
Lys
230

cta
Lau

aat
Asn

-1-¥-%
Lys

ace
Thr

cee
Pra
310

qq9¢
Gly

atqg
Mat

ace
Thr

tte
Phe

tat
Tyr
390

cta

Lau

acc
Thr

qqt
Gly

gac
Asp

gcg
Ala
215

tac

Tyr

ttt
Phe

cgt
Arqg

gt
Gly

cca
Pro
295

tat
Tyr

aat
Aan

agt

Ser

aac
AsSn

atc
Ile
AT5

att

Ile

caa
Gln

tca
Sar

gat
Asp

atg

200

aat
Asn

[-1-T )
Pro

ttc
Phe

gct
Ala

tee
Sar
280

tca
Ser

tqq
Trp

caq
Gln

tra
Leu

Tttt
Fhe
360

Tttt
Fhe

cat
His

cct
Fro

cag
Gln

tqe
Cys
185

gte
Val

aaa
Lya

gat
Agp

tac
Tyr

gga
Gly
265

gqt
Gly

agt
Gly

ctt
T.au

tta
T.a1

tqt
Cys
345

aaa
Lys

caa
Gln

tca
ser

cct
Prc

gcc
Ala
425

37

cca
Pro

gat
Asp

tca
Sar

tac
Tyr
ctg
250
gce

Ala

tet
Ser

tca
Ser

caa
Gln

tte
Phe
430
qgca

Ala

gaa
Glu

tta

atg
214

cca
Pro
410

atc
Ile

cce
Pro

ace
Thr

gaa
Glu

att
1la
235

cgt
Arg

gta
Val

aca
Thr

atg
Met

aqgq
Arg
315

qre
Val

qgca
Ala

tac
Tyr

tge
Cys

aac
Asn
395

ggc
Gly

gca
Ala

tta
Leu

gge
Gly

gtt
Val
220

ang

Lys

cgt
Arg

gga

aly

gca
Ala

gt
Val
300

ger
Ala

aca
Thr

aca
Ile

ttyg
Lsu

aaa
Lys
a0

tct

Ser

gga
Gly

tgt
Cys

gaa
Glu

ccyg
Pre

atg
Mo

gaa
Glu

gaa
Glu

At
Asn
2385

act
Thr

Tee
Ser

aga
Arg
365

azc

aca
Thr

aca
Thr

caa
Gln

ttg
Leu
1940

gga
Gly

cta
Lau

gtg
Vval

caa
Gln

aat
Asn
270

tta
Leu

tca
Ser

qqr
Gly

qtre
Val

act
~hr
350

cac
His

acet
Thr

att
Ile

cta
Leu

aag
Lys
430

ate
lle

gect
Ala

gat
Asp

tcot
Ser

atg
Mat
255

gta
val

gece
Ala

gac
Asp

cat
His

qgat
AAp
445

tca
Ser

ggt
Gly

Tta
Leu

tta
Leu

gaa
Glu
415

cat
His

aat
Asn

atg
Mot

att
Ila

gll
Glu
24¢C

ttt
Fre

cca
Pre

tea
Ser

gcg
Ala

aac
Asn
i7C

arct
Thr

gaa
Glu

gaa
Glu

aca
Thr

gaa
Glu
4CC

gac

Aap

aca
Thr

576

624

672

722

7638

364

912

Y64

1004

10586

1194

1152

12909

1243

1296



cca cca geg cog aaa
Pro Pro Ala Pro Lys
435

gtt aac ttg aaa gaa
Val Asn Leu Lys Glu
450

gga cgt aaa ttt tta
Gly Arg Lys Fhe Lau
465

acc cta ggc aaa aga
Thr Leu Gly Lys Arg
485

act gcc aaa aga aaa
Thr Ala Lys Arg Lys

500
<210> 2
<211> 505
<212> PRT
<213> Yapay Dizilim
<400> 2

Met Ser Leu Trp Leu
1 S

Pro Val Ser Lys Val
20

Ile Tyr Tyr His Ala
35

Tyr Phe Pro Ile Lys
50

val Sar Gly Lau Cln
€5

Asn Lys Phe Gly Phe
85

Arg Leu Val Trp Ala
100

Leu Gly Val Gly Ila
115

Thr Glu Asn Ala Ser
140

Glu Cys 119 Ser Met
145

Cys Lys Pro Pro Ile
165

Asn Val Ala val Asn
180

Thr val Ile Gln Asp
195

gaa
Glu

aaa
Lys

cta
Leu
4740

aaa

Lyn

aag
Lys

Pro

Val

Gly

Lys

Tyxr

70

Pro

Cya

Ser

Ala

Asp

150

Gly

Pro

Gly

gac
Asp

tte
Phe
455

caa

Gln

gca
Ala

aga
Arg

Ser

Ser

Thr

Pro

55

Arg

Asp

val

Gly

Tyr

145

Tyr

Glu

Gly

Asp

cce
Pro
440

tet
Ser

gca
Ala

aca
Thr

aaa
Lys

Glu

Thr

Ser

40

Aszn

val

Thr

Gly

Hig

120

Ala

Lys

His

Asp

Met
200

ttg
Leu

gct
Ala

agt
Gly

cct
Pro

ttg
Leu
505

Ala

Asp

25

Arg

Asn

Phe

Ser

val

105

Pro

Ala

Gln

Trp

Cys

185

val

38

[.¥-7-§
Lys

gat
Asp

tta
Leu

act
Thr
430

[-¥-¥-
Lys

tta
Leu

aaa
Lys
475

act
Thr

taa

Thr

10

Glu

Leu

Asn

Arg

Phe

90

Glu

Leu

Asn

Thr

Gly

170

Pre

Asp

Val

Tyr

Leu

Lys

Ila

75

Tyr

val

Leau

Ala

Gln

155

Lys

Fro

Thr

tac
Tyr

gat
460
gct

Ala

tct
Ser

Tyr

val

Ala

Ile

60

Hig

Asn

Gly

Agn

Gly

149

Gly

Leu

Gly

act
Thr
445

caa

Gln

aag
Lys

tcec
Ser

Leu

Ala

val

45

Lau

Lau

Pro

Arg

Lys

125

val

Cys

Ser

Glu

Phe
205

tte
Phe

ttt
Phe

cca
Pro

aca
Thr

Pro

Arg

30

Gly

Val

Pro

Asp

Gly

110

Leu

Asp

Leou

Pro

Lau

190

Gly

tgg
Trp

cca
Pre

aas
Lys

tct
Ser
495

Pre
15
Thr

Hia

Pro

Thr

g5

Gln

Asp

Asn

I1le

Cys

175

Ile

Ala

gaa
Glu

tta
Leu

tte
Pha
480

aca
Thyr

Val

Asn

Pro

Lys

Pro

80

Gln

Pro

Asp

Arg

Gly

1e0

Thr

Asn

Met

1344

1392

1440

1488

1518



10

Asp Phe Thr
210

Cys Thr Ser
225

Pro Tyr Gly
Val Arg His
Asp Asp Leu

275

Ser Asn Tyr
290

Gln Ile Phe
305

Asn Gly Ile
Thr Arg Sar
Thr Thr Tyr

355%

Glu Tyr Asp
370

Ala Asp Val
385

Asp Trp Asn
Thr Tyr Arqg
Pro Pro Ala

435

val Asn Leu
450

Gly Arg Lys
465

Thr Leu Gly

Thr Ala Lys

<210> 3
<211> 1524
<212> DNA

Thr

Ile

asp

Leau

260

Tyr

Phe

Asn

Cys

Thr

340

Lys

Leu

Phe

Phe

420

Pro

Lys

Fhe

Lys

Arg
500

Leu

Cys

Ser

245

Pha

Ile

Pro

Lys

Trp

325

Asn

Asn

Gln

Thr

Gly

405

Val

Lys

Glu

Leu

Arg

485

Lys

<213> Yapay Dizilim

<220>

Gln

Lys

230

Leu

Asn

Lys

Thr

Pro

310

Gly

Mat

Thr

Phe

Tyr

390

Leu

Thr

Glu

Lys

Leau

470

Lys

Lys

Ala

215

Tyr

Phe

Arg

Gly

Pro

295

Tyr

Asn

Sar

Asn

Ile

375

Ille

Gln

Sar

Asp

Phe

455

Gln

Ala

Arg

<223> YEG-HPV18L1-ROS

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1521)

Asan

Pra

Phe

Ala

Ser

2ED

Ser

Trp

Gln

Leu

Phe

360

Phe

His

Pro

Gln

Fro

4490

Ser

Ala

Thr

Lys

Lys

Tyr

Gly

265

Gly

Gly

Leu

Leu

Cys

345

Lys

Gln

Ser

Pro

Ala

425

Leu

Ala

Gly

Proc

Leu
505

39

Ser
Tyr
Leu
250
Ala
Ser
Ser
Gln
Phe
330
Ala
Glu
Leu
Mat
Pro
410
Ile
Lys
Asp

Leu

Thr
430

Glu

Ile

235

Arg

vVal

Thr

Met

Arg

315

val

Ala

Tyr

Cys

Asn

395

Gly

Ala

Lys

Leu

Lys

475

Thr

val

220

Lys

Arg

Gly

Ala

val

300

Ala

Thr

Ile

Lau

Lys

igo

Ser

Gly

Cys

Tyr

Asp

460

Ala

Ser

Pro

Glu

Glu

Asn

285

Thr

Gln

val

Ser

Arg

365

Ile

Thr

Thr

Gln

Thr

445

Gln

Lys

Ser

Leu

Val

Gln

Asn

270

Leu

Ser

Gly

val

Thr

350

His

Thr

Ile

Leu

Lysa

430

Phe

Phe

Pro

Thr

Asp

Ser

Met

255

vVal

Ala

Asp

His

Asp

335

Ser

Gly

Leu

Lau

Glu

413

His

Trp

Pro

Lys

Ser
495

Ile

Glu

240

Phe

Fro

Ser

Ala

Asn

320

Thr

Glu

Glu

Thre

Glu

400

Asp

Thr

Glu

Leu

Fhea

480

Thr



<400> 3

atg
Mat

tct
Ser

att
Ile

tat
Tyr

gtc
Val
65

aac

Asn

aga
Arg

ttg
Lau

aca
Thr

gac
Asp
145

tgt
Cys

tca
Sar

aca
The

gat
Asp

tgt

gce
Ala

gtc
val

trt
Phe

ttc
Phe
S0

tca
Ser

aaa
Lys

cta
Leu

gg<
Gly

gaa
Glu
130

aat

Asn

gct
Ala

agg
Arg

gtc
Val

ttt
Pha
210

caa

ctt
Leu

gect
Ala

tac
Tyr
35

cgt
Arg

gce
Ala

ttt
Phe

gtt
vVal

gta
Val
115

tet

Sar

gtt
Val

cca
Pra

cCcce
Pro

tta
Leu
195

tca
Ser

tca

tag
Trp

aga
Arg
20

cac
Hig

gtc
Val

tac
Tyr

gga
Gly

tgqg
Trp
100

ggt
Gly

age
Ser

tee
Ser

gca
Ala

cta
Leu
180

gaa
Glu

aca
Thr

att

aga
Arg

gta
val

geco
Ala

cca
Pro

caa
Gln

ttg
Leu
85

gce

Ala

tta
Lau

cat
His

gta
Val

att
Ile
165

tca
Ser

gat
Asp

tta
Leu

tgt

cct
Pro

gta
Val

ggt
Gly

gca
Ala

tat
Tyr
70

cCca

Pro

tgt
Cys

tca
Ser

gca
Ala

gac
Asp
150

ggc
Gly

caa
Gln

gga
Gly

Caa
Gln

tca
Ser

aac
Asn

agce
Ser

ggc
Gly
55

aga
Arg

gac
Asp

gca
Ala

ggt
Gly

gee
Ala
135

tat

Tyr

gaa
Glu

g9g¢c
Gly

gat
Asp

gac
Asp
215

tac

gac
Asp

aca
Thr

tca
Ser
40

ggc
Gly

gta
val

acg
Thr

gga
Gly

cac
His
120
aca

Thr

aaa
Lys

CAC
His

gat
Asp

atg
Met
200

acg
Thr

oCct

aat
Aan

gat
Asp
25

aga
Arg

ggt
Gly

ttc
FPhe

tcg
Sar

gttt
Val
105

cCcC

Pro

agt
Sar

cag
Gln

tgg
Trp

tgt
Cys
185

gtc
Val

aag
Lys

gac

40

act
Thr
10

gat
Asp

tta
Leu

aat
Aan

aga
ATQ

ata
Ile
90

gaa

Glu

trte
Phe

aat
Aan

acc
Thr

gct
Ala
170

ccc
Pro

gat
Aap

tgt
Cys

tac

gtg
Val

tac
Tyr

tca
Leu

aaa
Lys

gtc
val

tat
Tyr

ata
Ile

tac
Tyr

gtt
Val

caa
Gln
155

aag
Lys

ccc
Pro

acc
Thr

gaa
Glu

tta

tac
Tyr

gta
Val

aca
Thr

caa
Gln
&0

caa
Gln

aac
Asn

gga
Gly

aatr
Asn

tca
Sar
140

cta

Leu

gga
Gly

tta
Lesu

ggt
Gly

gtg
Val

220

caa

ctt
Leu

act
Thr

gta
Vval
45

gac
Asp

ctt
Leu

cca
Prec

aga
Arg

aaa
Lya
125

gag
Glu

tgt
Cya

act
Thr

gaa
Glu

tat
Tyr
205

CcCcC
Preo

atg

ccc
Pro

aga
Arg
30

ggt
Gly

att
Ile

ccc
Pro

gaa
Glu

gga
Gly
110

tta

Leu

gat
Asp

ata
Ile

gcg
Ala

tta
Lesu
1890

ggc
Gly

cta
Leu

tct

cct
Pro
15

aca
Thr

aat
Asn

cct
Pro

gat
Asp

aca
Thr
95

caa

Gln

gac
Asp

gta
Val

tta
Leu

tgc
Cys
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aaa
Lys

gca
Ala

gat
Asp

gcc

cct
Pro

tot
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cct
Pro

aaa
Lys

cce
Pro

cag
Gln

ccce
Pro

gat
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agg
Arg

ggt
Gly
160

aaa
Lys

aac
Asn

atg
Met

att
Ile

gac

48

96

192

240

288

336

384

432

480
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Cys aln
225

<ca tat
Pro Tyr

Ggor oogt
Ala Arg

caa Lot
Zln Ser

tge gta
Cys val
290

caa tta
Gln Leu
308

aat 9gt
hsn Gly

acc aga
Thr Arg

aca 3gt
Fro Gly

Faa gaa
Glu Zlu
370

aca gcc
The Ala
EE-+-]

caa Jat
Glu Asp

cat aca
Asp Thr

gfa gCC
Ala Ala

aat Jta
Asn Val
450

tta gga
Leu 3ly
4€5

arc agqc
1la Qly

Ser

ggc
Sly

cat
His

tia
Leu
275

tat
Iyr

Lttt
Phe

gta
Val

tece
Ser

caa
Gln
355

tac
Iyr

gat
Asp

tagq
Trp

tac
Tyr

cee
Pro
435

gat

hep

aga
Azg

cca
Proa

1le

gac
Aap

tLt
Fha
2560

tat
Tyr

tet
Car

aac
Ran

tgt
Cym

act
Thr
340

tat

Tyr

gac
Asp

Val

aagc
ARN

cgt
Arg
420

aaa
Lys

aga
Arg

Cys

tce
Ser
245

tqq
Trp

ata
Tle

A o
Fro

aaa
Lys

tag
Trp
32%

aat
Asn

tta
Leu

atg
Met

tit
Pha
435

ttc

Fhe

caa
CGlu

aag
Lys

ttt
Fhe

aaa
Lys

Lys
£30

atg
Mot

EY T
Asn

aaa
Lys

tca
Sar

cca
Pro
310

cAac
His

tta
Leu

Jca
Ala

caa
Sln

tct
Ser
390

I9<
qly

gtt
val

aat
Azsn

Jaa
Glu

ctt
Leu
470

aga
Arg

485

Tyr ¥

Lttt
Phes

cqt.
Arg

ggc
Zly

ceq
bPro

295

tat
Tyr

aat
As=n

aca
Thr

aca
Thr

tte
Pha
375

tat

Tyr

gtt
val

caa t

Sln

AAR
Lys

aaa
Lys
455

gtt
Val

tee
Ser

tLt
Phes

gca
Ala

aca g

Thr
230

(a2 Y
Sar

tgg
Trp

caa
Gln

asa
Ile

Aaa

Lys &

160

gac =

Asp
440

| et &

caa
Gln

qgca
Ala

Asp

tge

tTa
Leu

tgt
Cys
345

tte

Fha

cac
His

cCa
Pro

gt
val
425

Pre

age
Ser

qca
Ala

oot
Pro

41

Tyr

ttg
Taera
50

aca
Thr

sty

- teot

Sar

cat
His

e
Phe
330

qca
Ala

* aAaa

Lys

Cag
Lln

tct
Ser

cet
Pro
410

gec

Ala

tac
Tyr

tta
Leu

9t
aly

tet
Sar

Leu
235

aga

Arg

atg
Mat

cgt
Arg

art
Ila

asa
Lye
315

gra
Val

tca
Ser

caa
Gln

cta
Leu

atg
Mut
295

cee
Pra

atec
Ile

qﬂt
Asp

gac
Asp

ctyg
Lau
475

qcc
Ala

430

Gln

aga
Arg

qgt
Gly

gt
Ala

gqre
val
200

gct
Ala

act
Thr

act
Thr

tac
Tyr

gt
Cys
380

aac
Asn

act
Thr

act
Thr

aaa
Lys

tza
Leu
440

aga

Azg

act
Thr

cca gCC a3d aga gta aga gta aga got aga aag
Pro Ala Lys Arg Val Arg Val Arg BAla Arg Lys
500

<210>4

<211> 507

<212> PRT

<213> Yapay Dizilim

505

Mat

caa ¢
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Gat
Aap

tee
Ser
285

acqg
Thr

caa
Gln

gza
Val

cag
Gln

tco
LHer
165

Act

Thr

tce
Ser

Aca
Thr

tgt
Cys

tta
Leu
445

cat
Asp

aAga
Arg

aca
Thr

taa

sSer

&ln

aca
Thr
270

vt
Fro

roa
Ser

agt
Gly

are
Val

tca
Ser
350

aga

Arg

ate
Ila

tct
Ser

tca
Sar

caa
Gln
430

aaa
Lys

cag

aaa
Lys

tca
Sar

Ala

“ta
Tasus

255

gttt
Val

gat
Gly

gat.
Asp

cat
Ais

gat
Ausp
138

ccc

Pro

cat
His

acqg
Thr

att
Ile

tta
Lau
415

aaa
Lys

“tt

Phea T

cat
Tyr

cca
Pro

Lca
Sar

Asp
240

144
Phes

cet

-~

fro

teg
Ser

aat
Aan
320

aca
Thr

133
val

gta
val

tta
Lau

Tra
Leu
400

qtc

val

gac
Aap

cct
groe

ace
Thr
480

aaa
Lysa

495

768

816

864

912

260

1008

1056

1104

1152
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1248

1296

1344

1392

1440

1488

1524



<400> 4

Met Ala Leu

1

Sar

Ile

Tyr

val

65

AsSn
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