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OZET

RSV IMMUNIZASYON REJIMi

Bulus, bir bebegin, hamileligi sirasinda annesine bir birinci anti-RSV
immiin yaniti indiikleyici kompozisyon uygulanmasini takiben
dogduktan sonra bebege bir ikinci anti-RSV immiin yanit1 indiikleyici
kompozisyon uygulanmasi suretiyle respiratuar sinsitival viriise

(RSV) kars1 korundugu bir immiinizasyon rejimi ile ilgilidir.
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ISTEMLER

1. Bir bebekte RSV’ye karst koruyucu immiinite saglamaya veya
RSV’nin neden oldugu bir hastaliktan korumaya yonelik bir yontemde
kullanilmak 1i¢in bir veya daha fazla RSV antijeni saglayan bir anti-
respiratuar  sinsitiyal  viris  (RSV) immiin  yamti indiikleme
kompozisyonu olup, burada yontem, 4 aylik veya daha kii¢iik bebege,
anti-RSV immiin yamti indiikleyici kompozisyon uygulanmasini
kapsar ki burada adi gegen bebegi doguran kadina, adi gegen kadinin
ad1 gecen bebege hamile oldugu sirada bir veya daha fazla RSV
antijeni saglayan bir anti-RSV immiin yamiti indiikleyici kompozisyon
uygulanmistir; buradaki bir veya daha fazla RSV antijeni, bir RSV F

glikoproteini igerir.

2. Istem 1’e gére kullanim i¢in kompozisyon olup, burada ad1 gecen
bebege uygulanan anti-RSV immiin yaniti indiikleyici kompozisyon,

bir prime veya bir boost’tur.

3.Istem 1 ila 2°den herhangi birine gére kullanim igin kompozisyon
olup, burada ad: gegen kadina uygulanan anti-RSV immiin yaniti
indiikleyici kompozisyon, hamileligin ikinci veya iiglincii trimesteri

sirasinda uygulanmistir.

4.Istem 1 ila 3’ten herhangi birine gére kullanim i¢in kompozisyon
olup, burada adi gegen bebege uygulama, dogumdan hemen sonra,
dogumdan 2 hafta sonra, dogumdan 4 hafta sonra, dogumdan 6 hafta

sonra, dogumdan 2 ay sonra, dogumdan 3 ay sonra ve dogumdan 4 ay
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sonranin olusturdugu gruptan secilen bir veya daha fazla zamanda

yapilir.

5. Istem 1 ila 4’ten herhangi birine gére kullanmm i¢in kompozisyon
olup, burada kadina uygulanmis olan anti-RSV immiin yanmit
indiikleyici kompozisyon ve bebefe uygulanan anti-RSV immiin

yaniti indiikleyici kompozisyon aynidir.

6. Istem 1 ila 4’ten herhangi birine gére kullanim icin kompozisyon
olup, burada kadina uygulanmis olan anti-RSV immiin yanit1
indiikleyici kompozisyon ve bebege uygulanan anti-RSV immiin

yanit1 indiikleyici kompozisyon ayni degildir.

7.Onceki istemlerden herhangi birine gore kullamm igin
kompozisyon olup, burada bebege uygulanan anti-RSV immiin yanit1
indiikleyici kompozisyon, bir RSV alt birim kompozisyonu, bir
niikleik asit, bir rekombinant viral vektor veya bir viral replikon

partikiilii (VRP) igerir.

8. Istem 1 ila 7’den herhangi birine gore kullanim icin kompozisyon
olup, burada adi1 gecen bebege uygulanan anti-RSV immiin yaniti

indiikleyici kompozisyon, bir niikleik asit igerir.

9, [stem 1 ila 7°den herhangi birine gére kullanim igin kompozisyon
olup, burada kadina uygulanmis olan anti-RSV immiin yaniti

indiikleyici kompozisyon, bir RSV alt birim kompozisyonu igerir.
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10. istem 1 ila 7°den herhangi birine gére kullanim i¢in kompozisyon
olup, burada bebege uygulanan anti-RSV immiin yanit1 indiikleyici

kompozisyon, bir viral replikon partikiilii icerir.

11.Istem 7 veya 9’a gére kullanim i¢in kompozisyon olup, burada
RSV alt birim kompozisyonu: (a) bir RSV F proteininin furin klivaj
sahalarindan birinde veya her ikisinde de klivaj1 engelleyen bir veya
daha fazla mutasyon; ve/veya (b) bir RSV proteininin flizyon peptidi

bdlgesinde bir veya daha fazla mutasyon igerir.

12. Istem 7 veya 8’e gore kullanim icin kompozisyon olup, burada

niikleik asit: (a) DNA; veya (b) RNA igerir.

13. Istem 12’ye gére kullanim igin kompozisyon olup, burada RNA,
kendi kendini kopyalayan RNA’dir.

14, Istem 7 veya 9’a gore kullanim i¢in kompozisyon olup, burada

viral replikon partikiild, bir alfaviriisii VRP’si igerir.
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TARIFNAME

RSV IMMUNIZASYON REJIiMI

ILGILi BASVURULAR

Bu bagvuru, 26 Ocak 2011 tarthinde dosyalanan ABD Patent
Bagvurusu No. 61/436,355’ten fayda isteminde bulunur.

SEKANS LISTESI

Mevcut basvuru, EFS-Web yoluyla ASCII formatinda arz edilmis olan
bir Sekans Listesi ihtiva eder. 25 Ocak 2012 tarihinde yaratilmis adi
gecen ASCII kopyasina, 85448116.txt ad1 verilir ve blytkligi 15,682
bayttir.

ARKA PLAN

Respiratuar  sinsitiyal ~ virlis  (RSV),  Preumovirus  cinsi
Paramyxoviridae familyasindan bir zarfli segmentli olmayan negatif
iplikcikli RNA virtisiidiir. Yasamlarinin ilk yilinda olan c¢ocuklar
arasindaki bronkiyolit ve pndmoninin en yaygin nedenidir, RSV
ayrica herhangi bir yasta, 6zellikle kardiyak, pulmoner veya immiin
sistemleri risk altinda bulunanlar arasinda meydana gelebilen siddetli
alt solunum vyolu hastaliklari dahil olmak {izere  tekrarlayan

enfeksiyonlara da neden olur.
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RSV gibi paramiksoviriisler, influenza viriisii ve HIV gibi diger zarth
viriislere benzer sekilde, bir konakg¢1 hiicreyi enfekte etmek i¢in viral
membranin 1lgili konak¢i hiicrenin membraniyla fiizyonlanmasina
ihtiya¢ duyarlar. RSV durumunda konzerve fiizyon proteini (RSV F),
viral ve hiicresel membranlan, geri dondirillemez protein tekrar
katlanmasimi membranlarin yan yana konulmasi ile birlestirmek
surctiyle flizyonla birlestirir. Paramiksoviriis ¢aligmalarina dayanan
glinimiiz yoéntemlerinde, RSV F proteini ilk basta bir yari-kararh
"flizyon Oncesi” konformasyon halinde katlanir. Bu flizyon oncesi
konformasyon, tekrar katlanmaya ve kararli "flizyon sonrasi”

konformasyonu icin konformasyonel degisikliklere girer.

RSV F proteini, mRNA'dan F olarak adlandirilan yaklasik 574 amino
asitli bir proteine traslate edilir. Fy proteininin translasyon sonrasi
islemleri, endoplazmik retikulumdaki bir sinyal peptidazi tarafindan
bir N-terminal sinyal peptidinin ¢ikarilmasint kapsar. Fo, trans-
Golgi’deki hiicresel proteazlar (0zellikle furin) tarafindan 1ki sahada
da klivaj edilir (vaklasik olarak 109/110 ve yaklasik olarak 136/137).
Bu klivaj, kisa miidahale edici bir sekansin ¢ikarilmasiyla sonuglanir
ve F; (50 kDa; C-terminali; yaklasik olarak 137-574 arasi tortular) ve
F, (20 kDa; N-terminali; yaklasik olarak [-109 aras1 tortular) adinda
birbiriyle baglantili kalmay1 siirdiiren iki alt birim dretir. F;, N-
terminalinde bir hidrofobik flizyon peptidi ve ayrica iki amfipatik
heptad-tekrar bolgesi (HRA ve HRB) ihtiva eder. HRA, fiizyon
peptidinin yaninda ve HRB de, transmembran alanin yanindadir. Ug
F,-F, heterodimeri, virionda F,-F; homotrimerleri seklinde bir araya
toplanir. Hali hazirda RSV enfeksiyonuna karsi uygun bir as1 mevcut

degildir ancak arzu edilmektedir.
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RSV asilart ile ilgili énceki girisimler, asinin, enfeksiyona karsi
koruma saglamadi@i ve gerc¢ekte asilanmis ¢cocuklarin enfekte oldugu
durumda ciddi RSV hastaligi riskinin artmmis olmasiyla baglantili
basarisiz klinik denemelere yol agmistir. Kim, H.W. ve arkadaslari,
Am. J. Epidemiol., 89:422-434 (1969). Bebeklerin RSV’ye karsi
agilanmasima yonelik geleneksel immiinizasyon yontemleri mevcut
degildir. Englund J ve arkadaslari, Vaccine 16 (1998) 1456-1463’te,
bebeklerin, hamilelik sirasinda annenin immiinize edilmesi yoluyla
belirli enfeksiyonlara karsi korunmasim tartisir ve bunun, RSV i¢in
diistiniildiigiinii, bundan sonra daha biiylik bebeklerin canli ateniie

edilmis agilar ile immiinizasyonunun degerlendirilebilecegini belirtir.

Bu yiizden gelismis RSV immiinizasyon rejimlerine ihtiyag¢ vardir.

OZET

Bulus, bir bebekte RSV’ye kars1 koruyucu immiinite saglamaya veya
RSV’nin neden oldugu bir hastaliktan korumaya yonelik bir yontemde
kullanilmak ig¢in bir veya daha fazla RSV antijeni saglayan bir anti-
respiratuar  sinsitiyal virtis (RSV) immiin  yamt: indiikleme
kompozisyonu ile ilgilidir; burada yontem, yaklasik 4 aylik veya daha
kiiciik bebege, anti-RSV immiin yanit1 indiikleyici kompozisyon
uygulanmasini kapsar ki burada adi gecen bebegi doguran kadina, ad
gecen kadiin adi gegen bebege hamile oldugu sirada bir veya daha
tazla RSV antijeni saglayan bir anti-RSV immiin yaniti indiikleyici
kompozisyon uygulanir; buradaki bir veya daha fazla RSV antijeni,
bir RSV F glikoproteini icerir. Buna gore bir bebekte RSV’ye karsi

koruyucu immiinite saglamak i¢in aciklanan yontemler, (a) bir kadina
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hamilelik sirasinda bir birinci anti-RSV immiin yamit1 indiikleyici
kompozisyon uygulanmasmi ve (b) hamilelikten dogan bebege bir
ikinct  anti-RSV  immiin  yaniti  indiikleyici  kompozisyon

uygulanmasini kapsar.

Agiklama ayrica bir bebegin, RSV’nin neden oldugu bir hastaliktan
korunmasina yoénelik olup, bir bebege, bir anti-RSV immiin yaniti
indiikleyci kompozisyon uygulanmasii kapsayan yontemler ile
ilgilidir; burada bebegi doguran kadina, kadinin bebege hamile oldugu
sirada bir anti-RSV  1mmiin yamti indiikleyici kompozisyon

uygulanmisti.

Bazi yonlerde bir kadma hamilelik sirasinda uygulanan anti-RSV
immiin yamt1 indiikleyici kompozisyon, kadinda bir nétralize edici
antikor tepkisini boost eder. Noétralize edici antikor tepkisi, notralize
edic1 titerinde bir 2 kat veya lzeri artisla karakterize edilebilir.
Notralize edici antikor tepkisi, notralize edici antikorlar ile karakterize
edilebilir. Baz1 diizeneklerde nétralize edici antikorlar, komplementten
bagimsizdir. Bazi diizeneklerde bir kadina hamilelik sirasinda
uygulama, hamileligin ikinci veya iigiincii déneminde yapilir. Bazi
diizeneklerde hamilelikten dogan bebege uygulama, dogumdan hemen
sonra, dogumdan yaklasik 2 hafta sonra, dogumdan yaklasik 4 hafta
sonra, dogumdan yaklasik 6 hafta sonra, dogumdan yaklasik 2 ay
sonra, dogumdan yaklasik 3 ay sonra veya dogumdan yaklasik 4 ay

sonra yapilir.

Baz1 diizeneklerde birinci anti-RSV  immiin  yaniti  indiikleyici

kompozisyon ve ikinci anti-RSV  immiin  yamti indiikleyici
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Baz1 diizeneklerde birinci anti-RSV  immiin  yaniti  indiikleyici

kompozisyon ve ikinci anti-RSV  immiin  yamti indiikleyici



10

15

20

25

kompozisyon aymdir. Anti-RSV  immiin  yanmitt  indiikleyici
kompozisyonlardan her biri bir RSV alt birim kompozisyonu, bir
niikleik asit, bir viral replikon partikiilii, bir canl ateniie edilmis viris,
eylemsizlestirilmis bir viriis partikiilii, bir rekombinant viral vektor
veya virlis benzeri bir partikil icerebilir. Anti-RSV immiin yamit
indiikleyici kompozisyonlardan her biri, bir veya daha fazla peptit

veya bir virozomal kompozisyon igerebilir.

Baz1 diizeneklerde birinci anti-RSV  immiin  yaniti indiikleyici
kompozisyon, ikinci anti-RSV immiin yamti indiikleyici kompozisyon
ile aym degildir. Birinci anti-RSV  immiin yaniti indiikleyici
kompozisyon, bir RSV alt birim kompozisyonu, bir niikleik asit veya
bir viral replikon partikiilii icerebilir; ve ikinci anti-RSV immiin yaniti
indiikleyici kompozisyon, bir RSV alt birim kompozisyonu, bir
niikleik asit veya bir viral replikon partikiilii igerebilir; ancak birinci
ve ikinci anti-RSV immiin yamiti indikleyici kompozisyonlarin her
ikist de bir RSV alt birim kompozisyonu, bir niikleik asit veya bir
viral replikon partikiili olamaz. Birinci anti-RSV immiin yaniti
indiikleyici kompozisyon, bir RSV alt birim kompozisyonu, bir
niikleik asit, bir rekombinant viral vektdér veya bir viral replikon
partikiilii igerebilir; ve ikinci anti-RSV immiin yamiti1 indiikleyici
kompozisyon, bir RSV alt birim kompozisyonu, bir niikleik asit, bir
rekombinant viral vektér veya bir viral replikon partikilii icerebilir;
ancak birinci ve ikinci anti-RSV immiin yanitt indiikleyici
kompozisyonlarin her ikisi de bir RSV alt birim kompozisyonu, bir
niikkletk asit veya bir viral replikon partikiili olamaz. Baz
diizeneklerde  birinci  anti-RSV  immiin ~ yamti  indiikleyici

kompozisyon, bir RSV alt birim kompozisyonunu kapsar. Baz
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diizeneklerde ikinci anti-RSV immiin yanit1 indiikleyici kompozisyon,
bir niikleik asit veya viral replikon partikiilini kapsar. Bazi
diizeneklerde ikinci anti-RSV immiin yanit1 indiikleyici kompozisyon,
bir niikleik asit, bir rekombinant viral vektor veya viral replikon

partikiiliinii kapsar.

Bir tercih edilen ydnde bir kadina hamilelik sirasinda uygulanan
birinci  anti-RSV  immiin  yamti  indiikleyici  kompozisyon,
uygulandiktan sonra kadinin icerisinde kopyalanmaz ve hamilelikten
dogan bebege uygulanan ikinci anti-RSV immiin yamit1 indiikleyici
kompozisyonun kendisi veya bunun genomu, bebek icerisinde
kopyalamr. Ornegin birinci anti-RSV  immiin yamti indiikleyici
kompozisyon, ornegin, bir RSV alt birim kompozisyonu, bir RSV
viriisii benzeri partikiil (VLP), bir veya daha fazla RSV peptidi, bir
epitop mimetik kompozisyonu, bir virozomal kompozisyon veya
oldiirilmiis bir RSV virion kompozisyonu olabilir ve ikinci anti-RSV
immiin yaniti indikleyici kompozisyon, Ornegin, bir kendi kendini
kopvalayan niikleik asit (6rn., bir kendi kendini kopyalayan
(kendiliginden amplifiye olan) RNA), bir canli ateniie edilmis viris,
bir heterolog canli viriis (6rn., bir insan dist primer konakgl
durumunda bir RSV ile alakahh viriis), bir canli viral vektor, bir

kimerik canli virlis veya bir viral replikon partikiilii olabilir.

CIZIMLERIN KISA TARIFI

SEKIL 1A ve 1B, pamuk sicanlari1 (SEKIL 1A) ve BALB/c
farelerinde (SEKIL 1B) serum nétralizasyon titerleri ile RSC tehdidi

icin  koruma arasindaki iliskiyr goésteren grafiklerdir. Pamuk
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sicanlarina ve farelere, i.p. voluyla, farklhh seviyelerde RSV’ye 6zel
antikor (daha fazla detay i¢in bakiniz Ornek 3’teki yontemler ve Tablo
3 ve 4) ithtiva eden dondr serumu enjekte edildi ve bunlar, 2 glin sonra
RSV ile i.n. yoldan tehdit edildi. Her bir daire, tek bir hayvan igin
transferden bir glin sonraki serum noétralizasyon titerini ve tehdit
sonrast (pamuk sicanlarinda tehditten 5 giin sonra, farelerde tehditten
4 giin sonra) akciger viral yiikiinii temsil eder. Noktali ¢izgiler,
deneyin saptama limitlerini ve biltiin ¢izgi, tehdit sonrasinda
saptanabilir hicbir virlis olmamasi ile iligkili nétralizasyon titerini
hesaplamak i¢in kullanilan veriler i¢in 4 parametreli en uygun egriyi

isaret eder.

DETAYLI TARIFNAME

Burada tarif edildigi gibi mucitler, bir bebegin, hamileligi sirasinda
annesine (yani bir gebe kadina) bir birinci anti-RSV immiin yamti
indiikleyici kompozisyon uygulanmasimi takiben dogduktan sonra
bebege bir ikinci anti-RSV immiin yaniti indiikleyici kompozisyon
uygulanmasi suretiyle respiratuar sinsitiyal virlise (RSV) Kkarsi
korundugu bir immiinizasyon rejimi kesfetmistir. Gebe kadinin
immiinizasyonu, pasif maternal immiinite yoluyla bebege antikor
aracili immiinite saglar. Maternal antikorlar, plasenta yoluyla fetiise

aktarildiginda pasif immiinite dogal yoldan meydana gelir.

Pasif immiinite, bebekler icin 6zellikle 6nemlidir, ¢linkii bunlar, aktif
sekilde edinilmis immiinite olmadan dogarlar. Bir anti-RSV immiin
yanitt indikleyici kompozisyonun bir gebe kadina uygulanmasi,

kadinda RSV’ye yonelik imminiteyr giiclendirir ve anti-RSV
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antikorlari, plasenta yoluyla vyeni dogana gecerek bebege pasif
maternal immiinite kazandirir. Bununla birlikte bebeklerde pasif
immiinite gecicidir ve vasamlarinin ilk birka¢ haftasi veya ayindan
sonra azalmaya baslar. Pasif immiinite gecici oldugundan bebekte
aktif immiinite indilklemek i¢in pasif immiinite azalmadan Once
bebegin bir anti-RSV immiin yamti indiikleyici kompozisyon
uygulamasi almasi 6nemlidir. Bir ikinei immiinojenik kompozisyonun
bebege dogumdan sonra uygulanmasi, bebekte RSV’ye karst aktif
immiinite indiikler ve gebelik sirasinda anneden gegen immiinitenin

sliresini uzatir.

Burada tarif edilen immiinizasyon rejimi, birka¢ avantaj saglar,
Ornegin bu yaklasim, dogum sonras1 bebekte RSV enfeksiyonundan
korunma saglar. Ilave bir avantaj, burada tarif edilen rejime gdre
bebege bir anti-RSV  immiin yamti indiikleyici kompozisyon
uygulanmasinin,  bebek  immiinizasyonuna  yonelik  Onceki
yaklasimlardan daha fazla notralize edici RSV immiinitesi
indiikklenmesiyle sonuglanabilmesidir. RSV’ye bagh ciddi hastalik,
yaklagik olarak iki ila ii¢ aylikken pik yapar. Gebe kadinlarin, antikor
titerlerini ve bebeklerindeki pasif antikor titerlerini arttirmak suretiyle
immiinize edilmesi, bebeklerde RSV’nin neden oldugu hastaligin
baslamasini, respiratuar sistemlerinin daha olgun bir hal aldig1 ve
ciddi sekilde hastalanma ihtimallerinin azaldig1 bir zamana kadar
geciktirebilir. Yeni dogan immiin sistemi, olgunlasmamistir; bu da,
yeni dogamin aktif immiinizasyonunu, daha biliyilk bebeklerin
immiinizasyonundan daha az etkili yapar. Gebe kadmlarin
immiinizasyonundan pasif immiinitenin giiclenmis olmasindan dolay:

bebeklerde RSV hastaliinin gecikmesi, aktif bebek immiinizasyonu
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i¢in ciddi hastalik riskinin en yiiksek oldugu yastan once daha fazla
zaman kazandiracaktir. Bu etkili immiinizasyon i¢in ek siire, bir
bebege coklu as1 dozlar1 verilmesini ve/veya dozlarin, bebekligin daha
sonraki donemlerinde, immiin sistemin daha olgun oldugu ancak hala
bebegin ilk RSV enfeksiyonundan veya RSV’nin neden oldugu

hastaligindan once verilmesini saglayabilir.

Burada kullanildigt gibi bir bebek, bir yagin altinda (6rn., bir giinliik, 1
haftalik, 2 haftalik, 3 haftalik, 4 haftahik, 2 aylik, 3 aylik, 4 ayhk, 5
aylik, 6 aylik, 7 aylik, 8 aylik, 9 aylik, 10 aylik, 11 ayliktan kiiciik, 12
aylhktan kiiciik) bir kisidir.

Burada kullamildigi gibi bir anti-RSV immiin yaniti indiikleyici
kompozisyon, bir memeliye uygulanmak i¢in uygun ve RSV’ye karsi
aktif immiinite indiiklemek veya bir immiin yamti, tercihen bir
koruyucu immiin yaniti boost etmek i¢in etkili olan herhangi bir
kompozisyondur. Anti-RSV immiin yamti indiikleyici kompozisyon,
bir veya daha fazla RSV antijeni saglayacaktir ve bu, érnegin, bir
RSV protein antijeni, bir RSV protein antijenini sifreleyen bir niikleik
asit, bir RSV protein antijenini sifreleyen bir niikleik asit ihtiva eden
bir viral replikon partikiili (VRP), canli ateniie edilmis viriisler,
eylemsizlestirilmis virtsler, viriis benzeri partikiiller (VLP) veya
rekombinant viral vektorler iceren bir alt birim kompozisyonu
seklinde olabilir. RSV antijeni, arzu edilen herhangi bir RSV antijeni
olabilir. Ornegin anti-RSV immiin yaniti indiikleyici kompozisyon, bir
RSV glikoproteini veya bunun bir boélimini (6rn., ekto-alan),
tercthen bir RSV F glikoproteini igerebilir. RSV  glikoproteini,

herhangi bir konformasyonda (6m., fiizyon Oncesi konformasyon,
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fiizyon sonrast konformasyon) veya konformasyonlarin bir karigim
halinde olabilir. Gebe kadma ve bebege uygulanan RSV antijeni,
farkli serogruplardan, farkli serotiplerden, farkli imminotiplerden,
farklt serovarlardan, farkli biyovarlardan, farkli suslardan, farkli
soylardan veya farkli tiirlerden olabilir ve/veya mutasyonlar (&m.,
delesyonlar) ihtiva edebilir. Gebe kadina ve bebege uygulanan RSV

antijeni, farkli alt tiplerden olabilir.

Immiinizasyon rejiminde kullanilan  anti-RSV  immiin  yaniti
indiikleyici kompozisyonlar, aynm veya farkli olabilir. Omegin kadina
gebelik sirasimda bir RSV alt birim kompozisyonu, bir viral
replikasyon partikiili  (VRP) veya ateniie edilmis bir wviris
uygulanabilir ve bebege dogumdan sonra aym veya farkli RSV alt
birim kompozisyonu, niikleik asit, viral replikasyon partikiilii (VRP)
veya ateniie edilmis viriis uygulanir. Bir bagka 6rnekte kadina gebelik
sirasinda ateniie edilmis bir viriis uygulanabilir ve bebege dogumdan
sonra bir RSV alt birim kompozisyonu, bir niikleik ait veya bir VRP
uygulanir. Bazi durumlarda hem bebege hem de gebe kadina, ateniie
edilmis asilar uygulanir. Diger durumlarda hem bebege hem de gebe
kadina, RSV alt birim kompozisyonlari, niikleik asitler ve VRPlerin
olusturdugu gruptan secilen aym veya farkli anti-RSV immdiin yaniti
indiikleyici kompozisyon uygulanir. Yine diger durumlarda bebege,
bir adet anti-RSV immiin yaniti indiikleyici kompozisyon ile bir prime
uygulanir ve bir baska anti-RSV immiin yamti indiikleyici
kompozisyon ile bir boost uygulanir. Ornegin bebek, bir niikleik asit
ile prime edilebilir ve bir alt birim kompozisyonu ile boost edilebilir.
Baz1 durumlarda bebek yada gebe kadin veya hem bebel hem de gebe

kadindan her birine aym anda birden fazla anti-RSV immiin yaniti
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antijeni, farkli alt tiplerden olabilir.
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sonra bir RSV alt birim kompozisyonu, bir niikleik ait veya bir VRP
uygulanir. Bazi durumlarda hem bebege hem de gebe kadina, ateniie
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ile prime edilebilir ve bir alt birim kompozisyonu ile boost edilebilir.
Baz1 durumlarda bebek yada gebe kadin veya hem bebel hem de gebe

kadindan her birine aym anda birden fazla anti-RSV immiin yaniti
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indiikleyici kompozisyon uygulanir. Ornegin bebek, gebe kadin veya
bebek ve gebe kadindan her birine, ayni1 anda bir niikleik asit ve bir alt

birim kompozisyonu ayni anda uygulanabilir.

Baz1 diizeneklerde kadina uygulanan anti-RSV  immiin  yaniti
indiikleyici kompozisyon ve bebefe uygulanan anti-RSV immiin
yanitt indiikleyici kompozisyon aym degildir. Ornegin kadima
uygulanan anti-RSV immiin yaniti indiikleyici kompozisyon, bir RSV
alt birim kompozisyonu, bir niikleik asit veya bir VRP i¢erebilir ve
bebege uygulanan anti-RSV immiin yamti indiikleyici kompozisyon,
bir RSV alt birim kompozisyonu, bir niikleik asit veya bir VRP
icerebilir ancak kadina ve bebege uygulanan anti-RSV immiin yanit
indiikleyici kompozisyonlarin her ikisi de bir RSV alt birim
kompozisyonu, bir niikleik asit veya bir viral replikasyon partikiilii

olamaz.

Kadma uygulanan anti-RSV immiin yamiti indikleyici kompozisyon
¢ok muhtemel sekilde bir boost olacaktir. Ornegin kadin muhtemelen
yasaminda gebelikten onceki bir zamanda bir RSV enfeksiyonu
gecirmis olacak, bu ylizden de kadina hamileligi sirasinda uygulanan
anti-RSV immiin yanmiti1 indiikleyici kompozisyon, bir boost gorevi
gorecektir. Boost, annede anti-RSV antikoru titerini arttiracak ve

fetiise ve bebege gecen maternal immiiniteyi gliclendirecektir.

Gebe kadina, anti-RSV immiin yaniti indiikleyici kompozisyon,
gebeligi sirasinda herhangi bir zamanda uygulanabilir. Ornegin anti-
RSV immiin yamiti indikleyici kompozisyon, kadina, gebeliginin

birinci, ikinci veya fgiincli trimesterinde uygulanabilir. Bazi
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diizeneklerde anti-RSV immiin yanit1 indiikleyici kompozisyon,
kadina, gebeligin son 6-12 haftasinda (6rn., 28 haftalik gebelik, 29
haftalik gebelik, 30 haftalik gebelik, 31 haftalik gebelik, 32 haftalik
gebelik, 33 haftalik gebelik, 34 haftalik gebelik, 35 haftalik gebelik,
36 haftalik gebelik, 37 haftalik gebelik, 38 haftalik gebelik, 39 haftalik
gebelikte) uygulanir. Tercihen anti-RSV immiin yaniti indiikleyici
kompozisyon, gebe kadina, bebek gelmeden en az dort hafta once

uygulanir.

Baz1 diizeneklerde gebe kadina, gebeligin 32 ile 36nci haftalarn

arasinda bir tek doz rejimi uygulanir.

Diger diizencklerde gebe kadina, bir iki dozlu rejim, birinci doz
yaklasik olarak gebeligin 32nci haftasinda ve ikinci doz yaklasik

olarak gebeligin 36nc1 haftasinda olmak tizere uygulanir.

Bebege, bir anti-RSV 1mmin yamti indikleyici kompozisyon,
yasamunin birinci yilinda herhangi bir zaman ve arzu edilirse daha
sonra uygulanabilir. Genel olarak bir anti-RSV immiin yaniti
indiikleyici kompozisyon, bebege, yasaminin ilk yilinda bir, iki, fic,
dort veya daha fazla kez uygulanacaktir ve kompozisyon, aym veya
farkli olabilir. Omegin bir anti-RSV immiin yamti indiikleyici
kompozisyon, bebege, dogum, 2 haftalik, 4 haftalik, 6 haftalik, 2
aylik, 3 aylik, 4 aylik, 6 aylik, 9 aylik ve 12 aylik arasindan secilen bir
veya daha fazla kez uygulanabilir. Tercihen anti-RSV immiin yaniti
indiikleyici kompozisyon, bebege, maternal antikorlar koruyucu
olmayan titerlere diismeden Onceki bir zamanda uygulanir, boylelikle

mevcut bulusa gore anti-RSV immiin yanmit1 indiikleyici kompozisyon
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bebege ilk olarak yaklagik 4 aylikken veya daha kii¢iikken uygulanir,

Takip eden uygulamalar, arzu edilen herhangi bir programda olabilir.

Ornegin bir anti-RSV immiin yanit1 indiikleyici kompozisyon, bebege,
bir li¢ dozluk rejim halinde uygulanabilir. Muhtemel bir dozlama
rejimi, dogumda, 1 aylikken ve 2 aylikken uygulamay1 kapsar. Bir
baska olasi dozlama rejimi, 1 aylikken, 2 aylikken ve 3 aylikken
uygulamay1 kapsar. Bir bagka olast dozlama rejimi, 1 aylikken, 2

aylikken ve 4 aylikken uygulamayi kapsar.

Anti-RSV immiin yaniti indiikleyici kompozisyonun uygulamasi,
diger asilarla 6nemli 6l¢ilide ayni anda (érn., ayni tibbi danisma veya
bir saglik profesyonecline veya asilama merkezine ziyaret sirasinda)
erken baslangicli RSV hastalifi durumunda daha erken zamanlarda

yapilabilir.

Baz1 diizeneklerde anti-RSV immiin yanit1 indiikleyici kompozisyon,
proteinler, DNA molekiilleri, kendi kendini kopyalayan RNA
molekiilleri veya VRPler igerir. Anti-RSV immiin yanit1 indiikleyici
kompozisyon ayrica bir farmasotik olarak kabul edilebilir tasiyici ve
istege bagh olarak bir adjuvan da icerebilir. Bakiniz ornegin, U.S.
6,299,884; U.S. 7,641,911; U.S. 7,306,805; ve US 2007/0207090.
Tercih edilen belirli  anti-RSV  immiin  yamiti  indiikleyici

kompozisyonlar, burada ayrica agiklanir.

immiin yamit, bir hiimoral immiin yanit, bir hiicre aracili immiin yanit
veya her ikisini kapsayabilir. Baz1 diizeneklerde bir immiin yanit,

verilen her bir RSV proteinine karsi indiiklenir. Bir hicre aracihi
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immiin yanit, bir yardimet T hiicresi (Th) yanitini, bir CD8+ sitotoksik
T hiicresi (CTL) yanmitimm veya her ikisini kapsayabilir. Bazi
diizeneklerde immiin yamt, bir hiimoral immiin yanit1 kapsar ve
antikorlar, nétralize edici antikorlardir. Notralize edici antikorlar,
hiicrelerin viral enfeksiyonunu bloke eder. Bazi1 diizeneklerde immiin
yanit, hiicrelerin enfeksiyonunu azaltir veya onler. Notralize edici
antikor tepkileri, komplemente bagimli veva komplementten bagumsiz
olabilir. Bazi diizeneklerde noétralize edici antikor tepkisi,
komplementten bagimsizdir. Bazi diizeneklerde notralize edici antikor
tepkisi, ¢apraz nodtralize edicidir; yani bir uygulanan kompozisyona
karst iretilen bir antikor, kompozisyonda kullanilandan bagka bir
sustan bir RSV viriisiinii nétralize eder. Baz1 diizeneklerde nétralize
edici antikor tepkisi, IgG antikorlarinin  nétralize edilmesiyle

karakterize edilir.

Bu konuda faydali bir antikor potansi 6leiisii, "% notralizasyon
titeri"dir (6., %350 noétralizasyon titeri, %60 ndétralizasyon titeri).
%50 notralize edici tieri belirlemek igin immiinize edilmis kisilerden
gelen serum seyreltilerek seyrek serumun, enfeksiy6z viriislerin ayri
ayri  %50’sinin  veya %60’ mnin hiicrelere girisini  bloke etme
kabiliyetini hala nasil koruyabildigi degerlendirilir. Ornegin, %50
ndtralizasyon titerinin 20 olmasi, serumun, 20 kat seyreltildikten sonra
viriisiin %50’sini notralize etme kabiliyetini korudugu anlamina gelir.
Bu yiizden daha yiiksek titerler, daha gli¢lii nétralize edici antikor
tepkilerini isaret eder. Bazi dlizencklerde bu titer, alt sinir1 yaklagik
20, yaklasik 40, yaklagik 50, yaklagik 60, yaklasik 70, yaklagik 80,
yaklagik 90, yaklasik 100 veya yaklasik 200 olan bir araliktadir. %50

nétralizasyon titeri araligimin {ist s, yaklasik 40, yaklasik 40,
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yaklasik 50, yaklasik 60, yaklagik 70, vyaklasik 80, yaklasik 90,
yaklagik 100, yaklasik 200, yaklasik 400, yaklasik 800, yaklasik 1600,
yaklasik 3000, yaklasik 6000, yaklasik 8000, yaklasik 10000 veya
yaklasik 20000 olabilir. Ornegin, %50 nétralizasyon titeri, yaklasik
1:20, 1:40, 1:80 veya yaklagik 1:100 olabilir. "Yaklagik", belirtilen
degerin iki kati igerisinde anlamina gelir. Nétralizasyon titeri, burada

tarif edildigi gibi dl¢iilebilir.

Notralizasyon titeri, bir RSV  preparasyonunun bir antikor
preparasyonu ile kanstirilmasi, o kansimin kiiltirlenmis memeli
hiicrelerine katilmasi1 ve sonra antikor-viriis karisimi icerisinde kalan
orijinal RSV enfektifligi oranminin, karigimn hiicrelere katmanin
sonuglarni  degerlendirmek suretiyle belirlenmesiyle Olgtlebilir.
Antikor icerikli preparasyon, 6rnegin, hayvan serumu, insan serumu,
serumsan saflastirilmig antikorlar veya kiiltiirden gelen monoklonal
antikorlar1 kapsayabilir. Bazi durumlarda komplement, 6rnegin,
guinea domuzu komplementi, antikor ve RSV preparasyonu ile
kangtirilabilir. Bazi dlizeneklerde virlis orneklerine, seri antikor
icerikli  preparasyon seyreltmeleri ilave edilir. Noétralizasyon
deneyinde kullanilan memeli hiicreleri, bir mono-tabaka halinde veya
siispansiyon halinde olabilir ve enfekte edilmis olabilir. Hem viriis
hem de antikor igerebilen inokiiliim, hiicreler iizerinde kalabilir veya
kisa bir stlire sonra (6rn., 30 dakika, 60 dakika, 90 dakika) ¢ikarilabilir.
Enfekte olmus hiicrelerin orani, 6rnegin, bir var1 kati kaplama altinda
olusan plaklarin sayilmasi, bir yart kati kaplama altinda olusan
sinsitianin  sayilmasi, virlis ile kisa bir inkiilbasyonun ardindan
enfeksiydz odaklarm immiino-boyanmasi, bir rekombinant RSV nin

eksprese ettigi floresan markerinin saptanmasi, sitopatik etkiyi
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gézlemlemek suretivle enfekte olmus hiicrelerin tanimlanmasi, bir
RSV markeri i¢in immiino-boyama yapmak suretiyle enfekte olmus
hiicrelerin tanimlanmasi, bozulmanmus veya lizlenmis hiicrelerin
siipernatanindaki RSV antijeni miktarinin degerlendirilmesi, bir
floresan antijenini eksprese eden bir rekombinant RSV’den gelen
floresan miktarinin saptanmasi, bir biyokimyasal deney (6rn., LDH)
yoluyla hiicre lizizi miktarinin saptanmasi ve yeterli bir inkiibasyon
stiresinin ardindan herhangi bir sitopatik etkinin godzlemlendigi en
biiyiik viriis seyreltmesinin gdzlemlenmesi dahil olmak lizere ¢esitli
vasitalarla  belirlenebilir.  Notralizasyon  deneyindeki  ilave
varyasyonlar arasinda, Ornegin, tamponlar, bloke edici ajanlar,
inkiibasyon siireleri, kontroller, plakanin tipi, inkiibasyon sicakliklari,
hiicre kiltiiri ortami, gecirgenlestirici ajan, sabitleme ajani, hiicre
substrat1 tipi, kaplama kompozisyonu, hiicre boyasi, rcaktiflerin
hacmi, yikama sayisi, sekonder antikorlarim kullanimm, sayim yontemi,
hesaplama yontemi ve titeri hesaplamak i¢in kullanilan nétralizasyon

yiizdesinde varyasyonlar yer alabilir.

Bir immiin yanit, bir kisiye bir anti-RSV immiin yamti indiikleyici
kompozisyon (proteinler, DNA molekiilleri, kendi kendini kopyalayan
RNA molekiiller1 veya VRPler i¢eren bir kompozisyon) uygulanmasi
suretiyle uyarilabilir. Baz1 diizeneklerde indiiklenen immiin yanit, bir
koruyucu immiin yamttir; yani yanit, RSV enfeksiyonu riskini azaltir,
RSV enfeksiyonunun baslamasini geciktirir, RSV nin neden oldugu
hastalik riskini azaltir, RSV’nin neden oldugu hastalifin ciddiyetini
azaltir, RSV’nin neden oldugu hastaligin sikligini azaltir, RSV

enfeksiyonu veya RSV'nin neden oldugu hastalik sekellerini azaltir
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veya RSV ile enfekte olmus bir kisinin RSV’yi bir baska kisiye yayma

riskini azaltir.

Uygun herhangi bir uygulama yolu kullanilabilir. Omegin bir
kompozisyon, intramiiskiller, intraperitonel, subkiitan, transdermal
veya intradermal yoldan uygulanabilir. Arzu edilirse kompozisyon,
intra-oral, intra-nazal, intra-vajinal ve intra-rektal gibi intra-mukozal
yoldan uygulanabilir. Gebe kadina ve bebege uygulama, aym yoldan
veya farkhi yollardan olabilir. Kompozisyonlar, uygun herhangi bir

plana gore uygulanabilir.

Burada tarif edildigi gibi bir bebekte RSV’ye karst koruyucu
immiinite, (a) bir kadmma hamilelik sirasinda bir birinci anti-RSV
immiin  yamiti indiikleyici kompozisyon uygulanmast ve (b)
hamilelikten dogan bebege bir ikinci anti-RSV  immiin yaniti
indiikleyici kompozisyon uygulanmasi adimlarini kapsayacak sekilde
saglanir. Burada tarif edildigi gibi birinci anti-RSV immiin yaniti
indiikleyici kompozisyon ve ikinci anti-RSV immiin yaniti indiikleyici
kompozisyon ayni veva farkli olabilir. Bu yaklasim tercihen gebe
kadindaki, maternal immiinite vasitasiyla bebege gecen nétralize edici
anti-RSV antikorlarini indiikler veya boost eder ve bebekte bir aktif
immiin yanit indiikler. Bu yiizden tercihen anti-RSV immiin yaniti
indiikleyici kompozisyonun bebege ilk uygulandifi anda bebekte,
RSV’ye kargt maternal antikorlar vardir ve uygulamanin sonucunda
RSV’ye karsi bir immiin yanit aktif sekilde geligecektir. Tercihen anti-
RSV immiin yamti indiikleyici kompozisyon, bebege, maternal
antikorlarin  bebekte hala koruyucu seviyelerde oldugu sirada

uygulanir.
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Ozel bir diizenekte bir bebekte RSV ye karsi koruyucu immiinite, bir
kadima hamilelik sirasinda bir anti-RSV alt birim kompozisyonu
uygulanmas1 ve hamilelikten dogan bebege bir anti-RSV kendi
kendini kopyalayan RNA kompozisyonu uygulanmasiyla saglanir.
Tercih edilen bir diizenekte bir bebekte RSV’ye karsi koruyucu
imminite, bir kadina hamilelik sirasinda bir anti-RSV alt birim
kompozisyonu uygulanmasi ve hamilelikten dogan bebege bir veya
daha fazla anti-RSV kendi kendini kopyalayan RNA kompozisyonu
uygulanmasini takiben bebege bir anti-RSV alt birim kompozisyonu

uygulanmasiyla saglanir.

Burada tarif edildigi gibi bir bebek, RSV enfeksiyonundan, bir
bvebege bir anti-RSV  immiin yanitt indiikleyci kompozisyon
uygulanmasini kapsayan bir yontemle korunur; burada bebegi doguran
kadina, kadmin bebege hamile oldugu sirada bir anti-RSV immiin
indiikleyici veya boost edici kompozisyon uygulanmistir. Kadina
uygulanmis olan anti-RSV immiin yanit1 indiikleyicit kompozisyon ve
bebege uygulanan anti-RSV immiin yaniti indiikleyici kompozisyon
ayni veya farkli olabilir. Tercithen anti-RSV immiin yanit1 indiikleyici
kompozisyonun bebege ilk uygulandigi anda bebekte, RSV’ye karsi
maternal antikorlar vardir ve uygulamanin sonucunda RSV’ye karsi
bir immtn yanit aktif sekilde gelisecektir. Tercihen anti-RSV immiin
yanitt indiikleyici kompozisyon, bebege, maternal antikorlarin bebekte

hala koruyucu titerlerde oldugu sirada uygulanir.

Bir tercih edilen diizenekte bir bebek, RSV enfeksiyonundan, bir
kadinin bebege gebe oldugu sirada bir anti-RSV  alt  birim

kompozisyonu uygulanmms kadmim dogurdugu bir bebege bir anti-
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RSV kendi kendini kopyalayan RNA kompozisyonu uygulanmasiyla

korunur.

Anti-RSV immiin Yamt Indiikleyici Kompozisyon

Bulusta, arzu edilen herhangi bir anti-RSV immiin yanit indiikleyici
kompozisyon kullanilabilir. Ornegin RSV  proteinleri  veya
fragmanlari, anti-RSV immiin yamtt indikleyici kompozisyonun
bilesenler1 seklinde direkt olarak verilebilir veya bir veya daha fazla
RSV proteinini veya fragmanim sifreleyen niikleik asitler uygulanarak
in vivo RSV proteini veya fragmam iiretilebilir veya canh atenlie
edilmis virlisler uygulanabilir veya RSV proteinlerini eksprese eden
rekombinant viral vektdrler uygulanabilir veya eylemsizlestirilmis
RSV wviriisleri uygulanabilir veya RSV antijenleri ihtiva eden virlis
benzeri partikiiller uygulanabilir. Tercih edilen belirli diizenekler,
orn., RSV proteinler1 veya fragmanlarini sifreleyen sekanslar ihtiva
eden protein formulasyonlari, rekombinant niikleik asitler (6m., kendi
kendini kopyalayan RNA) ve alfavirtisii VRP’si, burada ayrica tarif

edilir.

Protein Formiilasyonlar:

Bulusa gore kullanilan immiinojenik proteinler veya bunlarn
fragmanlart genellikle izole edilmis veya saflastirilomg olacaktir.
Boylece bunlar, molekiiliin dogada birlikte bulundugu veya ayni tipte
diger biyolojik makromolekiillerin énemli l¢iide olmadigi durumda
mevcut oldugu biitlin  organizma veya viriondan ayri ve ayrik

olacaktir.
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RSV, tek bir serotip olarak ¢ikar ancak iki antijenik alt gruba sahiptir:
A ve B. Iki grubun F glikoproteinleri, yaklasik %90 dzdestir. A alt
grubu, B alt grubu veya her ikisinin bir kombinasyonu veya hibridi,
bulusta kullanilabilir. A alt grubu 1i¢in bir O6rnek sekans,
SEK.KIM.NO: 1 (A2 susu; GenBank GI: 138251; Swiss Prot P03420)
ve B alt grubu i¢in SEK.KIM.NO: 2°dir (18537 susu; GI: 138250;
Swiss Prot P13843). SEK.KIM.NO:1 ve SEK.KIM.NO:2nin her ikisi
de, 574 amino asitli sekanslardir. A2 susundaki sinyal peptidi, a.a. 1-
21°dir ancak 18537 susunda bu, 1-22°dir. Her iki sekansta da TM
alam, yaklasik a.a. 530-550 arasindadir ancak alternatif olarak 525-
548 seklinde de bildirilmistir.

SEK.KIM.NO: 1

SEK.KIM.NQO: 2
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RSV proteinleri, furin klivaj sahalarinin birinde veya her ikisinde de
(vani SEK.KIM.NO.:1 ve 2’ye ait amino asitler 109 ve 136) klivaji
onleven bir veya daha fazla mutasyon ihtiva edebilir. Bu mutasyonlar
coziilebilir polipeptitlerin veya proteinlerin topaklasmasmi dnleyebilir
ve boylelikle saflastirmalar kolaylastirabilir; RSV F proteininin, bir
hiicrenin yiizeyi Uzerinde 6rnegin bir viral replikondan (6rn., alfaviriis
replikon  partikiilleri) ekspresyon yoluyla eksprese edilmesi
durumunda veya RSV F proteininin bir virilis benzeri partikiilin bir
bileseni olmasi durumunda hiicre-hiicre flizyonunu 6nleyebilir. Bu
mutasyonlar tek baslarma ya da burada ag¢iklanan baska mutasyonlarla

birlikte flizyon dncesi konformasyondaki proteini stabilize de edebilir.

Uygun  furin  klivaj  mutasyonlarmin  &rnekleri  arasinda
SEK.KIM.NO.:l veya 2'ye ait 106-109 aras1 amino asit tortularinin
RARK (SEK.KIMNO.:3), RARQ (SEK.KIM.NO.4), QAQN
(SEK.KIM.NO.:5) veya IEGR (SEK.KIM.NO.:6) ile degistirilmesi
yer alir. Alternatif veya ek olarak SEK.KIM.NO:: | vya 2’ye ait 133-
136 arast amino asit tortular;, RKKK (SEK.KIM.NO:7), @ QX®R,
QNQN (SEK.KIM.NO:8), QQQR (SEK.KIM.NO:9) veya IEGR
(SEK.KIM.NO:10) ile de degistirilebilir. (®, amino asit tortusunin
delete edilmis oldugunu isaret eder.) Bu mutasyonlar, istenirse, p27
bdlgesinin tamamen veya kismen delete edilmesi dahil olmak iizere,
p27 bolgesindeki (SEK.KIM.NO.:1 veya 2'ye ait 110-136 arasi amino
asitler) mutasyonlar gibi burada aciklanan baska mutasyonlar ile

birlestirilebilir.

Bu furin klivaj mutasyonlari, istenirse, tripsin klivaj mutasyonlar1 ve

tiizyon peptidi mutasyonlar: gibi burada agiklanan baska mutasyonlar
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ile birlestirilebilir. Uygun tripsin klivaj mutasyonlarinin ¢rnekleri
arasinda SEK.KIM.NO.:1 veya 2'ye ait yaklasik 101 pozisyonu ile 161
pozisyonu arasindaki herhangi bir lisin veya arginin tortusunun
delesyonu veya bu tiir bir lisin veya arginin tortusunun, lisin veya
arginin disindaki bir amino asit ile degistirilmesi yer alir, Ornegin, p27
bolgesindeki (SEK.KIM.NO.:1 veya 2'ye ait yaklagik 110-136 aras
amino asitler) lisin ve/veya arginin tortulari, p27 bélgesinin tamamen
veya kismen delete edilmesi de dahil olmak flizere ikame edilebilir

veya delete edilebilir.

Furin klivaj mutasyonlarina alternatif veya ek olarak RSV F
polipeptitleri  veya  proteinleri, flizyon peptidi  bolgesinde
(SEK.KIM.NO.:1 veya 2've ait 137 ile 153 arasi amino asitler) bir
veya daha fazla mutasyon ihtiva edebilir. Ornegin, bu bdlge tamamen

veya kismen delete edilebilir.

Ozel diizeneklerde RSV proteininin 100-150 arast amino asit
tortusunu iceren sekans, 6rn., SEK.KIM.NO:1, SEK.KIM.NO:2 veya
bunlarin ¢éziilebilir ekto alanlari, su sekildedir

(Flizyon peptidi delesyonu 1)

TPATNNRARRELPRFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRR---------
SAIAS (SEK.KIM.NO:11) veya

(Flizyon peptidi delesyonu 2)
TPATNNRARRELPRFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRR------
GVGSAIAS (SEK.KIM.NO:12).
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amino asitler) lisin ve/veya arginin tortulari, p27 bélgesinin tamamen
veya kismen delete edilmesi de dahil olmak flizere ikame edilebilir

veya delete edilebilir.

Furin klivaj mutasyonlarina alternatif veya ek olarak RSV F
polipeptitleri  veya  proteinleri, flizyon peptidi  bolgesinde
(SEK.KIM.NO.:1 veya 2've ait 137 ile 153 arasi amino asitler) bir
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veya kismen delete edilebilir.
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tortusunu iceren sekans, 6rn., SEK.KIM.NO:1, SEK.KIM.NO:2 veya
bunlarin ¢éziilebilir ekto alanlari, su sekildedir

(Flizyon peptidi delesyonu 1)

TPATNNRARRELPRFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRR---------
SAIAS (SEK.KIM.NO:11) veya

(Flizyon peptidi delesyonu 2)
TPATNNRARRELPRFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRR------
GVGSAIAS (SEK.KIM.NO:12).
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Furin klivaji ve flizyon peptidi mutasyonlarina veya alternatif olarak
coziilebilir RSV proteinlerine, 6rn., transmembran bdlge ve
sitoplazmik kuyruktan yoksun olanlara ek olarak RSV proteinleri, bir
veya daha fazla oligomerizasyon sekansi da ihtiva edebilir. Bir
oligomerizasyon sekansinin mevcut oldugu durumda bu tercihen bir
trimerizasyon sekansidir. Uygun oligomerizasyon sekanslari, bu
konuda iyi bilinir ve bunlar arasinda, 6rnegin, maya GCN4 18sin
fermuar proteininin sarili sarmali, bakteriyofaj T4 fibritininden
trimerize edici sekans ("foldon") ve influenza HA'nin trimer alam yer
alir. Bu ve diger uygun oligomerizasyon sekanslar1 burada daha

ayrintil olarak aciklanir.

Proteinler veya bunlarin fragmanlar genellikle bir rekombinant
konakgi sistem igerisinde ekspresyon voluyla hazirlanacaktir. Genel
olarak bunlar (6rn., RSV proteinleri), her ne kadar uygun herhangi bir
yontem kullanilabilse de uygun rekombinant konakg¢i hiicreler icinde
proteinleri sifreleyen rekombinant yapilarin eksprese edilmesiyle
iiretilir. Uygun rekombinant konakgi hiicreler arasinda, 6rnegin, bocek
hiicreleri (6rn., Aedes aegypti, Autographa californica, Bombyx mori,
Drosophila melanogaster, Spodoptera frugiperda ve Trichoplusia ni),
memeli hiicreleri (6rn., insan, insan dis1 primat, at, inck, koyun,
kopek, kedi ve kemirgen (6m., hamster)), kus hiicreleri (6., tavuk,
ordek ve kaz), bakteriler (6m., E. coli, Bacillus subtilis ve
Streptococcus spp.), maya hiicreleri (6rn., Saccharomyces cerevisiae,
Candida albicans, Candida maltosa, Hansenual polymorpha,
Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis, Pichia gullerimondii,
Pichia pastoris, Schizosaccharomyces pombe ve Yarrowia lipolytica),

Tetrahimena hiicreleri (6rn., Tetrahymena thermophila) veya bunlarin
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kombinasyonlart yer alir. Cogu uygun bdécek hiicresi ve memeli
hiicresi, bu konuda iyi bilinir. Uygun bdcek hiicreleri arasinda,
ornegin SfY hiicreleri, Sf21 hiicreleri, Tn5 hiicreleri, Schneider S2
hiicreleri ve High Five hiicreleri (parental Trichoplusia ni BTI-TN-
5B1-4 hiicre ¢izgisinden (Invitrogen) tiiretilen bir klonal 1zolat) yer
alir. Uygun memeli hiicreler1 arasinda, o6rnegin, Cin hamsteri
yumurtalik (CHO) hiicreleri, insan embriyonik bébrek hiicreleri (tipik
olarak kesilmis adenoviriis tip 5 DNA'siyla transforme edilen HEK293
hiicreler1), NIH-3T3 hiicreleri, 293-T hiicreleri, Vero hiicreleri, HeLa
hiicreleri, PERC.6 hiicreler1 (ECACC birakma numaras1 96022940),
Hep G2 hiicreleri, MRC-5 (ATCC CCL-171), WI-38 (ATCC CCL-
75), fetal resus akciger hiicreleri (ATCC CL-160), Madin-Darby inek
bébregi ("MDBK") hiicreleri, Madin-Darby képek bdbregi ("MDCK")
hiicreleri (6rn., MDCK (NBL2), ATCC CCL34 veya MDCK 33016,
DSM ACC 2219), bebek hamster bobregi (BHK) hiicreleri, 6rn.,
BHK21-F, HKCC hiicreleri ve benzeri yer alir. Uygun kus hiicreleri
arasinda, Omegin, tavuk embriyonik kok hiicreleri (6m., EBx®
hiicreleri), tavuk embriyonik fibroblastlari, tavuk embriyvonik germ
hiicreleri, 6rdek hiicreleri (6rn., AGEL.CR ve AGE1.CR.pIX hiicre
cizgilerl (ProBioGen); bunlar, 6rnegin Vaccine 27:4975-4982 (2009)
ve W02005/042728de aciklanmustir), EB66 hiicreleri ve benzeri yer

alir.

Uygun bdcej hiicresi  ekspresyon sistemleri, 6rn., bakiiloviris
sistemleri, bu konuda uzman kisilerce bilinir ve 6rn., Summers ve
Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bulletin No. 1555
(1987) de tarif edilir. Bakiilovirlis/bocek hiicresi ekspresyon sistemleri

icin materyaller ve yontemler, digerleri arasinda, Invitrogen, San
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Diego CA’dan kit formunda ticari olarak temin edilebilir. Kug hiicresi
ckspresyon sistemleri de bu konuda uzman kisilerce bilinir ve 6rn.,
ABD Patent No. 5,340,740; 5,656,479; 5,830,510; 6,114,168; ve
6,500,668; Avrupa Patenti No. EP 0787180B; Avrupa Patenti No.
EP03291813.8 ;WO 03/043415; ve WO 03/076601°de tarif edilir.
Benzer sekilde bakteriyel ve memeli hiicresi ekspresyon sistemleri de
bu konuda bilinir ve 6rn., Yeast Genetic Engineering (Barr ve

arkadaslari, eds., 1989) Butterworths, Londra’da tarif edilir.

RSV proteinlerini = sifreleyen rekombinant yapilar, geleneksel
yontemler kullanilarak uygun vektorler halinde hazirlanabilir. Bocek
veya memeli hiicrelerinde rekombinant protein ekspresyonu i¢in
uygun bir ¢ok vektor iyi bilinir ve bu konuda gelenckseldir. Uygun
vektorler, 6rnegin ve bunlarla sinirli olmaksizin, asagidakilerden biri
veya daha fazlasi gibi birgok bilesen ihtiva edebilir: bir replikasyon
kaynagy; bir secilebilir marker gen; bir veya daha fazla ekspresyon
kontrol elemam, 6., bir transkripsiyonel kontrol elemam (&m., bir
promoter, bir gii¢lendirici, bir sonlandirict) ve/veya bir veya daha
fazla translasyon sinyali; ve bir se¢ilen konakg1 hiicrede (6rn., memeli
kaynakli veya bir heterolog memeliden veya memeli dig1 tiirden)
sekretuar yolaga hedefleme yapmasi i¢in bir sinyal sekansi veya lider
sekans. Omegin bocek hiicrelerinde ekspresyon durumunda
rekombinant bakiiloviriis partikiilleri tretmek i¢in uygun bir
bakiiloviriis ekspresyon vektorii, 6rn., pFastBac (Invitrogen) kullanilir,
Bakiilovirlis partikiilleri amplifiye edilir ve rekombinant proteini
eksprese etmesi i¢in bdcek hiicrelerini enfekte etmede kullanilir.

Memeli hiicrelerinde ekspresyon durumunda, yapimin arzu edilen
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memeli konakgr hiicresinde (6rn., Cin hamster1 yumurtalik hiicreleri)

ckspresyonunu yonlendirecek bir vektdr kullanilir.

RSV proteinleri, uygun herhangi bir yontem kullamlarak
saflastirilabilir. ~ Ornegin RSV proteinlerinin  immiinoafinite
kromatografisiyle saflagtirllmasina yoénelik ydntemler, bu konuda
bilinir. Ruiz-Arguello ve arkadaglari, J. Gen. Virol., 85:3677-3687
(2004). Istenen proteinleri saflastirmak i¢in uygun yéntemler, érnegin
cokeltme ve ¢esitli kromatografi tipleri, orn., hidrofobik etkilesim,
iyon degistirme, afinite, selatlama ve boyut dislama, bu konuda iy1
bilinir. Bu veya bagka uygun yontemlerden ikisi veya daha fazlasi
kullanilarak uygun saflastirma semalar1 olusturulabilir. Istenirse RSV
proteinleri, saflastirmay1 kolaylastiran bir "taki", érn., bir epitop takisi
veya bir HIS takisi igerebilir. Bu tiir takili proteinler, érnegin kosullu
ortamlardan, selatlama kromatografisi ya da afinite kromatografisiyle
uygun sckilde saflagtinlabilir. Ilave saflastirma tecknikleri arasinda

diafiltrasyon ve tegetsel akis filtrasyonu yer alir.

Proteinler, RSV sekanslarina ek olarak ilave sekanslar da igerebilir.
Ornegin bir polipeptit, saflastirmay1 kolaylastiracak bir sekans (6rn.,
bir baglayici ile veya onsuz bir poli-His sekansi) icerebilir. Benzer
sekilde ekspresyon amaglarina yonelik olarak dogal lider peptit, farkli

birinin yerine konulabilir.

Bazi1 diizencklerde RSV proteinleri, alfavirlisii replikon partikiilleri
(VRP) kullanilarak verilir. Proteini iretmek i¢in bir RSV proteinini
sifreleyen herhangi bir ntikleotit sekansi kullamlabilir. Burada

kullanildigr gibi, “alfaviriisit” terimi, bu konuda geleneksel anlamma
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sahiptir ve Venezuela at ensefalit virlisi (VEE; drn., Trinidad esegi,
TC83CR, V3014, vb.), Semliki Forest viriisii (SFV), Sindbis viriisii,
Ross River virlisii, Batiya 0zgl at ensefalit virlisi, Doguya 6zgii at
ensefalit viriisii, Chikungunya viriisii, S.A. AR86 viriisii, Everglades
viriisii, Mucambo viriisii, Barmah Forest viriisii, Middelburg viriisii,
Pixuna viriisii, O’nyong-nyong viriisii, Getah viriisii, Sagiyama virusii,
Bebaru viriisii, Mayaro virtisii, Una virlisli, Aura virlisii, Whataroa
viriisli, Banbanki viriisii, Kyzylagach viriisli, Highlands J viriisii, Fort
Morgan viriisii, Ndumu virlisii ve Buggy Creek virtisii gibi ¢esitli

tiirler1 kapsar.

Bir “alfaviriisii replikon partikiili” (VRP) veya “replikon partikiilii”,
alfavirisic yapisal proteinleri ile paketlenmis bir alfaviriisi

replikonudur.

Bir “alfaviriisi replikonu” (veya “replikon”), bir hedef hiicrede in vivo
olarak kendi amplifikasyonunu yonlendirebilen bir RNA molekiiliidir,
Replikon, RNA amplifikasyonunu katalize eden polimeraz(lar)1 (nsPl,
nsP2, nsP3, nsP4) sifreler ve sifrelenmis polimeraz(lar) tarafindan
taninan ve kullanilan, replikasyon i¢in gerekli cis RNA sekanslarini
ithtiva eder. Bir alfaviriisii replikonu tipik olarak asagida siralanan
elemanlart ihtiva eder: kopyalama icin cis’te gereken 5’ wviral
sekanslari, biyolojik olarak aktif alfaviriisii yapisal olmayan alfaviriis
proteinlerini (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4) sifreleyen sekanslar, kopyalama
icin cis’te gereken 37 viral sckanslari ve bir poliadenilat yolu. Bir
alfaviriisii replikonu ayrica belirli diizeneklerde eksprese edilecek
subgenomik  fragmanin  ve  heterolog  sekans(laryn  viral

transkripsiyonunu artirmak veya azaltmak icin modifiye edilebilen
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heterolog niikleotit sekanslariin ekspresyonunu yonlendiren bir veya
daha fazla viral altgenomik “baglanti bolgesi” promoteri de igerebilir.

Asagida tarif edildigi gibi baska kontrol elemanlar1 da kullamilabilir.

VRP’leri tiretmek i¢in bir veya daha fazla RSV proteinimi sifreleyen
alfaviriisii replikonlar1 kullanilir. Bu tiir alfaviriisii replikonlari, bir
veya daha fazla RSV proteinini veya bunlarin fragmanlarini sifreleyen
sekanslar icerir. Bu sekanslar, bir alt genomik promoter, bir IRES
(6rm, EMCV, EV71) ve bir viral 2A sahas1 gibi, aym veya farkhi
olabilen bir veya daha fazla uygun kontrol elemanina iglevsel olarak
baglamir. Uygun kontrol elemanlarinin  herhangi biri  veya

kombinasyonu, herhangi bir sirayla kullanilabilir.

Polisistronik vektérlerin kullanimi, iki veya daha fazla RSV proteinini
sifreleyen niikleik asit sekanslarmi istenen goreli miktarlarda
saglamanmin verimli bir yoludur. Bir omekte, bir tek alt genomik
promoter, iki farkli RSV proteinini sifreleyen iki sekansa islevsel
olarak baglanir ve bir IRES, iki kodlama sekansi arasinda
konumlandirilir. Bir bagka drnekte, 1ki farkli RSV proteinint sifreleyen
iki sekans, ayr promoterlere 1slevsel olarak baglanir. Yine bir baska
omekte, iki farkli RSV proteinini sifreleyen iki sekans, tek bir
promotere islevsel olarak baglanir. Iki farkli RSV proteinini sifreleyen
iki sekans, bir viral 2A sahasmi sifreleyen bir niikleotit sekansi
vasitasiyla birbirine baglanir ve bodylece her iki RSV proteininin
amino asit sekanslarini thtiva eden tek bir amino asit zincirini gifreler.
Bu baglamda viral 2A sahasi, orijinal poliproteinden iki RSV proteini

tiretmek 1¢in kullanilir.
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Alt genomik Promoterler

Baglanti bolgesi promoterleri olarak da bilinen alt enomik
promoterler, protein ekspresyonunu regiile etmek icin kullanilabilir.
Alfaviral alt genomik promoterler, alfaviral yapisal proteinlerin
ekspresyonunu regiile eder. Bakimiz Strauss ve Strauss, "The
alphaviruses: gene expression, replication, and evolution," Microbiol
Rev. 1994 Sep;58(3):491-562. Bir poliniikleotit, herhangi bir
alfaviriisinden bir alt genomik promoter icerebilir. Ornegin bir
polisistronik poliniikleotit igerisinde iki veya daha fazla alt genomik
promoter mevcut oldugu durumda promoterler ayni veya farklh
olabilir, Ornegin alt genomik promoterl,
CTCTCTACGGCTAACCTGAATGGA sckansina
(SEK.KIM.NO:13) sahip olabilir. Belirli diizeneklerde alt genomik
promoterler, proteinlerin viral transkripsiyonunu artirmak veya

azaltmak i¢in modifiye edilebilir. Bakimz ABD Patenti No. 6,592,874.

Dahili Ribozom Giris Sahas1 (IRES)

Baz1 diizencklerde bir veya daha fazla kontrol elemani, bir dahili
ribozomal giris sahasidir (IRES). Bir IRES, tek bir mRNA
transkriptinden coklu proteinlerin yapilmasina izin verir, ¢iinkil
ribozomlar, her bir TRES’e baglanmir ve normalde translasyonu
baglatmak i¢in gerekli olan bir 5° bashigl olmadan translasyonu
baslatir.  Omnegin  IRES, enteroviris 71 (EV71) veya
ensefalomiyokardit viriisiiniin (EMCV) klonlanmis genomundan elde

edilebilir.
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Viral 2A Sahasi

Ayak ve agiz hastalig1 virtisii (FMDV) 2A proteini, FMDV'nin yapisal
proteinlerini yapisal olmayan bir proteinden (FMDV 2B) ayirma
gorevi goren bir kisa peptittir. Bu peptit iizerinde yapilan onceki
calismalar, bunun, bir otokatalitik proteaz olarak aktivite gosterdigini
isaret etmistir ancak diger ¢alismalar (6rn., Donnelly ve arkadaslari,
(2001), J.Gen.Virol. 82, 1013-1025), FMDV 2B’ye ait bu kisa
seckansin ve devamindaki tekli amino asidin, bir translasyonel
durdurma-baslatma gorevi gordiigiinii isaret eder. Kesin etki tarzina
bakilmaksizin sekans, iki polipeptit arasina sokulabilir ve tek bir agik
okuma cercevesinden c¢oklu miinferit polipeptitlerin  liretilmesi
saglanabilir. FMDV 2A sekanslari, en az iki RSV proteinini sifreleyen
sckanslar arasina sokularak bunlarin, tek bir acik okuma ¢ergevesinin
bir parcasi olarak sentezlenmeleri saglanabilir. Ornegin, agik okuma
cercevest, bir viral 2A sahasimi sifreleyen bir sekansla ayrilan bir
RLI11 proteinmi ve bir UL119 proteinini sifreleyebilir. Tek bir
mRNA transkripte edildikten sonra translasyon adimi sirasinda viral
2A sahasinin aktivitesinden dolayr RL11 ve ULI119 peptitleri ayri
olarak tretilir. Herhangi bir uygun viral 2A sckansi kullanilabilir.
Sikhikla, bir viral 2A sahasi, Asp-Val/lle-Glu-X-Asn-Pro-Gly-Pro
konsensiis sekansin icerir ki burada X, herhangi bir amino asittir.
(SEK.KIM.NO:14). Omegin, Ayak ve Agz Hastahg Viriisii 2A
peptit sekansi, DVESNPGP dir (SEK.KIM.NO:15). BakinizTrichas
ve arkadaslari, "Use of the viral 2A peptide for bicistronic expression
in transgenic mice,"” BMC Biol. 15 Eyliil 2008;6:40 ve Halpin ve

arkadaslar, "Self-processing 2A-polyproteins--a system for co-
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ordinate expression of multiple proteins in transgenic plants,” Plant J.

Subat 1999;17(4):453-9.

Baz1 diizeneklerde bir alfaviriisii replikonu, bir VEE-Sindbis kimerik
replikonu (VCR) veya bir VEE susu TC83 replikonu (TC83R) veya
bir TC83-Sindbis kimerik replikonu (TC83CR) veya bir VEE susu
V3014 replikonu gibi kimerik bir replikondur. Bazi diizeneklerde bir
VCR, paketleme sinyali ve nsP3’teki sekanslar yerine ve VEE
replikonunun 3' ucunda bir Sinbis replikonundan 3' UTR ihtiva eder;
bakiniz Perri ve arkadaslari, J. Virol. 77, 10394-403, 2003. Bazi
diizeneklerde bir TC83CR, paketleme sinyali ve nsP3’teki sekanslar
yerine ve bir VEE susu TC83 replikonunun 3 ucunda bir Sindbis
replikonundan 3' UTR ihtiva eder.

VRPlerin Uretimi

VRPleri hazirlamaya yonelik yontemler, bu konuda 1y1 bilinir. Baz1
diizeneklerde bir alfaviriisii, bir paketleme hiicresi kullanilarak bir
VRP i¢ine monte edilir. Bir "alfaviriisii paketleme hiicresi” (veya
"paketleme hiicresi"), bir veya daha fazla alfaviriisii yapisal protein
ckspresyon kaseti ihtiva eden ve bir alfaviriisii replikonu dahil
edildikten sonra rekombinant alfaviriisii partikiilleri iireten bir hiicre,
Okaryotik katmanli vektdor baglatma sistemi (6rn., ABD Patenti
5,814,482) veya rekombinant alfavirlisii partikiiliidiir. Bir veya daha
fazla farkli alfavirlisi yapisal proteini kaseti, alfaviriisi yapisal
proteinleri temin etmekle "yardimcilar" olarak gorev yapar. Bir
“alfavirlisti yapisal proteini kaseti”, bir veya daha fazla alfaviriisii

yapisal proteinini sifreleyen ve bir alfavirlisi replikaz tanmima
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sekansinin en az bir ve en fazla bes kopyasi (yani 1, 2, 3, 4 veya 5)
iceren bir ckspresyon kasetidir. Yapisal protein ckspresyon kasetleri
tiptk olarak 57’den 3"”ye  kadar, alfavirisi = RNA'smin
transkripsiyonunu baslatan bir 5' sekansi, bir opsiyonel alfaviriisi alt
genomik bdlge promoteri, alfaviriisii yapisal proteinini sifreleyen bir
niikleotit sekansi, bir 3' translate edilmemis bolgesi (aym1 zamanda
RNA transkripsiyonunu da yonlendirir) ve bir poliA volu igerir.
Bakiniz, érnegin WO 2010/019437.

Bir diizenekte bir replikasyona muktedir viriis lretebilecek
rekombinasyon olaylarimi en aza indirmek i¢in bir paketleme
hiicresinde 1ki farkli alfaviriisii yapisal protein kaseti (“bolinmiis”
kusurlu yardimcilar) kullanilir. Bazi diizencklerde bir alfaviriisii
yapisal proteini  kaseti, kapsid proteinint (C) sifreler ancak
glikoproteinlerden (E2 ve EI) herhangi birini sifrelemez. Bazi
diizeneklerde bir alfaviriisii yapisal protein kaseti, kapsid proteinini ve
El veya E2 glikoproteinlerinden birini (fakat her ikisini de degil)
sifreler. Bazi diizeneklerde bir alfaviriisli yapisal protein kaseti, E2 ve
E1 glikoproteinlerini sifreler ancak kapsid proteinini sifrelemez. Bazi
diizeneklerde bir alfaviriisii yapisal protein kaseti, EI veya E2
glikoproteinini (fakat her ikisini de degil) sifreler ve kapsid proteinini

sifrelemez.

Baz1 diizencklerde VRP’ler, replikonlarin ve yardimci RNA’larin
cesitli kaynaklardan hiicreler igerisine aymi anda dahil edilmesiyle
uretilir. Bu kosullar altinda, 6rnegin, BHKV veya Vero hiicreleri
(1x107), 6rnegin, 220 volt, 1000uF, 10png replikon RNA’si: 6pg
kusurlu yardimc1 Cap RNA:10pg kusurlu yardimer Gly RNA ile 2



10

15

20

25

32

sekansinin en az bir ve en fazla bes kopyasi (yani 1, 2, 3, 4 veya 5)
iceren bir ckspresyon kasetidir. Yapisal protein ckspresyon kasetleri
tiptk olarak 57’den 3"”ye  kadar, alfavirisi = RNA'smin
transkripsiyonunu baslatan bir 5' sekansi, bir opsiyonel alfaviriisi alt
genomik bdlge promoteri, alfaviriisii yapisal proteinini sifreleyen bir
niikleotit sekansi, bir 3' translate edilmemis bolgesi (aym1 zamanda
RNA transkripsiyonunu da yonlendirir) ve bir poliA volu igerir.
Bakiniz, érnegin WO 2010/019437.

Bir diizenekte bir replikasyona muktedir viriis lretebilecek
rekombinasyon olaylarimi en aza indirmek i¢in bir paketleme
hiicresinde 1ki farkli alfaviriisii yapisal protein kaseti (“bolinmiis”
kusurlu yardimcilar) kullanilir. Bazi diizencklerde bir alfaviriisii
yapisal proteini  kaseti, kapsid proteinint (C) sifreler ancak
glikoproteinlerden (E2 ve EI) herhangi birini sifrelemez. Bazi
diizeneklerde bir alfaviriisii yapisal protein kaseti, kapsid proteinini ve
El veya E2 glikoproteinlerinden birini (fakat her ikisini de degil)
sifreler. Bazi diizeneklerde bir alfaviriisli yapisal protein kaseti, E2 ve
E1 glikoproteinlerini sifreler ancak kapsid proteinini sifrelemez. Bazi
diizeneklerde bir alfaviriisii yapisal protein kaseti, EI veya E2
glikoproteinini (fakat her ikisini de degil) sifreler ve kapsid proteinini

sifrelemez.

Baz1 diizencklerde VRP’ler, replikonlarin ve yardimci RNA’larin
cesitli kaynaklardan hiicreler igerisine aymi anda dahil edilmesiyle
uretilir. Bu kosullar altinda, 6rnegin, BHKV veya Vero hiicreleri
(1x107), 6rnegin, 220 volt, 1000uF, 10png replikon RNA’si: 6pg
kusurlu yardimc1 Cap RNA:10pg kusurlu yardimer Gly RNA ile 2



10

15

20

25

33

manuel pulsta elektroporate edilir; VRP icerikli slipernatan veya
VRPlerin birlestirilmis oldugu hiicreler, 24 saat sonra toplanir.
Replikonlar ve/veya yardimcilar, transfekte edilmis hiicreler icine
uygun RNA’lar veren DNA formlarina da dahil edilebilir.

Bir paketleme hiicresi, bir memeli hiicresi veya bir bocek (6rn., SF9)
veya kus hiicrest (6rn., bir birincil civciv veya 6rdek fibroblastt veya
fibroblast hiicre ¢izgisi) gibi memeli disi bir hiicre olabilir. Bakiniz
ABD Patenti 7,445,924, Kus hiicresi kaynaklar1 arasinda, bunlarla
sinirh  olmaksizin, EB66® (VIVALIS) gbi kus embriyonik kok
hiicreleri; EBx® hiicreleri gibi tavuk embriyonik kok hiicreleri, tavuk
embriyonik fibroblastlan ve tavuk embriyonik germ hiicreleri dahil
olmak tzere tavuk hiicreleri; AGEI.CR ve AGE1.CR.pIX hiicre
cizgileri (ProBioGen) gibi 6rnegin Vaccine 27:4975-4982 (2009) ve
W02005/042728 de tarif edilen 6érdek hiicreleri; ve kaz hiicreleri yer
alir. Baz1 dilizeneklerde bir paketleme hiicresi, bir birincil Ordek
fibroblastt veya AGE.CR (PROBIOGEN) gibi 6rdek retinal hiicre

cizgisidir.

Es zamanh niikleik asit dahil edilmesi i¢in olan hiicrelerin ve/veya
paketleme hiicrelerinin memeli kaynaklarr arasinda, bunlarla simirh
olmaksizin, insan veya insan dis1 primat hiicreleri, émegin WO
01/38362 ve WO 02/40665’te tarif edilen ve ayrica ECACC birakma
numarasi 96022940 altinda birakilmis olan PerC6 (PER.CO6) hiicreleri
(CRUCELL N.V.); MRC-5 (ATCC CCL-171); WI1-38 (ATCC CCL-
75); fetal resus akciger hiicreleri (ATCC CL-160); insan embriyonik
bdbrek hiicreleri (6rn., tipik olarak kirpilmis adenoviriis tip 5 DNA’s1
tarafindan transforme edilen 293 hiicreleri; maymun bobreklerinden

VERO hiicreleri; at, inek (érn., MDBK hiicreleri), koyun, képek (orn.,
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képek bobreklerinden MDCK  hiicreleri, ATCC CCL34 MDCK
(NBL2) veya MDCK 33016, WO 97/37001°de tarif edildigi gibi
birakma numarast DSM ACC 2219); kedi ve kemirgen hiicreleri (érn.,
hamster hiicreleri, 6rn., BHK21-F, HKCC hiicreleri veya Cin hamsteri
yumurtalik (CHO) hiicreler1) yer alir ve bunlar, 6rmegin yetigkin,
neonatal, fetal ve embriyo dahil olmak iizere ¢ok cesith gelisim

evrelerinden elde edilebilir.

Bazi diizeneklerde bir paketleme hiicresi, bir veya daha fazla yapisal
protein ekspresyon kaseti ile stabil sekilde transforme edilir. Yapisal
protein ekspresyon kasetleri, transferrin-polikatyon aracili DNA
transferi, ¢iplak veya kapsiile edilmis niikleik asitler ile transfeksiyon,
lipozom aracili hiicresel flizyon, DNA kapli lateks tanelerinin hiicre
i¢1 nakli, protoplast fiizyonu, viral enfeksiyon, elektroporasyon, “gen
tabancasi” yontemleri ve DEAE veya kalsiyum fosfat aracili
transfeksiyon dahil olmak iizere standart rekombinant DNA teknikleri
kullanmlarak hiicreler igerisine dahil edilebilir.  Yapisal protein
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molekiilleri seklinde dahil edilir ancak ayrica in vitro transkripte
edilmis RNA scklinde de dahil edilebilir. Her bir ekspresyon kaseti

ayr ayr1 veya dnemli dlgiide aymi anda dahil edilebilir.

Baz1 diizeneklerde stabil alfavirisii paketleme hiicre cizgileri,
rekombinant alfaviriisii partikiilleri tiretmek icin kullamlir. Bunlar,
genomlarina stabil bir sekilde entegre edilmis kusurlu yardimei
RNA’y1 eksprese eden DNA kasetlerini igeren, alfaviriisii 1zinli
hiicrelerdir. Bakiniz Polo ve arkadaslari, Proc. Natl. Acad. Sci. ABD
96, 4598-603, 1999. Omnegin bir diizenekte yardime:r RNAlar
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konstitiitif sekilde eksprese edilir ancak alfaviriisii yapisal proteinleri
edilmez ¢iinkii genler, bir alfaviriisi alt genomik promoterinin
kontrolii altindadir (Polo ve arkadaslar:., 1999). Bir bagka diizenekte
alt genomik promoter, yardimct RNAlarda vyapisal protein
ekspresyonunu  yonlendirmek i¢in  kullanilmaz. Bir alfaviriisi
replikonunun, transfeksiyonla veya VRP enfeksiyonuyla bir
paketleme hiicresinin genomuna dahil edilmesi tizerine replikaz
enzimleri iiretilir ve bunlar, yardimct RNAlar lizerinde kapsid ve
glikoprotein genlerinin  ekspresyonunu tetikler ve nihai VRPler
tiretilir. Replikonun dahil edilmesi, alfaviriisi replikon partikiillerini
iceren bir tohum stoku ile hem transfeksivonu hem de enfeksiyonu
kapsayan ¢esitli yontemlerle gerceklestirilebilir. Paketleme hiicresi
daha sonra kiltiir siipernataninda paketlenmis alfaviriisii replikon
partikiilleri tiretmek i¢in yeterli kosullar altinda ve siireyle inkiibe

edilir.

Boylece paketleme hiicreleri, VRP’lerin kendi kendine yayilan
virlisler olarak davranmalarina izin verir. Bu teknoloji, VRP’lerin,
canli ateniie edilmis asilar veya adenoviriis E1A ve E1B genlerini
cksprese eden hiicrelerde biiyiitiilen, replikasyona muktedir olmayan
adenovirils vektorleri gibi lireticinin mevcut hiicre cizgilerine sahip
baska viral vektorler icin kullanilanlarla olanlarla hemen hemen ayni

sekilde ve ayni ekipman kullanarak iiretilmesine izin verir.

Baz1 diizencklerde iki adimli bir proses kullanilir; birinci adum,
alfavirisii replikon partikiilleri i¢eren bir tohum stokunun, bir
paketleme hiicresini bir plazmid DNA’s1 bazh replikon ile transfekte

etmek suretiyle Uretilmesini kapsar. Daha sonra bir ikinci adimda,
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paketleme hiicrelerinin taze bir kiiltiiriinii tohum stoku ile enfekte
etmek suretiyle ¢cok daha biiyiik bir replikon partikiilleri stoku {iretilir.
Bu enfeksiyon, bir MOI =0.00001, 0.00005, 0.0001, 0.0005, 0.001,
0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 3, 5, 10 veya 20 de dahil olmak tizere
cesitli enfeksiyon dereceleri (MOI) kullanilarak gergeklestirilebilir,
Bazi1 diizeneklerde enfeksiyon, diisiik bir MOI’da (6rn., 1’in altinda)
gergeklestirilir. Zaman ig¢inde replikon partikiilleri, tohum stoku ile
enfekte edilmis paketleme hiicrelerinden hasat edilebilir. Bazi
diizeneklerde replikon partikiilleri daha sonra tekrarlamali diisiik
enfeksiyon derecesiyle naif paketleme hiicrelerinin daha da biiyiik
kiiltiirleri halinde gecis yaptirilabilir, bdylelikle ayni yiiksek titerle

ticari dlcekte preparasyonlar meydana gelir.

Niikleik Asit Kompozisyonlari

Bir veya daha fazla RSV proteini veya fragmanim sifreleyen
rekombinant niikleik asit molekiilleri uygulanarak sifrelenmis RSV
proteinlerinin veya fragmanlarinin {iretimi ve buna bir immiin yanit
indiikklenebilir. Rekombinant niikleik asit, DNA (6rn., plazmid veya
viral DNA) veya RNA, tercihen kendi kendini kopyalayan RNA gibi
arzu edilen herhangi bir niikleik aside dayanabilir ve monosistronik
veya polisistronik olabilir. Herhangi bir uygun DNA veya RNA, RSV
proteinlerini veya bunlarnin fragmanlarini sifreleyen agik okuma
cergevelerini tagtyan niikleik asit vektérii olarak kullanilabilir. Uygun
niikleik asit vektorleri, bir veya daha fazla RSV proteininin veya
fragmaninin ekspresyonunu tagima ve tahrik etme kapasitesine
sahiptir. Bu tir niikleik asit vektorleri, bu konuda bilinir ve bunlar

arasinda, Ornegin, plazmidler, vaksinia virlis vektdrleri gibi DNA
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viriislerinden elde edilen DNA (6rn., NYVAC, bakimz US 5,494,807),
adenoviriis vektorleri ve poksviriisii vektorleri (6rn., ALVAC kanarya
cicegi vektorl, Sanofi Pasteur) ve alfaviriisii gibi uygun RNA
virislerinden elde edilen RNA yer alir. Arzu edilirse rekombinant
niikleik asit molekiilii modifiye edilebilir, 6rn., burada da tarif edildigi

gibi modifiye edilmis niikleobazlar ve/veya baglantilar ihtiva edebilir.

Polisistronik olan rekombinant niikleik asit molekiilleri, bir hiicreye,
iki veya daha fazla RSV proteinini sifreleyen sekanslar verilmesinin
ve Ornegin in vivo i1ki veya daha fazla RSV proteini ihtiva eden bir
protein kompleksi olugsmasini saglamak icin yeterli seviyelerde RSV
proteinleri ekspresyonunun tahrik edilmesinin avantajim sunar. Bu
yaklagim kullamlarak, bir kompleks olusturan iki veya daha fazla
sifrelenmis RSV proteini, RSV protein komplekslerinin olusturulmasi
icin yeterli hiicre i¢i seviyelerde eksprese edilebilir. Ornegin,
sifrelenmig RSV proteinleri veya bunlarin fragmanlar, énemli dl¢iide
aym seviyede veya istenirse uygun ekspresyon kontrol sekanslarinin
(6rn., promoterler, IRES, 2A sahasi, vb.) sec¢ilmesiyle farkh
seviyelerde eksprese edilebilir. Bu, in vivo protein kompleksleri
uretmenin, farkli RSVleri sifreleyen iki veya daha fazla miinferit DNA
molekiiliiniin ayn1 hiicreye birlikte verilmesinden ki bu, verimsiz ve
yiiksek diizeyde degisken olabilir, anlamh sekilde daha verimli bir

yoludur. Bakinmiz, 6rnegin WO 2004/076645.

Burada tarif edilen "kendi kendini kopyalayan" niikleik asitlere de
mucitler tarafindan ve burada "kendi kendini amplifiye eden” seklinde
gonderme yapilir. Kendi kendini kopyalayan ve kendi kendini

amplifiye eden terimlerinin ayn1 anlama gelmesi amaglanir.
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Bulusa ait kendi kendini kopyalayan RNA molekiilleri, RNA
viriislerinin genomik RNA’sina dayanir ancak bir veya daha fazla
yapisal proteini sifreleyen genlerden yoksundur. Kendi kendini
kopyalayan RNA molekiilleri, RNA virlisiiniin  yapisal olmayan
proteinlerini ve kendi kendin1 kopyalayan RNA tarafindan sifrelenen

RSV proteinlerini iiretmek igin translate edilebilir.

Kendi kendimi kopyalayan RNA genel olarak viral replikaz, viral
proteazlar, viral helikazlar ve diger yapisal olmayan viral proteinlerin
olusturdugu gruptan secilen en az bir veya daha fazla gen ihtiva eder
ve aynt zamanda 5’ ve 37 ucu cis-aktif replikasyon sekanslart ve iki
veya daha fazla arzu edilen RSV proteinini sifreleyen bir heterolog
sckans da icerir. Heterolog sekans(lar)in ekspresyonunu ydnlendiren
bir alt genomik promoter, kendi kendini kopyalayan RNA’ya dahil
edilebilir. Arzu edilirse bir heterolog sekans, kendi kendini
kopyalayan RNA’daki diger kodlama bdlgelerine gerceve halinde
fiizyonla birlestirilebilir. AM-vac, bir dahili ribozom giris sahasinin

(IRES) kontrolii altinda olabilir.

Bulusa ait kendi kendini kopyalayan RNA molekiilleri, kendi kendini
kopyalayan RNA molekiilii, enfeksiyéz viral partikiillerin iiretimini
indiikleyemeyecek sekilde tasarlanabilir. Bu, érnegin, kendi kendini
kopyalayan RNA’da viral partikiillerin iiretimi i¢in gercken yapisal
proteinleri sifreleyen bir veya daha fazla viral genin atlanmasiyla
saglanabilir. Ornegin, kendi kendini kopyalayan RNA molekiiliiniin,
Sindbis viriisti (SIN), Semliki forest viriisii ve Venezuela at ensefalit

viriisii (VEE) gibi bir alfa viriisiine dayandig1 durumda kapsid ve/veya
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zarf glikoproteinleri gibi viral yapisal proteinleri sifreleyen bir veya
daha fazla gen atlanabilir. Arzu edilirse bulusa ait kendi kendini
kopyalayan RNA molekiilleri, ateniie edilmis veya viriilan nitelikteki
enfeksiydz viral partikiillerin iiretimini indiikleyecek veya miiteakiben
tek bir raund enfeksiyon yapabilen viral partikiiller1 tiretecek sekilde

tasarlanabilir.

Bir kendi kendini kopyalayan RNA molekiilii, herhangi bir protein
olmadan bile bir omurgali hiicresine verildigi durumda, kendisinden
(veya kendisinin bir antisens kopyasmndan) transkripsiyon yoluyla
coklu yavru RNAlar {retilmesine yol agabilir. Kendi kendini
kopyalayan RNA, bir hiicreye verildikten sonra dogrudan translate
edilebilir ve bu translasyon, verilen RNA’dan transkriptler tireten bir
RNA bagmmli RNA polimeraz: saglar. Béylece verilen RNA, ¢oklu
yavru RNAlarm iretilmesine yol acar. Bu transkriptler, verilen
RNA’ya gore antisenstir ve kendi baslarina translate edilerek
sifrelenmis RSV proteininin yerinde eksprese olmasim saglayabilir
veya sifrelenmis RSV protein(ler)inin yerinde eksprese olmasini
saglayacak sekilde translate edilen, verilen RNA ile aym senslikte

baska transkriptler saglamak i¢in transkripte edilebilir.

Kendi kendini kopyalama elde etmek icin uygun bir sistem, burada
tarif edildigi gibi bir alfaviriisii replikonu gibi alfaviriisii bazli bir
RNA replikonu kullanilmasidir. Bu + iplikg¢ikli replikonlar, bir
hiicreye verildikten sonra translate edilerek bir replikaz (veya
replikaz-transkriptaz) elde edilir. Replikaz, bir poliprotein olarak
translate edilir ki bu, oto-klivaj olmak suretiyle verilen + iplikc¢ikli

RNA’nin genomik - iplik¢ikli kopyalarini yaratan bir replikasyon
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RNA’nin genomik - iplik¢ikli kopyalarini yaratan bir replikasyon
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kompleksi saglar. Bu - iplik¢ikli transkriptler kendi baslarina
transkripte edilerek + iplik¢ikli ana RNA’nin baska kopyalar1 da elde
edilebilir ve ayrica iki veya daha fazla RSV proteinini sifreleyen bir
alt genomik transkript de elde edilebilir. Alt genomik transkriptin
translasyonu bu sekilde RSV protein(ler)inin, enfekte edilmis hiicre
tarafindan yerinde eksprese edilmesine yol agar. Uygun alfaviriisii
replikonlari, bir sindbis virlisii, bir semliki forest viriisii, bir doguya
Ozgli at ensefaliti virlisii, bir venezuela at ensefaliti viriisii, vb.”den bir

replikaz kullanabilir.

Tercih edilen bir kendi kendini kopyalayan RNA molekiilii bu yiizden
(1) kendi kendini kopyalayan RNA molekiiliinden RNA transkripte
edebilen bir RNA-bagimli RNA polimerazin1 ve (ii) iki veya daha
fazla RSV proteinini veya bunlarin fragmanlarini sifreler. Polimeraz,

orn., alfaviriisii proteini nsP4 igeren bir alfaviriisii replikazi olabilir.

Dogal alfavirisi genomlari, yapisal olmayan replikaz poliproteinine
ek olarak yapisal virion proteinlerini de sifrelerken bulusa ait bir
alfaviriisii bazli kendi kendini kopyalayan RNA molekiiliiniin, biitiin
alfavirtisit yapisal proteinlerini sifrelememesi tercih edilir. Boylece
kendi kendini kopyalayan RNA, bir hiicre igerisinde kendisinin
genomik RNA kopyalarinin iiretilmesine yol acabilir ancak RNA
icerikli alfaviriisii virionlarinin iiretilmesine yol agmaz. Bu virionlarin
uretilememesi, bir vahsi tip alfaviriisiiniin aksine, kendi kendini
kopyalayan RNA molekiiliinin  kendisini  enfeksiyéz formda
siirdiiremeyecegi anlamina gelir. Vahsi tip virtsler halinde devam
etmek 1¢cin gereken alfaviriisii yapisal proteinleri, bulusa ait kendi

kendini kopyalayan RNA’lardan ¢ikarilir ve bunlarin yerini, istenen
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gen lirliniinii (RSV proteini veya bunun fragmani) sifreleyen gen(ler)
alir, Oyle ki alt genomik transkript, yapisal alfaviriisii virion
proteinlerinden ¢ok istenen gen liriiniinii sifreler.

Bu nedenle bulusla yararli olan bir kendi kendini kopyalayan RNA
molekiilii, RSV proteinlerini veya bunlann fragmanlarin sifreleyen
bir veya daha fazla sekansa sahiptir. RSV proteinlerini veya
fragmanlarini sifreleyen sekanslar, istenen herhangi bir yonde olabilir
ve aynt veya ayri promotrrlere islevsel olarak baglanabilir. Arzu
edilirse RSV proteinlerini veya fragmanlarini sifreleyen sekanslar, tek
bir agik okuma g¢er¢evesinin bir parcasi olabilir. Baz1 diizeneklerde
RNA, bagka ilave RSV proteinlerini veya bunlarin fragmanlarim
sifreleyen bir veya daha fazla ilave (asag1 yonde) sekansa veya agik
okuma cercevesine sahip olabilir. Bir kendi kendini kopyalayan RNA
molekiill, sifrelenmis replikazla uyumlu bir 5° sckansina sahip

olabilir.

Bir yonde kendi kendini kopyalayan RNA molekiilii, burada
tanimlanan bir alfaviriisii replikonu gibi bir alfavirlistinden tiiretilir
veya ona dayanir. Diger yonlerde kendi kendini kopyalayan RNA
molekiilii, bir alfaviriisiinden baska bir virlsten, tercihen bir pozitif
iplikgikli RNA viriistinden ve daha tercihen bir pikomavirisii,
flavivirlisii, rubiviriisii, pestiviriisii, hepasiviriisii, kalisiviriisii veya
koronavirisiinden tiretilir veya onlara dayanir. Uygun vahsi tip
alfaviriisii sckanslari iyi bilinir ve Amerikan Tip Kiltiir Koleksiyonu,
Rockville, Md. gibi sekans emanetgilerinden temin edilebilir. Uygun
alfavirislerinin temsili 6rnekleri arasinda Aura (ATCC VR-368),
Bebaru viriisii (ATCC VR-600, ATCC VR-1240), Cabassou (ATCC
VR-922), Chikungunya virlisi (ATCC VR-64, ATCC VR-1241),
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Doguya 6zgii at ensefalomiyelit virlisi (ATCC VR-65, ATCC VR-
1242), Fort Morgan (ATCC VR-924), Getah viriisii (ATCC VR-369,
ATCC VR-1243), Kyzylagach (ATCC VR-927), Mayaro viriisii
(ATCC VR-66; ATCC VR-1277), Middleburg (ATCC VR-370),
Mucambo viriisii (ATCC VR-580, ATCC VR-1244), Ndumu (ATCC
VR-371), Pixuna viriisi (ATCC VR-372, ATCC VR-1245), Ross
River wvirlisi (ATCC VR-373, ATCC VR-1246), Semliki Forest
(ATCC VR-67, ATCC VR-1247), Sindbis viriisi (ATCC VR-68,
ATCC VR-1248), Tonate (ATCC VR-925), Triniti (ATCC VR-469),
Una (ATCC VR-374), Venezuela at ensefalomiyeliti (ATCC VR-69,
ATCC VR-923, ATCC VR-1250 ATCC VR-1249, ATCC VR-532),
Batiya 6zgii at ensefalomiyeliti (ATCC VR-70, ATCC VR-1251,
ATCC VR-622, ATCC VR-1252), Whataroa (ATCC VR-926) ve Y-
62-33 (ATCC VR-375) bulunur.

Bulusa ait kendini kopyalayan RNA molekiilleri, bir veya daha fazla
modifiye edilmis niikleotit 1htiva edebilir ve bu sebeple gelismis
stabiliteye sahip ve in vivo bozunma ve tasfiyeye direncli ve baska
avantajlara sahip olabilir. Herhangi bir 6zel teorive bagl kalma arzusu
olmaksizin, modifiye edilmis niikleotitler ihtiva eden kendi kendini
kopyalayan RNA molekiillerinin, kendi kendini kopyalayan RNA nin
bir hiicre icine veridligi durumda endozomal ve sitoplazmik immiin
reseptorlerinin uyarilmasim dnledigine veya azalttigina inanilir. Bu,
proteinin kendini kopyalamasina, amplifikasyonuna ve ekspresyonuna
izin verir. Bu ayni zamanda modifiye edilmis niikleotitler ihtiva
etmeyen kendi kendini kopyalayan RNA’ya iliskin gére giivenlik
endigelerini azaltir, ¢iinkii modifiye edilmis niikleotitler ihtiva eden

kendi kendini kopyalayan RNA, dogustan gelen immiin sistemin
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aktivasyonunu ve onu takip eden istenmeyen sonuglart (orn.,
enjeksiyon yerinde enflamasyon, enjeksiyon yerinde tahris, agr1 ve
benzeri) azaltir. Ayrica kendi kendini kopyalamanin bir sonucu olarak
uretilen RNA molekiillerinin, sitoplazmik immiin reseptorleri
tarafindan yabanc: niikleik asitler olarak tanindigina da inanilir. Bu
sebeple modifiye edilmig niikleotitler ihtiva eden kendi kendini
kopyalayan RNA molekiilleri, RNA’nin bir konak¢i hiicrede verimli
sekilde amplifiye olmasim ve CMV gB proteinlerinin eksprese

olmasini ve yam sira adjuvan etkileri saglar.

Burada kullamldigi gibi, “modifiye edilmis niikleotit”, niikleosidin
(6rn., sitosin (C), timin (T) veya urasil (U), adenin (A) veya guanin
(G)) nitrojendz bazi iginde veya iistiinde bir veya daha fazla kimyasal
modifikasyon (6rn., ikameler) ihtiva eden bir niikleotide karsilik gelir.
Arzu edilirse, bir kendi kendini kopyalayan RNA molekiilii,
niikleosidin (6m., riboz, deoksiriboz, modifiye edilmis riboz, modifiye
edilmis deoksiriboz, alti elemanl seker analogu veya agik zincirli
seker analogu) seker yarnmi iginde veya Ustlinde kimyasal

modifikasyonlar ihtiva edebilir.

Kendi kendini kopyalayan RNA molekiilleri, tercihen 5' basligiin bir
par¢asi olmayan en az bir modifiye edilmis niikleotit ihtiva edebilir.
Buna gore kendi kendini kopyalayan RNA molekiili, tek bir
pozisyonda bir modifiye edilmis niikleotit ihtiva edebilir, iki veya
daha fazla pozisyonda bir 6zel modifiye edilmis niikleotit (6rn.,
psédoiiridin, Né-metiladenosin, 5-metilsitidin, 5-metiliinidin) ihtiva
edebilir veya 1k, g, dort, bes, alti, yedi, sekiz, dokuz, on veya daha

fazla modifiye edilmig nlkleotit (6rn., her biri bir veya daha fazla
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pozisyonda} ihtiva edebilir. Tercihen kendi kendini kopyalayan RNA
molekiilleri, nitrojenéz baz i¢inde veya istiinde bir modifikasyon
ithtiva eden ancak modifiye edilmis seker veya fosfat yarimlar ihtiva

etmeyen modifiye edilmis niikleotitler igerir.

Baz1 6rneklerde, bir kendi kendini kopyalayan RNA molekiiliindeki
niikleotitlerin 9%0.001 ila %99’u veya %100’3 modifiye edilmis
niikleotitlerdir. Ornegin, bir kendi kendini kopyalayan RNA
molekiiliindeki niikleotitlerin %0.001 - %25, %0.01-%25, %0.1-%25
veya %1-%25"1, modifiye edilmis niikleotitlerdir.

Baska orneklerde, bir kendi kendini kopyalayan RNA molekiiliindeki
6zel bir modifiye edilmemis niikleotidin 9%0.001 ila %99’u veya
%100, bir modifiye niikleotit ile degistirilir. Ornegin, kendi kendini
kopyalayan RNA molekiilii i¢cerisinde tiridin ihtiva eden niikleotitlerin
yaklasik %171, 6., tridinin psodoiiridin ile degistirilmesiyle modifiye
edilebilir, Baska Orneklerde, bir kendi kendini kopyalayan RNA
molekiiliindeki istenen miktarda (ylizde) iki, li¢ veya dort ozel
niikleotit (liridin, sitidin, guanosin veya adenin ithtiva eden
niikleotitler), modifiye edilmis niikleotitlerdir. Ornegin, bir kendi
kendini kopyalayan RNA molekiiliindeki 6zel bir niikleotidin %0.001
- 9025, %0.01 - %25, %0.1 - %25 veya %1 - %251, modifiye edilmis
niikleotitleridir. Bagka orneklerde, bir kendi kendini kopyalayan RNA
molekiiliniin 6zel bir niikleotidinin %0.001 -% 20, %0.001 - %15,
%0.001 - %10, %0.01 - %20, %0.01 - %15, %0.1 - 25, %0.01 - %10,
%1 - %20, %1 ila %15, %I1-%10 veya vaklasik %5, yaklasik %10,
yaklagik %135, yaklasik %20's1, modifiye edilmig niikleotitlerdir.
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Bir kendi kendini kopyalayan RNA molekiiliindeki niikleotitlerin
%100 tinden azinin modifiye edilmis niikleotitler olmasi tercih edilir.
Ayni zamanda bir kendi kendini kopyalayan RNA molekiiliindeki 6zel
bir niikleotidin %100’ linden azinmm, modifiye edilmis niikleotitler
olmasi da tercih edilir. Bu sebeple tercih edilen kendi kendini
kopyalayan RNA molekiilleri, en azindan bir miktar modifiye

edilmemis niikleotit igerir.

Memeli RNA’sinda 96’dan fazla dogal yollarla meydana gelen
niikleosit modifikasyonu bulunur. Bakimz, 6rnegin Limbach ve
arkadaglari, Nucleic Acids Research, 22(12):2183-2196 (1994).
Niikleotitlerin ve modifiye edilmis niikleotitlerin ve niikleosidlerin
preparasyonlari, drn. ABD Patentleri No. 4373071, 44580066,
4500707, 4668777, 4973679, 5047524, 5132418, 5153319, 5262530,
5700642den bu konuda 1y1 bilinir ve ¢ogu modifiye edilmis niikleosid

ve modifiye edilmis niikleotit, ticari yollarla elde edilebilir.

Modifiye edilmis niikleositler ve niikleotitler igerisine dahil
edilebilecek ve kendi kendini kopyalayan RNA molekiillerinde
bulunabilececk modifiye edilmis niikleobazlar arasinda mSC (5-
metilsitidin), m5U (5-metiliiridin), m6A (N6-metiladenosin), s2U (2-
tiyoiiridin), Um (2°-O-metiliiridin), m1A (1-metiladenosin}; m2A (2-
metiladenosin); Am (2-1-0-metiladenosin); ms2m6A (2-metiltiyo-No6-
metiladenosin); 16A (N6-izopenteniladenosin); ms2i6A (2-metiltiyo-
Né6izopenteniladenosin); 106A (N6-(cis-hidroksiizopentenil)
adenosin); ms2106A (2-metiltiyo-N6-(cis-hidroksiizopentenil)

adenosin); gbA  (Né6-glisinilkarbamoiladenosin); t6A  (N6-
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tiyoiiridin), Um (2°-O-metiliiridin), m1A (1-metiladenosin}; m2A (2-
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adenosin); gbA  (Né6-glisinilkarbamoiladenosin); t6A  (N6-
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treonilkarbamoiladenosin); ms2toA (2-metiltiyo-N6-treonil
karbamoiladenosin); m6t6A (N6-metil-N6-treonilkarbamoiladenosin);
hn6A  (N6-hidroksinorvalilkarbamoiladenosin);  ms2hn6A  (2-
metiltiyo-N6-hidroksinorvalilkarbamoiladenosin); Ar(p) (2°-0-
ribosiladenosin (fosfat)); T (inosin); ml 1 (1-metilinosin), m’Im (1,2’-
O-dimetilinosin); m3C (3-metilsitidin); Cm (2T-O-metilsitidin); s2C
(2-tiyositidin); ac4C (N4-asetilsitidin); f5C (5-fonnilsitidin); m5Cm
(5,2-O-dimetilsitidin);  ac4Cm  (N4asetil2TOmetilsitidin);  k2C
(lisidin); m1G (1-metilguanosin); m2G (N2-metilguanosin); m7G (7-
metilguanosin);  Gm  (2°-O-metilguanosin); m22G  (N2,N2-
dimetilguanosin); m2Gm  (N2,2’-O-dimetilguanosin);  m22Gm
(N2,N2,2°-O-trimetilguanosin); Gr(p) (2’-O-ribosilguanosin(fosfat));
yW (vibiitosin); 02yW (peroksivibiitosin); OHyW (hidroksivibiitosin);
OHyW?* (diisik modifiye hidroksivibiitosin); imG (viyosin); mimG
(metilguanosin); Q (kueuosin};, 0Q (epoksikueuosin); galQ (galaktosil-
kueuosin);  manQ  (mannosil-kueuosin);  preQo  (7-siyano-7-
deazaguanosin); preQi (7-aminometil-7-deazaguanosin); G
(arkaeosin); D (dihidroiiridin); m5Um (5,2”-O-dimetiliiridin); s4U (4-
tiyoliridin); m5s2U  (5-metil-2-tiyoliridin);  s2Um  (2-tiyo-2’-O-
metiliiridin}; acp3U (3-(3-amino-3-karboksipropil)iiridin); hoSU (5-
hidroksiiiridin); mo5U (5-metoksiiiridin); cmoSU (iiridin 5-aksiasetik
asit); mcmoSU (liridin 5-oksiasetik asit metil ester); chm5U (5-
(karboksihidroksimetil)iiridin)); mchm5U (5-
(karboksihidroksimetil)iridin metil ester); mem5SU (5-metoksikarbonil
metiliiridin);  mcm5Um  (S-metoksikarbonilmetil-2-O-metiliiridin);
mcm3s2U  (5-metoksikarbonilmetil-2-tiyoliridin);  nm5s2U  (5-
aminometil-2-tiyouridin); mnmS5U (5-metilaminometiliiridin);
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metilaminometil-2-selenoiiridin); necmSU (5-karbamoilmetil iiridin);

ncmSUm  (5-karbamoilmetil-2’-O-metiliiridin);  cmnmSU  (5-

karboksimetilaminometiliiridin); cnmmSUm (5-
karboksimetilaminometil-2-L-O-metiliiridin); cmnm3s2U (5-
karboksimetilaminometil-2-tiyotiridin); mo62A (N6,N6-

dimetiladenosin); Tm (2’-O-metilinosin); m4C (N4-metilsitidin);
m4Cm (N4,2-O-dimetilsitidin); hm5C (5-hidroksimetilsitidiny; m3U
(3-metiliiridin); emSU  (5-karboksimetiliiridin); m6Am (N6,T-O-
dimetiladenosin); m62Am (N6,N6,0-2-trimetiladenosin); m2’7G
(N2,7-dimetilguanosin); m2°2’7G (N2,N2,7-trimetilguanosin); m3Um
(3,2T-O-dimetiliiridin); m5D (5-metildihidroiiridin); f5Cm (5-formil-
2’-O-metilsitidin); m1Gm (1,2’-O-dimetilguanosin); m’Am (1,2-0-
dimetiladenosin)irinometiliiridin); tm5s2U (S-taurinometil-2-
tiyoiiridin)); imG-14 (4-dimetilguanosin); imG2 (izoguanosin); veya
ac6A  (N6-asectiladenosin), hipoksantin, inosin, 8-okso-adenin,
bunlarin 7-itkame edilmis tirevleri, dihidrourasil, psodourasil, 2-
tiyourasil, 4-tiyourasil, S-aminourasil, 5-(C-C¢)-alkilurasil, 5-
metilurasil,  5-(C,-C¢)-alkenilurasil,  5-(C;-Cg)-alkinilurasil,  5-
(hidroksimetil)urasil, 5-klorourasil, 5-florourasil, 5-bromourasil, 5-
hidroksisitosin, 5-(C,-C¢)-alkilsitosin, 5-metilsitosin, 5-(C;-Cg)-
alkenilsitosin, 5-(C,-Cg)-alkinilsitosin, 5-klorositosin, 5-florositosin,
5-bromositosin, Nz-dimetilguanin, 7-deazaguanin, 8-azaguanin, 7-
deaza-7-ikame edilmis guanin, 7-deaza-7-(C2-C6)alkinilguanin, 7-
deaza-8-ikame edilmis guanin, 8-hidroksiguanin, 6-tiyoguanin, 8-
oksoguanin, 2-aminopurin, 2-amino-6-kloropurin, 2,4-diaminopurin,
2,6-diaminopurin, 8-azapurin, ikame edilmis 7-deazapurin, 7-deaza-7-
tkame edilmis purin, 7-deaza-8-ikame edilmig purin ve hidrojen

(abazik tortu), m5C, m5U, m6A, s2U, W veya 2’-O-metil-U bulunur.
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Bu modifiye edilmig niikleobazlarin herhangi biri veya herhangi bir
kombinasyonu, bulusa ait kendi kendini kopyalayan RNA’ya dahil
edilebilir. Bu modifiye edilmis niikleobazlarin ve bunlarin karsilik
gelen riboniikleositlerinin pek ¢ogu ticari tedarikgilerden temin

edilebilir.

Arzu edilirse kendi kendini kopyalayan RNA  molekiili,
fosforoamidat, fosforotiyoat ve/veya metilfosfat baglantilar1 ihtiva

edebilir.

En az bir modifiye edilmis niikleotit iceren kendi kendini kopyalayan
RNA molekiilleri, herhangi bir uygun yontem kullamlarak
hazirlanabilir. Modifiye edilmis niikleotitler ihtiva eden RNA
molekiillerinin {iretilmesi i¢gin bu konuda birka¢ uygun ydntem bilinir.
Omegin modifiye edilmis niikleotitler ihtiva eden bir kendi kendini
kopyalayan RNA molekiilii, kendi kendini kopyalayan RNA
molekiiliini sifreleyen bir DNA nin, uygun bir DNA bagimli RNA
polimerazi, 6rn., T7 faj RNA polimerazi, SP6 faj RNA polimerazi, T3
faj RNA polimerazi ve benzeri veya bu polimerazlarin, modifiye
edilmis niikleotitlerin RNA molekiilleri i¢cerisine verimli sekilde dahil
olmasini saglayan mutantlart kullanilarak transkripte edilmesiyle
(6rm., in vitro transkripsiyon) hazirlanabilir. Transkripsiyon
reaksiyonu, niikleotitler ve modifiye edilmis niikleotitler ve uygun bir
tampon ve uygun tuzlar gibi secilen polimerazin aktivitesini
destekleyen bagka bilesenler ihtiva edecektir. Niikleotit analoglarinin
bir kendi kendini kopyalayan RNA igerisine dahil edilmesi
degistirilerek  6rnegin  bu tir RNA molekiillerinin  stabilitesi

degistirilebilir, RNase’lere kars1 direnc¢ arttinlabilir, uygun konakci
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hiicreler igerisine dahil edildikten (RNA’nin “enfektivitesi”) sonra
kopyalama olusturulabilir ve/veya dogustan gelen ve adaptif immiin
yanitlar indiiklenebilir veya azaltilabilir.

Bir veya daha fazla modifiye edilmis niikleotit ihtiva eden bir kendi
kendini kopyalayan RNA molekiilii liretmek i¢in uygun sentetik
yontemler tek baglarina veya bir veya daha fazla baska yontem (6.,
rekombinant DNA veya RNA teknolojisi) ile kombinasyon halinde
kullanilabilir. De novo sentez i¢in uygun yoéntemler, bu konuda iyi
bilinir ve 6zel uygulamalara uyarlanabilir. Ornek yéntemler arasinda,
ornegin, uygun koruma gruplari, 6rm., CEM kullanilan kimyasal
sentez (Masuda ve arkadaslarn, (2007) Nucleic Acids Symposium
Series 51:3-4), B-siyanoetil fosforamidit yontemi (Beaucage S L ve
arkadaslar1 (1981) Tetrahedron Lett 22:1859); niikleosid H-fosfonat
yontemi (Garegg P ve arkadaslari (1986) Tetrahedron Lett 27:4051-4;
Frochler B C ve arkadaslar1 (1986) Nucl Acid Res 14:5399-407;
Garegg P ve arkadaglar1 (1986) Tetrahedron Lett 27:4055-8; Gaftney
B L ve arkadaglar1 (1988) Tetrahedron Lett 29:2619-22) yer alir. Bu
kimyalar, ticari olarak temin edilebilen otomatik niikleik asit
sentezleyiciler ile gerceklestirilebilir veya bunlarla kullanim igin
uyarlanabilir. ilave uygun sentetik yéntemler, Uhlmann ve arkadaslari
(1990) Chem Rev 90:544-84, and Goodchild T (1990) Bioconjugate
Chem 1: 165°te aciklanmaktadir. Niikleik asit sentezi ayrica
poliniikleotitlerin ve bu tir poliniikleotitler tarafindan sifrelenen gen
triinlerinin klonlanmasi, islenmesi ve/veya eksprese edilmesi dahil
olmak {izere bu konuda iyi bilinen ve geleneksel olan uygun
rekombinant yontemler kullanilarak da gergeklestirilebilir. Rastgele
fragmantasyon yoluyla DNA karma ve gen fragmanlarinin ve sentetik

poliniikleotitlerin  PCR 1le tekrar birlestirmesi, poliniikleotit
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sekanslarim tasarlamak ve degistirmek i¢in kullanilabilecek olan
bilinen tekniklerin Ornekleridir. Niikleik asitleri ve sifrelenmis
proteinleri degistirmek, Ornegin yeni kisitlama sahalan eklemek,
glikosilasyon paternlerini degistirmek, kodon tercihini degistirmek,
araya ekleme varyantlar liretmek, mutasyonlar dahil etmek ve benzeri
igin  sahaya yonelitk mutajenez  kullamlabilir.  Nikleik asit
sckanslarinin transkripsiyonu, translasyonu ve ekspresyonu i¢in uygun
yontemler, bu konuda bilinir ve klasiktir. (Bakiniz genellikle Current
Protocols in Molecular Biology, Cilt 2, Ed. Ausubel ve arkadaglar,
Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscience, Bolim 13, 1988;
Glover, DNA Cloning, Cilt II, IRL Press, Wash., D.C., Bolim 3,
1986; Bitter, ve arkadaslari, Methods in Enzymology 153:516-544
(1987); The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces, Eds.
Strathern ve arkadaslari, Cold Spring Harbor Press, Cilt I ve 11, 1982;
ve Sambrook ve arkadaslari, Molecular Cloning: A Laboratory

Manual, Cold Spring Harbor Press, 1989.)

Bir kendi kendini kopyalayan RNA molekiiliinde bir veya daha fazla
modifiye edilmis niikleotidin varlig1 ve/veya miktar1 herhangi bir
uygun yontem kullanilarak belirlenebilir. Ornegin bir kendi kendini
kopyalayan RNA, monofosfatlara dijest edilebilir (6., niikleaz P1
kullanilarak) ve defosforile edilebilir (6rn., uygun bir fosfataz, 6rn.,
CIAP kullamlarak) ve sonugta elde edilen niikleosidler, ters fazlh
HPLC (&rn., bir YMC Pack ODS-AQ kolonu (5 mikron, 4.6 X 250
mm kullanilarak} yoluyla analiz edilir ve %30 B (0-5 dak.) ila %100 B
(5-132 dak.) ve %100 B (13-40 dak.) gradyam, akis hizi (0.7
ml/dak.), UV saptama (dalga boyu: 260 nm), kolon sicakligi (30°C)

kullanilarak eliite edilir. Tampon A (20mM asetik asit - amonyum
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sekanslarim tasarlamak ve degistirmek i¢in kullanilabilecek olan
bilinen tekniklerin Ornekleridir. Niikleik asitleri ve sifrelenmis
proteinleri degistirmek, Ornegin yeni kisitlama sahalan eklemek,
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(1987); The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces, Eds.
Strathern ve arkadaslari, Cold Spring Harbor Press, Cilt I ve 11, 1982;
ve Sambrook ve arkadaslari, Molecular Cloning: A Laboratory

Manual, Cold Spring Harbor Press, 1989.)
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(5-132 dak.) ve %100 B (13-40 dak.) gradyam, akis hizi (0.7
ml/dak.), UV saptama (dalga boyu: 260 nm), kolon sicakligi (30°C)
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asetat pH 3.5), tampon B (20mM asetik asit - amonyum asetat pH
3.5/metanol [90/10])).

Kendi kendini kopyalayan RNA bir verme sistemi ile birlestirilebilir.
Kendi kendini kopyalayan RNA, bir adjuvan ile veya olmadan

uygulanabilir.

RNA Verme Sistemleri

Burada tarif edilen kendi kendini kopyalayan RNA, c¢iplak RNA
verme gibi cesitli modalitelerde veya hiicrelere girisi kolaylastiran
lipitler, polimerler veya bagka bilesikler ile kombinasyon halinde
verme i¢in uygundur. Kendi kendini kopyalayan RNA molekiilleri,
orn., dogrudan enjeksivon, mikroenjeksiyon, <¢lektroporasyon,
lipofeksiyon, biyolistikler ve benzeri gibi herhangi bir uygun teknik
kullanilarak hedef hiicrelere veya siijelere dahil edilebilir. Kendi
kendini kopyalayan RNA molekilii, reseptor aracili endositoz yoluyla
da hiicreler icerisine dahil edilebilir. Bakimiz, érmegin ABD Pat. No.
6,090,619; Wu ve Wu, J. Biol. Chem., 263:14621 (1988); ve Curiel ve
arkadaslari, Proc. Natl. Acad. Sci. ABD, 88:8850 (1991). Ornegin
ABD Pat. No. 6,083,741, bir eksogen niikleik asidin memeli
hiicrelerine, niikleik asidi, bir integrin reseptorii baglayict yarima
(6., Arg-Gly-Asp sekansina (SEK.KIM.NO:16) sahip bir siklik
peptit) kendi basina birlesen bir polikatyon yarimina (orn., 3-100 lisin
tortusuna (SEK.KIM.NO:19) sahip poli-L-lisin) birlestirmek suretiyle

dahil edilmesini aciklar.

Kendi kendini kopyalayan RNA molekiilleri, hiicreler igerisine

amfifiller vasitasiyla verilebilir. Bakimiz, OreginABD Pat. No.
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6,071,890. Tipik olarak, bir niikleik asit molekiilli, katyonik amfifil ile
bir kompleks olusturabilir. Kompleks ile temas ettirilen memeli

hiicreleri, onu kolaylikla yakalayabilir.

Kendi kendini kopyalayan RNA, ciplak RNA olarak (6rn., sadece bir
RNA sulu ¢ézeltisi olarak) verilebilir ancak hiicrelere girisi ve ayni
zamanda takip eden hiicreler arasi etkileri artirmak icin kendi kendini
kopyalayan RNA tercihen bir partikiilat veya emiilsiyon verme sistemi
gibi bir verme sistemi ile kombinasyon halinde uygulanir. Cok sayida
verme sistemi, bu konuda uzman kisilerce 1yi bilinir. Bu tlir verme
sistemleri arasinda, Ornegin, lipozom bazinda verme (Debs ve Zhu
(1993) WO 93/24640; Mannino ve Gould-Fogerite (1988)
BioTechniques 6(7): 682-691; Rose ABD Pat. No. 5,279,833,
Brigham (1991) WO 91/06309; ve Felgner ve arkadaslari (1987) Proc.
Natl. Acad. Sci. ABD 84: 7413-7414) ve ayrica viral vektorlerin (érn.,
adenoviral (bakiniz, 6éregin Berns ve arkadaslan (1995) Ann. NY
Acad. Sci. 772: 95-104; Ali ve arkadaslan (1994) Gene Ther. 1: 367-
384; ve Haddada ve arkadaglar1 (1995) Curr. Top. Microbiol.
Immunol. 199 (Pt 3): 297-306, inceleme igin), papillomaviral,
retroviral (bakiniz, 6rnegin Buchscher ve arkadaslar1 (1992) J. Virol.
66(5) 2731-2739; Johann ve arkadaslan (1992) J. Virol. 66 (5): 1635-
1640 (1992); Sommerfelt ve arkadaslar, (1990) Virol. 176:58-59;
Wilson ve arkadaslant (1989) J. Virol. 63:2374-2378; Miller ve
arkadasglar1, J. Virol. 65:2220-2224 (1991); Wong-Staal ve arkadaslari,
PCT/US94/05700 ve Rosenburg ve Fauci (1993), Fundamental
Immunology, Uciincii Baski Paul (ed) Raven Press, Ltd., New York
ve buradaki referanslar ve Yu ve arkadaslari., Gene Therapy (1994)

supra.} ve adeno ile iligkili viral vektorlerin (bakmiz, West ve
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arkadaglart (1987) Virology 160:38-47; Carter ve arkadaslari (1989)
ABD Pat. No. 4,797,368; Carter ve arkadaslart WO 93/24641 (1993),
Kotin (1994) Human Gene Therapy 5:793-801; Muzyczka (1994) J.
Clin. Invst. 94:1351 wve Samulski (yukarida belirtilen), AAV
vektorlerine genel bir bakis i¢in; bakiniz aym1 zamanda Lebkowski,
ABD Pat. No. 5,173,414; Tratschin ve arkadaslart (1985) Mol. Cell.
Biol. 5(11):3251-3260; Tratschin ve arkadaslart (1984) Mol. Cell.
Biol., 4:2072-2081; Hermonat ve Muzyczka (1984) Proc. Natl. Acad.
Sci. ABD, 81:6466-6470; McLaughlin ve arkadaslart (1988) ve
Samulski ve arkadaslar (1989) I. Virol., 63:03822-3828) kullanilmasi

ve benzeri yer alir.

Ozellikle yararli olan ii¢ verme sistemi, (i) lipozomlar, (ii) toksik
olmayan ve biyo-bozunur polimer mikropartikiilleri ve (iii) katyonik

mikron alt1 su iginde yag emiilsiyonlaridir.

Lipozomlar

Cesitli amfifilik lipitler, bir su ortam igerisinde ikili katmanlar
olusturarak RNA igerikli sulu gdbegi bir lipozom halinde kapsiile
edebilirler. Bu lipitler, anyonik, katyonik ya da zwitteriyonik
hidrofilik kafa grubuna sahip olabilirler. Anyonik fosfolipitlerden
lipozom olugturulmasinin tarihi, 1960°lara uzanir ve katyonik lipozom
olusturan lipitler, 1990’lardan beri calisiimaktadir. Baz1 fosfolipitler,
anyonik iken bazilar, zwitteriyoniktir. Uygun fosfolipit siniflar
arasinda, bunlarla smirli olmamak tzere fosfatidiletanolaminler,
fosfatidilkolinler, fosfatidilserinler ve fosfatidilgliseroller bulunur.

Faydal1 katyonik lipidler arasinda, bunlarla sinirli olmaksizin, dioleoil
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trimetilamonyum propan (DOTAP), 1,2-disteariloksi-N,N-dimetil-3-
aminopropan (DSDMA), 1,2-dioleiloksi-N,N-dimetil-3-aminopropan
(DODMA), 1,2-dilinoleiloksi-N,N-dimetil-3-aminopropan
(DLinDMA), 1,2-dilinoleniloksi-N,N-dimetil-3-aminopropani
(DLenDMA)} yer alir. Zwitteriyonik lipitler arasinda, bunlarla sinirh
olmamakla birlikte, asil zwitteriyonik lipitleri ve eter zwitteriyonik
lipitleri yer alwr. Faydali zwitterivonik lipitlerin 6rnekleri, DPPC,
DOPC ve dodesilfostokolindir. Lipitler, doymus va da doymamis

olabilir.

Lipozomlar, tek bir lipitten veya bir lipit karisumindan olusturulabilir.
Bir karisim, (i) bir anyonik lipit kanigim, (ii) bir katyonik lipit
karigimi, (iii) bir zwitteriyonik lipit karisimi (iv) bir anyonik lipit ve
katyonik lipit karisumi (v) bir anyonik lipit ve zwitteriyonik lipit
karisimi, (vi) bir zwitteriyonik lipit ve katyonik lipit karisimi veya
(vil) bir anyonik lipit, katyonik lipit ve zwitteriyonik lipit karisimi
icerebilir. Benzer sekilde bir karisim, hem doymus hem de doymamis
lipitler icerebilir. Ornegin bir karisim DSPC (zwitteriyonik, doymus),
DIlinDMA (katyonik, doymamis) ve/veya DMPG (anyonik, doymus)
igerebilir. Bir lipit karnsmmi kullanilmasi durumunda karisimdaki
bilesen lipitlerin tiimiiniin amfifilik olmas1 gerekmez; 6., bir veya

daha fazla amfifilik lipit, kolesterol ile karistirilmis olabilir.

Bir lipidin hidrofilik kismi, PEGile edilmis (yani bir polictilen
glikoliin kovalent olarak baglanmasi vasitasiyla modifiye edilmis)
olabilir. Bu modifikasyon, stabiliteyi arttirabilir ve lipozomlarin

spesifik olmayan adsorpsiyonunu engelleyebilir. Ornegin lipitler,
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PEG’ye, Heyes ve arkadaglan (2005) J Controlled Release 107:276-
87’de agiklananlar gibi teknikler kullanilarak konjuge edilebilir.

Lipozomlar olusturmak i¢in bir DSPC, DlinDMA, PEG-DMPG ve
kolesterol karisim kullanilabilir. Bulusun ayri bir ydnii, DSPC,
DImDMA, PEG-DMG ve kolesterol iceren bir lipozomdur. Bu
lipozom tercihen &rn., bir imminojen sifreleyen bir kendi kendini

kopyalayan RNA gibi RNA’y1 kapsiile eder.

Lipozomlar genelde li¢ gruba ayrilir: ¢ok katmanh vesikiiller (MLV);
kiiciik tek katmanh vesikilller (SUV); ve biiylik tek katmanh
vesikiiller (LUV). MLV’ler, her bir vesikiilde bir¢ok ikili katmana
sahip olmakla birkag ayri sulu bolmesi olusturur. SUV’ler ve LUVler,
bir sulu gobegini kapsiile eden tek bir ikili katmana sahiptir; SUVlerin
capt tipik olarak <50nm ve LUVlerin ¢ap1 ise, >50 nm’dir. Bulusla
faydali lipozomlar ideal olarak c¢api, 50-220nm araliginda olan
LUV’lerdir. Farkli ¢caplarda LUV lerin bir popiilasyonunu igeren bir
kompozisyon durumunda: (1) sayiya gore en az %80’ in ¢api, 20-220
nm araliginda olmalidir, (ii) popiilasyonun ortalama c¢ap1 (Zav,
yogunluga gore) ideal olarak 40-200 nm araligindadir ve/veya (ii1)

caplarin polidispersite indeksi, <0.2 olmalidir.

Uygun lipozomlar hazirlama teknikleri, bu konuda iyi bilinir,
orn.bakimiz  Liposomes: Methods and Protocols, Cilt 1:
Pharmaceutical Nanocarriers: Methods and Protocols. (ed. Weissig).
Humana Press, 2009. ISBN 160327359X; Liposome Technology, cilt
I, IT ve III. (ed. Gregoriadis). Informa Healthcare, 2006; ve Functional
Polymer Colloids and Microparticles cilt 4 (Microspheres,
microcapsules & liposomes). (eds. Arshady ve Guyot). Citus Books,
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2002. Bir faydal yontem, (i) lipitler igeren bir etanolik ¢ozelti (ii)
niikleik asit i¢eren bir sulu ¢ozelti ve (iii) tamponun karistirilmasini,
ardindan karigtirma, dengeleme, seyreltme ve saflagtirma yapilmasim
kapsar (Heyes ve arkadaslar1 (2005) J Controlled Release 107:276-
87.).

RNA tercihen lipozomlar i¢ine kapstile edilir ve bdylece lipozom, bir
sulu RNA igerikli gébegin etrafinda bir dis tabaka olugturur. Bu
kapsiillemenin, RNA'vi  RNase dijjesyonunundan  korudugu
bulunmustur. Lipozomlar, bir miktar harici RNA icerebilir (6rn.,
lipozomlarin ylizeyi {lizerinde) ancak tercihen RNA’nin en az yarisi

(ve ideal olarak onemli 6lciide tamami) kapsiile edilir.

Polimerik mikropartikiiller

Cesitli polimerler, RNA’y1 kapsiile veya adsorbe etmek icin
mikropartikiiller olusturabilir. Onemli &lciide toksik olmayan bir
polimerin kullanilmasi, bir alicinin partikiilleri glivenli bir sekilde
alabilecegi anlamina gelir ve bir biyo-bozunur polimerin kullanilmasi,
uzun siireli kaliciligr 6nlemek icin partikiillerin verildikten sonra
metabolize edilebilecegi anlamina gelir. Yararh polimerler ayrica
farmasotik kalitede formiilasyonlarin hazirlanmasina yardimei olmak

icin sterilize edilebilir.

Uygun toksik olmayan ve biyo-bozunur polimerler arasinda, bunlarla
sinirlt olmamak iizere, poli(a-hidroksi asitler), polihidroksi butirik
asitler, polilaktonlar (polikaprolaktonlar dahil), polidioksanonlar,

polivalerolakton, poliortoesterler, polianhidriirler, polisiyanoakrilatlar,
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tirozin tiirevli polikarbonatlar, polivinilpirolidinonlar veya polyester-
amidler ve bularin kombinasyonlar1 bulunur.

Bazi diizeneklerde mikropartikiiller, bir poli(laktit) (*PLA”) gibi
poli(a-hidroksi asitler), bir poli(D,L-laktit-ko-glikolit) (*PLG™) gibi
laktit ve glikolit kopolimerleri ve D,L-laktit ve kaprolakton
kopolimerlerinden olusturulur. Yararhh PLG polimerleri arasinda
laktit/glikolit molar orani, 6érnegin 20:80 ila 80:20 aralifinda, orn.,
25:75, 40:60, 45:55, 55:45, 60:40, 75:25 olanlar yer alir. Faydali PLG
polimerleri arasinda, molekiiler agirhig 6rnegin 5,000-200,000 Da
arasinda, &rn., 10,000-100,000, 20,000-70,000 ya da 40,000-50,000

Da arasinda olanlar bulunur.

Mikropartikiillerin ¢api ideal olarak 0.02 pm ila 8 pm araligindadir.
Farkli c¢aplara sahip bir mikropartikiill popiilasyonu igeren bir
kompozisyonun durumunda sayiya gore en az %80°in ¢ap1, 0.03-7 um

araliginda olmahdir.

Uygun mikropartikiilleri hazirlama teknikleri, bu konuda iyi bilinir,
orn.,bakimiz Functional Polymer Colloids and Microparticles cilt 4
(Microspheres, microcapsules & liposomes). (eds. Arshady & Guyot).
Citus Books, 2002; Polymers in Drug Delivery. (eds. Uchegbu &
Schatzlein). CRC Press, 2006. (Ozellikle bdlim 7) ve
Microparticulate Systems for the Delivery of Proteins and Vaccines.
(eds. Cohen & Bernstein). CRC Press, 1996. RNA adsorpsiyonunu
kolaylagtirmak icin bir mikropartikiil, érn. O'Hagan ve arkadaslari
(2001) J Virology75:9037-9043; ve Singh ve arkadaslar1 (2003)
Pharmaceutical Research 20: 247-251"de aciklandigr gibi bir katyonik

surfektan ve/veya lipit igerebilir. Polimerik mikropartikiiller yapmanin
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alternatif  bir yolu,  drn. W02009/132206°da aciklandigr gibi
kaliplama ve kiirlemedir.

Bulusa ait mikropartikiillerin zeta potansiyeli, 40-100 mV arasinda
sahip olabilir. RNA, mikropartikiillere adsorbe edilebilir ve
adsorpsiyon, mikropartikiile katyonik materyaller (6., katyonik

lipitler) dahil etmek suretiyle kolaylastirilir.

Su icinde yag katyonik emiilsiyonlar:

Su icinde yag emiilsiyonlari, grip asilarinin adjuvane edilmesinde,
o6rm., FLUAD™ {irliniindeki MF59™ adjuvam1 ve PREPANDRIX™
uriiniindeki ~ ASO03  adjuvaninda  bilinmektedir. RNA  verme,
emiilsiyonun bir veya daha fazla katyonik molekil icermesi kosuluyla
bir su i¢inde yag emiilsiyonu kullamlarak yapilabilir. Ormegin negatif
yikli RNA’nin baglanabilecegi bir pozitif yiikli damlacik yiizeyi

temin etmek i¢cin emiilsiyona bir katyonik lipit dahil edilebilir.

Emiilsiyon, bir veya daha fazla yag igerir. Uygun yag(lar) arasinda
ornegin bir hayvan (6rn., balik) veya bir bitki kaynagindan gelenler
bulunur. Yag ideal olarak biyo-bozunur (metabolize edilebilir) ve
biyo-uyumludur. Bitkisel yag kaynaklan arasinda kabuklu yemisler,
tohumlar ve tahillar bulunur. Yerfistigi yagi, soya fasulyesi yagi,
hindistancevizi yag1 ve en yaygin olarak bulunan zeytinyagi, kabuklu
yemis yaglarmin ornekleridir. Orn., jojoba tanesinden elde edilen
jojoba vagi kullanilabilir. Tohum yaglar1 arasinda yalanci safran yag,
pamuk tohumu yagi, ay¢igedl tohumu yagi, susam tohumu yagi ve
benzerleri yer alir. Tahil grubunda misir yagi en kolay bulunanmdir

ancak bugday, yulaf, cavdar, piring, tef, tritikale ve benzerleri gibi
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diger tahil tanelerinin yagi da kullamlabilir. Gliserol ve 1,2-
propandioliin 6-10 karbonli yagli asit esterleri, tohum yaglarinda
dogal yollarla meydana gelmezken sert kabuklu yemis ve tohum
yaglarindan baslayarak uygun materyallerin hidrolizi, ayrilmasi ve
esterlenmesi yoluyla hazirlanabilir. Memelilerin siitlerinden gelen kati
yaglar ve s1vi yaglar metabolize edilebilir ve bu sekilde kullamlabilir.
Ayrima, saflagtirma, sabunlagtirma prosediirleri ve hayvansal
kaynaklardan saf yaglar elde etmek igin gereken diger yontemler, bu

konuda 1y1 bilinir.

Cogu balikta, kolaylikla geri kazanilabilen metabolize olabilir yaglar
bulunur. Ornegin, morina bah@ yag, kopek bahg yaglar ve
ispermeget gibi balina yagi, burada kullanilabilecek balik yaglarinin
birkagina drnektir. Birgok dallt zincirli vag, 5-karbon izopren birimlert
halinde biyokimyasal olarak sentezlenir ve genellikle terpenoitler
olarak anmilir. Skualenin doymus analogu olan skualan da kullanilabilir.
Skualen ve skualan da dahil olmak {izere balik yaglan, ticari
kaynaklardan kolayca temin edilebilir veya bu konuda bilinen

yontemlerle elde edilebilir.

Diger faydali yaglar, ozellikle skualen ile kombinasyon halinde
tokoferollerdir. Bir emiilsiyonun yag fazinin bir tokoferol icermesi
durumda o, B, y, 6, &€ veva &£ tokoferollerinden herhangi biri
kullanilabilir ancak a-tokoferoller tercih edilir. D-a-tokoferol ve DL-
o-tokoferoliin her ikisi de kullanilabilir. Bir tercih edilen a-tokoferol,
DL-a-tokoferoldiir. Skualen ve bir tokoferol (6rn., DL-a-tokoferol)

igceren bir yag kombinasyonu kullanilabilir.
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Tercih edilen emiilsiyonlar, bir kdpek balig1 karacigeri yagi, yani bir
dall doymamis terpenoid
(C30Hs0;[(CH3),C[=CHCH,CH,C(CH3;)],=CHCH>-],;2,6,10,15,19, 23-
heksametil-2,6,10,14,18,22-tetrakosaheksaen; CAS RN 7683-64-9)

olan skualen igerir.

Emiilsiyondaki yag, yaglar, 6rn., skualen ve en az bir bagka yag igeren

bir kombinasyonu kapsayabilir.

Emiilsiyonun sulu bileseni sade su (6., enjeksiyonluk su) olabilir
veya baska bilesenler, 6rn., soliitler icerebilir. Ornegin bu, bir tampon
olusturma amagh tuzlari, 6rn., sitrat veya fosfat tuzlarini, érn., sodyum
tuzlarin1 kapsayabilir. Tipik tamponlar arasinda bir fosfat tamponu, bir
Tris tamponu, bir borat tamponu, bir suksinat tamponu, bir histidin
tamponu veya bir sitrat tamponu bulunur. Bir tamponlanmis sulu faz
tercih edilir ve tamponlar tipik olarak 5-20 mM araliginda dahil

edilecektir.

Emiilsiyon, bir katyonik lipit de igerir. Tercihen bu lipit, emiilsiyonun
olusturulmasmi ve stabilze edilmesini kolaylastirabilecek bir
surfektandir. Faydali katyonik lipitler genel olarak fizyolojik kosullar
altinda pozitif yiiklii olan bir nitrojen atomu, orn., bir {i¢iinciil veya
dérdiinciil amin ihtiva eder. Bu nitrojen, bir amfifilik surfektanin
hidrofilik kafa grubunda olabilir. Faydali katyonik lipitler arasinda,
bunlarla simirli olmaksizin, asagidakiler yer alir: 1,2-dioleoiloksi-3-
(trimetilamonyp)propan (DOTAP), 3°-[N-(N’,N’-Dimetilaminoetan)-

karbamoil] Kolesterol (DC Kolesterol), dimetildioktadesil-amonyum
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(DDA, orn., bromiir)), 1,2-Dimiristoil-3-Trimetil-AmonyumPropan
(DMTAP), dipalmitoil(C16:0)trimetil amonyum propan (DPTAP),
distearoiltrimetilamonyum propan (DSTAP). Diger faydali katyonik
lipitler arasinda sunlar bulunur: benzalkonyum klorir (BAK),
benzotonyum kloriir, setramid (tetradesiltrimetilamonyum bromiir ve
muhtemelen kiigiilk miktarlarda dedesiltrimetilamonyum bromiir ve
heksadesiltrimetil amonyum bromiir ihtiva eder), setilpiridinyum
klorir (CPC), setil trimetilamonyum kloriir (CTAC), N,N',N'-
polioksietilen (10)-N-i¢ yagi-1,3-diaminopropan,
dodesiltrimetilamonyum bromiir, heksadesiltrimetil-amonyum
bromiir, karisik alkil-trimetil-amonyum bromiir,
benzildimetildodesilamonyum Kloriir, benzildimetilheksa-
desilamonyum klortir, benziltrimetilamonyum metoksid,
setildimetiletilamonyum bromiir, dimetildioktadesil amonyum bromiir
(DDAB), metilbenzetonyum kloriir, dekametonyum kloriir, metil
kangik trialkil amonyum kloriir, metil trioktilamonyum kloriir, N,N-
dimetil-N[2(2-metil -4-(1,1,3,3tetrametilbiitil)-fenoksi-etoksi)etil]-
benzenmetanaminyum kloriir (DEBDA), dialkildimetilamonyum
tuzlar, [l-(2,3-dioleiloksi)-propil|-N,N,N,trimetilamonyumkloriir,1,2-
diasil-3-(trimetilamonyo)propan (asil grubu=dimiristoil, dipalmitoil,
distearoil, dioleoil), 1,2-diasil-3  (dimetilamonyo)propan  (asil
grubu=dimiristoil, dipalmitoil, distearoil, dioleoil), 1,2-dioleoil-3-(4'-
trimetil-amonyo)butanoil-sn-gliserol, 1,2-dioleoil 3-sukinil-sn-gliserol
kolin ester, kolesteril (4'-trimetilamonyo)butanoat), N-alkil piridinyum
tuzlar1 (6rn., sctilpiridinyum bromiir ve setilpiridinyum kloriir), N-
alkilpiperidinyum tuzlari, dikatyonik bolaform elektrolitleri (C12Me6,
C12BUS6), dialkilglisetilfosforilkolin, lisolesitin, L-o

dioleoilfosfatidiletanolamin, kolesterol hemisuksinat kolin ester,
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lipopoliaminler,  6rnegin  ve  bunlarla  smirlh  olmaksizin,
dioktadesilamidoglisilspermin (DOGS), dipalmitoil
fosfatidiletanolamidospermin (DPPES), lipopoli-L (veya Dj)-lisin
(LPLL, LPDL), N-glutarilfosfatidiletanolamine konjuge edilmis poli-
L (veya D)-lisin, asili amino grubu bulunan didodesil glutamat ester
(C*GluPhCnN), asihh amino grubu bulunan ditetradesil glutamat ester
(Cl4GIuCnN+), kolesteroliin katyonik tiirevleri, 6érnegin ve bunlarla
sinirh olmaksizin, kolesteril-3 B-oksisiiksinamidoetilen-
trimetilamonyum  tuzu,  kolesteril-3 -oksisukinamidoetilen-
dimetilamin, kolesteril-3 -karboksiamidoetilentrimetilamonyum tuzu
ve kolesteril-3 (-karboksiamidoetilendimetilamin. Diger faydal
katyonik lipitler, US 2008/0085870 ve US 2008/0057080°de tarif
edilir. Katyonik lipit tercihen biyo-bozunur (metabolize edilebilir) ve

biyo-uyumludur.

Yag ve katyonik lipide ek olarak bir emiilsiyon, bir iyonik olmayan
surfektan ve/veya bir zwitteriyonik surfektan da igerebilir. Bu
surfektanlar arasinda, bunlarla sinirli olmamak tizere, sunlar bulunur:
polioksietilen sorbitan ester surfektanlari {genellikle Tweens olarak
anilir), 6zellikle polisorbat 20 ve polisorbat 80; DOWFAX™ ticari ad1
altinda satilan etilen oksid (EQO), propilen oksid (PO) ve/veya butilen
oksid (BO) kopolimerleri, 6rn., lineer EO/PO blok kopolimerleri;
oktoksinol-9 (Triton X-100 veya t-oktilfenoksipolietoksietanol) dzel
ilgi konusu olmak {izere tekrarlayan etoksi (oksi-1,2-etandiil)
gruplarinin sayisi degisebilen oktoksinoller;
(oktilfenoksi)polietoksietanol (IGEPAL CA-630/NP-40);
fosfatidilkolin (lesitin) gibi fostolipitler; trietilenglikol monolauril eter

(Brij 30) gibi laurnl, setil, stearil ve oleil alkollerden tiiretilen
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polioksietilen vyagh eterleri (Brij surfektanlar1 olarak bilinir);
polioksietilen-9-lauril eter; ve sorbitan trioleat (Span 85) ve sorbitan
monolaurat gibi sorbitan esterler (genellikle Spanlar olarak bilinir).
Emiilsiyona dahil edilmek tizere tercih edilen surfaktanlar, polisorbat
80 (Tween 80; polioksietilen sorbitan monooleat), Span 85 (sorbitan

trioleat), lesitin ve Triton X-100'diir.

Emiilsiyona, bu surfektanlarin karigimlari, 6rn.,Tween 80/Span 85
kansimlart veya Tween 80/Triton-X100 karnsimlar dahil edilebilir.
Polioksietilen sorbitan monooleat (Tween 80) gibi bir polioksietilen
sorbitan ester ile t-oktilfenoksi-polietoksietanol (Triton X-100) gibi
bir oktoksinoliin bir kombinasyonu da uygundur. Bir baska faydah
kombinasyon, lauret 9 art1 bir polioksietilen sorbitan ester ve/veya bir
oktoksinol igerir. Faydali karigimlar, HLB degeri 10-20 araliginda
olan bir surfektan (6rn., HLB’si 15.0 olan bir polisorbat 80} ve HLB
degeri 1-10 aralifinda olan bir surfektan (6rn., HLB’si 1.8 olan

sorbitan trioleat) igerebilir,

Nihai emiilsiyondaki yagm tercih edilen miktarlari (thacme gore %), %
2-20, orn., %5-15, %6-14, %7-13, %8-12 arasindadir. Yaklasik %4-6
veya yaklasik %9-11 arasinda bir skualen icerigi 6zellikle faydahdir.

Nihai emilsiyondaki surfektanlarin tercih edilen miktarlan (agirhiga
gore %), %0.001 ile %8 arasindadir. Ornegin, polioksietilen sorbitan
esterler (6rn., polisorbat 80) %0.2 ila %4, dzellikle %0.4-0.6 arasinda,
960.45-0.55 arasinda, yaklagik %0.5 veya %1.5-2 arasinda, %]1.8-2.2
arasinda, %1.9-2.1 arasinda, yaklasik %2 veya %0.85-0.95 arasinda

veya yaklasik %]1; sorbitan esterler (6., sorbitan trioleat) %0.02 ila
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2, ozellikle yaklasik 90.5 veya yaklasik %1; oktil- veya nonilfenoksi
polioksietanoller (6rn., Triton X-100) %0.001 ila 0.1, ozellikle
%0.005 1la 0.02; polioksietilen eterler (6rn., lauret 9) %0.1 ila 8,
tercihen %0.1 ila 10 ve 6zellikle %0.1 ila 1 veya yaklasik %0.5.

Yag ve surfektanin mutlak miktarlar1 ve bunlarin orani, halen bir
emiilsiyon meydana getirirken genis sinirlar icinde degisebilir. Uzman
bir kimse, bir arzu edilen emiilsiyvonu elde etmek i¢in bilesenlerin
gorell oranlarini kolaylikla degistirebilir fakat yag ve surfektan igin

4:1 1le 5:1 arasmdaki bir agirhik orani tipiktir (fazla yag).

Ozellikle bilyiik hayvanlarda bir emiilsiyonda immiinouyaric1 aktivite
temin etmek icin dSnemli bir parametre, yag damlaciginin
biliytkligidiir (¢capidir). En etkili emiilsiyonlarin damlacik biiyiikliigii,
mikron alt1 araliktadir. Uygun sekilde damlacik biiytikliikleri, 50-750
nm aralifinda olacaktir. En faydali sekilde ortalama damlacik
biiyiikligl, 250 nm’nin altinda, 6., 200 nm’nin altinda, 150 nm’nin
altindadir. Ortalama damlacik biiyiikliigli yararli bir sekilde 80-180
nm araligindadir. Ideal olarak emiilsiyonun yag damlaciklarinin en az
%80 ’1nin (sayiya gore) ve tercihen en az %90’ inin ¢api, 250 nm’nin
altindadir. Bir emiilsivonda ortalama damlacik biyiikliglini ve
biiytiklitk dagiliminm belirleme amach arapartlar, ticari olarak temin
edilebilir. Bunlar tipik olarak dinamik 151k sagma ve/veya tek
partikiillii optik algilama tekniklerini, 6rn., Particle Sizing Systems
(Santa Barbara, ABD)’den temin edilebilen Accusizer™ ve Nicomp™
serisi cihazlar veya Malvern Instruments (Birlegik Krallik)'tan
Zetasizer™ cihazlant ya da Horiba (Kyoto, Japonya)’dan Partikdil

Biiyiikligii Dagilimi Analiz cthazlarmi kullanir,
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Ideal olarak damlacik biiyiikliiklerinin dagilimi (sayisal olarak),
sadece bir maksimuma sahiptir, yani iki maksimum olmasindan ¢ok
bir ortalama etrafina dagilmig tek bir damlacik popiilasyonu (mod)
vardir. Tercih edilen emiilsiyonlarin polidispersitesi, <0.4, orn., (.3,

0.2 veya daha kiigliktiir.

Mikron alti damlaciklarin ve bir dar biiyiiklik dagiliminin oldugu
uygun emiilsiyonlar, mikro akiskanlagtirma kullanilarak elde
edilebilir. Bu teknik, girdi bilesenlerinin akislarini yiiksek basingta ve
yiikksek hizda geometrik olarak sabitlenmis kanallar i¢inden itmek
suretivle ortalama yag damlacigi biiyiikligiinli azaltir. Bu akislar,
kanal g¢eperleri, bélme ¢eperleri ve birbirleri ile temas eder. Sonugta
meydana gelen kesme, carpma ve kavitasyon kuvvetleri, damlacik
biiyiikliigiinde azalmaya neden olur. Istenen damlacik biiyiikliigii
ortalamast ve dagilimmin oldugu bir emilsiyona ulasilana kadar

tekrarlanan mikro-akiskanlastirma adimlan gergeklestirilebilir.

Mikro-akigkanlastirmaya bir alternatif olarak, faz inversiyonu
yaratmak i¢in termal yontemler kullanilabilir. Bu yontemler aym
zamanda siki bir partikiil biiytikliigii dagilimina sahip bir mikron alti

emiilsiyon da saglayabilir.

Tercih edilen emilsiyonlara, filtreli sterilizasyon vyapilabilir, yani
bunlarin damlaciklari, 220 nm’lik bir filtreden gecgebilir. Bir
sterilizasyon saglamanin yam sira bu prosediir, emiilsiyon i¢indeki

biiyiik damlaciklar da giderir.
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Belirli diizeneklerde emiilsiyon icindeki katyonik lipit, DOTAP tir.
Katyonik su icinde yag emiilsiyonu, yaklasik 0.5 mg/ml ila yaklasik
25 mg/ml DOTAP igerebilir. Ornegin, katyonik su icinde yag
emiilsiyonu, yaklasik 0,5 mg/mL ila yaklasik 25 mg/mL, yaklasik 0,6
mg/mL ila yaklasik 25 mg/mL, yaklasik 0,7 mg/mL ila yaklasik 25
mg/mL, yaklasik 0.8 mg/mL ila yaklagik 25 mg/mL, yaklasik 0,9
mg/mL ila yaklasik 25 mg/mL, yaklasik 1,0 mg/mL ila yaklasik 25
mg/mL, yaklasik 1,1 mg/mL ila yaklasik 25 mg/mL, yaklasik 1,2
mg/mL ila yaklasik 25 mg/ml, yaklasik 1,3 mg/mL ila yaklasik 25
mg/mL, yaklasik 1,4 mg/mL ila yaklagitk 25 mg/mL, yaklasik 1,5
mg/mL ila yaklasik 25 mg/mL, yaklasik 1,6 mg/mL ila yaklagik 25
mg/mL, yaklasik 1,7 mg/mL ila yaklasik 25 mg/mL, yaklasik 0,5
mg/mL 1la yaklasik 24 mg/mL, yaklasik 0,5 mg/mL ila yaklagik 22
mg/mL, yaklasik 0,5 mg/mL ila yaklasik 20 mg/mL, yaklasik 0,5
mg/mL 1ila yaklasik 18 mg/mL, yaklagik 0,5 mg/mL ila yaklagik 15
mg/mL, yaklasik 0,5 mg/mL ila yaklasik 12 mg/mL, yaklasik 0,5
mg/mL ila yaklasik 10 mg/mL, yaklasik 0,5 mg/mL ila yaklasik 5
mg/mL, vyaklagik 0,5 mg/mL ila yaklasik 2 mg/ml, yaklasik 0,5
mg/mL 1la yaklasik 1,9 mg/mL, yaklasik 0,5 mg/mL ila yaklasik 1,8
mg/mL, vaklasik 0,5 mg/mL ila yaklasik 1,7 mg/mL, yaklasik 0,5
mg/mL ila yaklagik 1,6 mg/mL, yaklagik 0,6 mg/mL ila yaklasik 1,6
mg/mL, yaklasik 0,7 mg/mL ila yaklasik 1,6 mg/mL, yaklasik 0,8
mg/mL ila yaklasik 1,6 mg/mL, yaklasik 0,5 mg/mL, yaklasik 0,6
mg/mL, yaklasik 0,7 mg/mL, yaklagik 0,8 mg/mL, yaklagik 0,9
mg/mL, yaklasik 1,0 mg/mL, yaklasik 1,1 mg/mL, yaklasik 1,2
mg/mL, yaklasik 1,3 mg/mL, yaklastk 1,4 mg/mL, yaklasik 1,5
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mg/mL, yaklagik 1,6 mg/mL, yaklasik 12 mg/mL, yaklagik 18 mg/mL,
yaklagik 20 mg/mL, yaklasik 21,8 mg/mL, yaklasik 24 mg/mL, vb.
DOTAP igerebilir. Bir o6rnek diizenekte katyonik su icinde yag
emiilsiyonu, yaklagik 0,8 mg/mL ila yaklasik 1,6 mg/mL, 6rn., 0,8
mg/mL, 1,2 mg/mL, 1,4 mg/mL ya da 1,6 mg/ml DOTARP igerir,

Belirli diizencklerde katyonik lipit, DC Kolesteroldiir. Katyonik su
iginde yag emiilsiyonu, yaklagik 0.1 mg/ml ila yaklasgitk 5 mg/ml
arasinda DC Kolesterol olmak itizere DC Kolesterol igerebilir.
Omegin, katyonik su i¢inde yag emiilsiyonu, yaklasik 0,1 mg/mL ila
yaklagik 5 mg/ml, yaklasik 0,2 mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml, yaklagik
0,3 mg/ml ila yaklagik 5 mg/ml, yaklasik 0,4 mg/ml ila yaklasik 5
mg/ml, yaklasik 0,5 mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml, yaklasik 0,62 mg/ml
ila yaklasik 5 mg/ml, vaklasik 1 mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml, yaklagik
1,5 mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml, yaklasik 2 mg/ml ila yaklasik 5
mg/ml, yaklasik 2,46 mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml, yaklasik 3 mg/ml
ila yaklasik 5 mg/ml, yaklasgtk 3,5 mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml,
yaklasik 4 mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml, yaklasik 4,5 mg/ml ila
yaklagik 5 mg/ml, yaklasik 0,1 mg/ml ile yaklasik 4,92 mg/ml,
yaklagik 0,1 mg/ml ile yaklasik 4.5 mg/ml, yaklasik 0,1 mg/ml ile
yaklasik 4 mg/ml, yaklasik 0,1 mg/ml ila yaklasik 3,5 mg/ml, yaklasik
0,1 mg/ml ila yaklasik 3 mg/ml, yaklasik 0,1 mg/ml ila yaklasik 2,46
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yaklagik 0,3 mg/ml, yaklasik 0,6 mg/ml, yaklasik 0,62 mg/ml, yaklaik
0,9 mg/ml, yaklasik 1.2 mg/ml, yaklasik 2,46 mg/ml, yaklasik 4,92

mg/ml, vb. DC Kolesterol igerebilir. Bir 6rnek diizenekte katyonik su
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0,1 mg/ml ila yaklasik 3 mg/ml, yaklasik 0,1 mg/ml ila yaklasik 2,46
mg/ml, yaklagik 0,1 mg/ml ila yaklagik 2 mg/ml, yaklasik 0,1 mg/ml
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i¢cinde yag emiilsiyonu, yaklasik 0,62 mg/ml ila yaklasik 4,92 mg/ml
arasinda, orn., 2,46 mg/ml DC Kolesterol igerir.

Belirli diizeneklerde katyonik lipit, DDA dir. Katyonik su i¢inde yag
emiilsiyonu, yaklasik 0.1 mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml arasinda DDA
icerebilir. Ornegin, katyonik su icinde yag emiilsiyonu, yaklasik 0.1
mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml, yaklasik 0.1 mg/ml ila yaklasik 4.5
mg/ml, yaklasik 0.1 mg/ml ila yaklasik 4 mg/ml, yaklagik 0.1 mg/ml
ila yaklasik 3.5 mg/ml, yaklasik 0.1 mg/ml ila yaklagik 3 mg/ml,
yaklasik 0.1 mg/ml ila yaklasik 2.5 mg/ml, yaklasik 0.1 mg/ml ila
yaklasik 2 mg/ml, yaklasik 0.1 mg/ml ila yaklasik 1.5 mg/ml, yaklasik
0.1 mg/ml ila yaklasik 1.45 mg/ml, yaklasik 0.2 mg/ml ila yaklagsik 5
mg/ml, yaklagik 0.3 mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml, yaklagik 0.4 mg/ml
ila yaklasik 5 mg/ml, yaklasik 0.5 mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml,
yaklasik 0.6 mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml, vaklagik 0.73 mg/ml ila
yaklagik 5 mg/ml, yaklagik 0.8 mg/ml ila yaklagik 5 mg/ml, yaklagik
0.9 mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml, yaklasik 1.0 mg/ml ila yaklasik 5
mg/ml, yaklasik 1.2 mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml, yaklasik 1.45 mg/ml
ila yaklasik 5 mg/ml, yaklasik 2 mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml, yaklasik
2.5 mg/ml ila yaklagik 5 mg/ml, yaklasik 3 mg/ml ila yaklagik 5
mg/ml, yaklasik 3.5 mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml, yaklasik 4 mg/ml ila
yaklasik 5 mg/ml, yaklasik 4.5 mg/ml ila yaklasik 5 mg/ml, yaklasik
1.2 mg/ml, yaklasik 1.45 mg/ml, vb. DDA icerebilir. Alternatif olarak,
katyonik su i¢inde yag emiilsiyonu, yaklasik 20 mg/ml, yaklasik 21
mg/ml, vaklasik 21.5 mg/ml, yaklasik 21.6 mg/ml, yaklasik 25 mg/ml
DDA igerebilir. Bir ornek diizenekte katyonik su iginde vyag
emiilsiyonu, yaklagik 0.73 mg/ml ila yaklasik 1.45 mg/ml, &m., 1.45
mg/ml DDA igerir.
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Bulusa ait kendi kendini kopyalayan RNA molekiillerini, ¢iplak RNA
olarak veya bir verme sistemi ile kombinasyon halinde bir hedef
organa veya dokuya vermek igin Kkateterler veya benzeri cihazlar
kullanilabilir. Uygun kateterler, drn., ABD Pat. No. 4,186,745;
5,397,307; 5,547,472; 5,674,192; ve 6,129,705 te aciklanir.

Mevcut bulus, iki veya daha fazla RSV proteinini sifreleyen bir kendi
kendini kopyalayan RNA molekiilii vermek, 6rnegin bir immiin yanit
ortaya ¢ikarmak i¢in uygun verme sistemlerinin, 6rn., kapsile edilmis
veya adsorbe edilmis kendi kendini kopyalayan RNA nin bulundugu
lipozomlar, polimer mikropartikiilleri veya mikron alti emilsiyon
mikropartikiillerinin tek baslarina veya bir baska makromolekiil ile
kombinasyon halinde kullanilmasini kapsar. Bulus, adsorbe edilmis
ve/veya kapsiile edilmis kendi kendini kopyalayan RNA
molekiillerinin bulundugu lipozomlar, mikropartikiiller ve mikron alti

emtilsiyonlar ve bunlarin kombinasyonlarini kapsar.

Lipozomlar ve mikron alti emiilsivon mikropartikiilleriyle baglantili
kendi kendini kopyalayan RNA molekiilleri, bir konakg¢t hiicreye etkili
bir seckilde wverilebilir ve kendi kendini kopyalayan RNA’nin

sifreledigi proteine bir immiin yanit indiikleyebilir.

RSV proteinlerini sifreleyen polisistronik kendi kendini kopyalayan
RNA molekiilleri ve polisistronik alfavirtisii replikonlar1 kullanilarak
dretilen VRPler, bir hiicrede RSV proteini kompleksleri olusturmak
i¢in kullamlabilir. Baz1 diizeneklerde bir hiicreye, VRPlerin veya iki
veya daha fazla RSV proteinini veya fragmanim sifreleyen sekanslar

ithtiva eden VRPlerin kombinasyonlart verilir. Baz1 diizeneklerde bir
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hiicreye, kendi kendini kopyalayan RNA molekiilleri veya iki veya
daha fazla RSV proteinini veya fragmanini sifreleyen kendi kendini

kopyalayan RNA molekiilleri verilir,

Anti-RSVY immiin yanit indiikleyici kompozisyon

Anti-RSV immiin yanit indlkleyici kompozisyonlar, bir veya daha
fazla immiinoregiile edici ajan igerebilir. Tercihen immiinoregiile edici
ajanlardan biri veya daha fazlasi, bir veya daha fazla adjuvan, 6érnegin
iki, li¢, dort veya daha fazla adjuvan icerir. Adjuvanlar, asagida da

tartisilan bir TH1 adjuvan ve/veya bir TH2 adjuvanini kapsayabilir.

Bulusa ait kompozisyonlar, adjuvanlar da dahil olmak iizere, bir veya
daha fazla farmasdtik olarak kabul edilebilir tasiyict ve/veya eksipiyan
icerebilir. Bu tlir bilesenlerle ilgili kapsamhi bir tartisma, Gennaro
(2000) Remington: The Science and Practice of Pharmacy. 20Nci
baski, ISBN: 0683306472°de bulunabilir. Kompozisyonlar genel

olarak sulu formda bulunacaktir.

Kompozisyon, tiyomersal veya 2-fenoksietanol gibi prezervatifler
igerebilir. Bununla birlikte asinin, civali materyallerden énemli dlglide
muaf (yani Spg/ml’den az) olmasi, 6mn., tiyomersal icermemesi tercih
edilir. Hi¢ civa ihtiva etmeyen immiinojenik kompozisyonlar daha ¢ok
tercih edilir. Prezervatif i¢ermeyen immiinojenik kompozisyonlar

Ozellikle tercih edilir.

Tonikligin kontrol edilmesi igin bir sodyum tuzu gibi bir fizyolojik tuz

dahil edilmesi tercih edilir. 1 ile 20 mg/mL arasinda mevcut
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olabilecek sodyum kloriir (NaCl) tercih edilir. Mevcut olabilecek
diger tuzlar arasinda, potasyum kloriir, potasyum dihidrojen fosfat,
disodyum fosfat dihidrat, magnezyum klorir, kalsiyum kloriir ve

benzeri bulunur.

Kompozisyonlarin ozmolalitesi genel olarak 200 mOsm/kg ile 400
mOsm/kg arasinda, tercihen 240-360 mOsm/kg arasinda olacak ve
daha tercihen 290-310 mOsm/kg araliginda yer alacaktir.

Kompozisyonlar, bir veya daha fazla tampon igerebilir. Tipik
tamponlar arasinda bir fosfat tamponu, bir Tris tamponu, bir borat
tamponu, bir sukinat tamponu, bir histidin tamponu (6zellikle bir
aliminyum hidroksit adjuvan ile) veya bir sitrat tamponu yer alir.
Tamponlar tipik olarak 5-20mM araliginda yer alacaktir. Bir
kompozisyonun pH'si genel olarak 5,0 ile 8,1 arasinda ve daha tipik
olarak 6,0 ile 8,0 arasinda, ém., 6,5 ile 7,5 arasnda veya 7,0 ile 7.8
arasinda olacaktir. Bu yuzden bulusa ait bir proses, ambalajlanmadan

once vigin asinin pH’sinin ayarlandigi bir adim igerebilir.

Kompozisyon tercihen sterildir. Kompozisyon tercihen pirojenik
degildir, 6rn., doz basma < 1 EU (endotoksin birimi, bir standart 6lgii)
ve tercihen < 0,1 EU ihtiva eder. Kompozisyon tercihen gluten
icermez. Insan asilan tipik olarak yaklagik 0,5 mL’lik bir dozaj
hacminde uygulanir; bununla birlikte cocuklara, yarim doz (yani

yaklasik 0,25 mL) uygulanabilir.

RSV-F polipeptitleri veya RSV-F polipeptidlerim sifreleyen niikleik

asitler ihtiva eden bulusa ait kompozisyonlar ayrica kompozisyonu
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alan bir hastada ortaya c¢ikan immiin yanitlann (hiimoral ve/veya
hiicresel) giiclendirme goérevi gorebilen bir veya daha fazla adjuvan,
ornegin iki, ii¢, dort veya daha fazla adjuvan da igerebilir. Adjuvanlar
arasinda bir TH1 adjuvam ve/veya bir TH2 adjuvani bulunabilir.
Bulusa ait kompozisyonlarda kullamilabilecek adjuvanlar arasinda,
bunlarla simirli olmaksizin, sunlar bulunur:

. Mineral igerikli kompozisyonlar. Bulusta adjuvanlar olarak
kullanima uygun mineral igerikli kompozisyonlar araisnda kalsiyum
tuzlan ve aliminyum tuzlan (ya da bunlarin karisimlart) gibi mineral
tuzlarn bulunur. Bulus, hidroksitler (6., oksihidroksitler), fosfatlar
(6m., hidroksifosfatlar, ortofosfatlar), siilfatlar, vb. gibi mineral tuzlar
ya da farkli mineral bilesiklerinin karisimlarimi kapsar, s6z konusu
bilesikler, uygun herhangi bir form (6rn., jel, kristal, amorf vb.)
alabilirler ve adsorpsiyon tercih edilir. Kalsiyum tuzlar arasinda
kalsiyum fosfat (érn., ABD Patenti No.6355271°de agiklanan "CAP"
partikiiller1) bulunur. Aliiminyum tuzlarnn arasinda hidroksitler,
fosfatlar, siilfatlar ve benzeri bulunur. Mineral igerikli
kompozisyonlar. Ayrica bir metal tuzu partikiilii seklinde de formiile
edilebilir (W0O00/23105). Aliminyum tuzu adjuvanlar1 asagida daha
ayrintili olarak tarif edilmektedir.

. Yag emiilsiyon kompozisyonlan (daha fazla detayl icin asagi
bakiniz). Bulusta adjuvanlar olarak kullanima uygun yag emiilsiyonu
kompozisyonlari  arasinda MF59  (bir  mikro-akigkanlastiric
kullanilarak mikron alt1 partikiiller halinde formiile edilen, %5,
Skualen, %0,5 Tween 80 ve %0,5 Span) gibi skualen-su emiilsiyonlar

bulunur.
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. Sitokin indiikleyici ajanlar (daha fazla detay i¢in agag1 bakimz).
Bulusta kullanima uygun sitokin indiikleyici ajanlar araisnda can
benzeri reseptdr 7 (TLR7) agonistleri (orn. WO 2009/111337.

. Saponins (boliim 22, Vaccine Design: The Subunit and
Adjuvant Approach (eds. Powell & Newman) Plenum Press 1995
(ISBN 0-306-44867-X)’te aciklanan benzonaftiridin bilesikleri) yer
alir ki bunlar, genis bir aralikta bitki tiirlerinin kabugu, vapraklari,
saplar, kokleri ve hatta c¢igeklerinde bulunan sterol glikosidler ve
triterpenoid  glikosidler igeren bir heterolog gruptur. Quillaia
saponaria Molina agacinin kabugundan gelen saponin, adjuvanlar
olarak kapsamli bi¢cimde incelenmistir. Ayrica Smilax ornata
(saparna), Gypsophilla paniculata (gelin duvag) ve Saponaria
officianalis (¢dven) kokenli saponin de ticari olarak temin edilebilir.
Saponin adjuvan formiilasyonlari arasinda QS21 gibi saflasgtirilmis
formiilasyonlar ve ayrica ISCOMlar gibi lipit formiilasyonlar
bulunur. QS21, STIMULON(TM) olarak satilr. Saponin
kompozisyonlari, HPLC ve RP-HPLC kullamlarak saflastinlmistir. Bu
teknikler kullanilarak saflagtirilmis spesifik fraksiyonlar, QS7, QS17,
QS18, QS21, QH-A, QH-B ve QH-C de dahil olmak iizere
tanimlanmistir. Tercihen saponi,n QS21'dir. Bit QS21 iiretme yontemi,
ABD Patenti No. 5,057,540°ta aciklannmustir. Saponin formiilasyonlar
ayrica kolesterol gibi bir sterol de igerebilir (W096/33739).
Saponinler ve kolesteroller iceren kombinasyonlar, immiinouyarici
kompleksler (ISCOMlar) adiyla anilan essiz partikiiller olusturmak
icin kullanilabilir (béliim 23, Vaccine Design: The Subunit and
Adjuvant Approach (eds. Powell & Newman) Plenum Press 1995
(ISBN  0-306-44867-X)). ISCOM’lar tipitk olarak ayrica
fosfatidiletanolamin veya fosfatidilkolin gibi bir fosfolipid de icerir.
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[SCOMlarda herhangi bir bilinen saponin kullanilabilir., Tercihen
ISCOM, QuilA, QHA ve QHC’den birini veya daha fazlasimi icerir.
[SCOMlar ayrica W096/337391, EP-A-0109942 ve WO96/11711°de
de tarif edilir. Istege bagli olarak ISCOMLAR, ilave deterjandan
yoksun olabilir (WO00/07621). Saponin bazli adjuvanlarin
gelistirilmesi ile 1lgili bir inceleme, Barr ve arkadaslar (1998)
Advanced Drug Delivery Reviews 32:247-271 ve Sjolanderet ve
arkadaglart (1998) Advanced Drug Delivery Reviews 32:321-3387de
bulunabilir.

. Enterobakteriyel lipopolisakaritler, fosfolipit bilesikler1 (.,
sentetik fosfolipit dimeri, E6020) ve benzerinden tiiretilen modifiye
edilmis dogal lipit A’lar olan su i¢inde yag emiilsiyonlar1 da dahil
olmak {izere yagh adjuvanlar (daha fazla detay icin asag1 bakiniz).

. Bakteriyel ADP ribosile edici toksinler (orn., E. coli 1siyla
degisken enterotoksin "LT", kolera toksini "CT" veya bogmaca toksini
"PT") ve bunlarin detoksifye edilmis tirevleri, 6rn., LT-K63 ve LT-
R72 olarak bilinen mutant toksinler (Pizza ve arkadaslari (2000) Int J
Med Microbiol 290:455-461). Detoksifiye edilmis ADP ribosile edici
toksinlerin mukozal adjuvanlar olarak kullanimi, W095/17211°de ve
parenteral adjuvanlar olarak kullanimi, WO98/42375 te tarif edilir.

. Biyo-adhesifler ve  muko-adhesifler, 06m., esterlenmis
hiyaluronik asit mikrosferleri (Singh ve arkadaslar1 (2001) J Cont
Release 70:267-276) veya ¢itosan ve bunun tiirevleri (W099/27960).

. Biyo-bozunur ve toksik olmayan materyallerden (orn., bir
poli{a-hidroksi asit), bir polihidroksibutirik asit, bir poliortoester, bir
polianhidrid, bir polikaprolakton ve benzeri) olusturulan, poli(laktit-
ko-glikolid) tercih edilmekle birlikte, bir negatif yiiklii ylizeye (6rn.,
SDS ile) veya bir pozitif yiikli yizeye (6rn., CTAB gibi bir katyonik
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deterjan ile) sahip olmasi igin iste§e bagli olarak igleme tabi tutulan
mikropartikiiller (yani ¢apr ~100 nm ila ~150 um arasinda, daha
tercihen ¢ap1 ~200 nm ila ~30 pwm arasinda veya ¢api ~500 nm ila ~10
pum arasinda olan bir partikiil).

. Lipozomlar (Boliim 13 ve 14, Vaccine Design: The Subunit and
Adjuvant Approach (eds. Powell & Newman) Plenum Press 1995
(ISBN 0-306-44867-X)). Adjuvanlar olarak kullanima uygun lipozom
tformiilasyonlarimin 6rnekleri, ABD Patenti No. 6,090,406, ABD
Patenti No. 5,916,588 ve EP-A-0626169°da tarif edilir.

. Polioksietilen eterler ve polioksietilen esterler (W099/52549).
Bu tir formilasyonlar ayrica polioksietilen sorbitan ester
surfektanlarini bir oktoksinol ile kombinasyon halinde (W0O01/21207)
ve ayrica polioksietilen alkil eterler veya ester surfektanlarini bir
oktoksinol gibi en az bir ilave iyonik olmayan surfektan ile
kombinasyon halinde igerir. Tercih edilen polioksietilen eterler,
asagidaki gruptan segilir: polioksietilen-9-lauril eter (lauret 9),
polioksietilen-9-steoril eter, polioksietilen-8-steoril eter,
polioksietilen-4-lauril  eter,  polioksietilen-35-laurill  eter  ve
polioksietilen-23-lauril eter.

. Muramil  peptitler,  6rn.,,  N-asetilmuramil-L-treonil-D-
izoglutamin ("thr-MDP"), N-asetil-normuramil-L-alanil-D-
izoglutamin (nor-MDP), N-asetilgluksaminil -N-asetilmuramil-L-Al-
D-izoglu-L-Ala-dipalmitoksi  propilamid ("DTP-DPP" vya da
"Theramide™"), N-asetilmuramil-L-alanil -D-1zoglutaminil-L-alanin -
2-(1'-2'dipal-mitoil-sn-glisero-3-hidroksifosforiloksi)-etilamin ("MTP-
PE").

. Bir birinci  Gram-negatif bakteriden hazirlanmis bir dis

membran protein proteozom preparasyonu ile kombinasyon halinde
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bir 1kinci Gram-negatif bakteriden tliretilmis bir lipopolisakarit
preparasyonu; burada dis membran protein proteozom ve liposakarit
preparasyonlari, bir stabil kovalent olmayan adjuvan kompleksi
olusturur. Bu tir kompleksler arasinda Neisseria meningitidis dis
membrani ve lipopolisakaritlerden olusan bir kompleks olan "IVX-
908" bulunur.

. Bir polioksidonyum polimeri (Dyakonova ve arkadaglari (2004)
Int Immunopharmacol 4(13): 1615-23, FR-2859633) veya baska N-
oksidize edilmis polietilen-piperazin tiirevi.

. Metil inosin 5-monofosfat ("MIMP") (Signorelli ve Hadden
(2003) Int Immunopharmacol 3(8):1177-86).

. Bir polihdroksile edilmis pirolizidin bilegigi (W02004/064715),

orn., su formtle sahip olan:

O

HO H
e

RO ~—0DH

NN

CH,CH

burada R, hidrojen, diiz veya dalli, ikame edilmemis veya ikame
edilmis, doymus veya doymamus asil, alkil (érn., sikloalkil),
alkenil, alkinil ve aril gruplarint veya bunlarin farmasétik agidan
kabul edilebilir bir tuzu veya tiirevini kapsayan gruptan secilir.
Ormekler arasinda, bunlarla sinirli olmaksizin, kasuarin, kasuarin-
6-a-D-glukopiranoz, 3-epi-kasuarin, 7-epi-kasuarin, 3,7-diepi-
kasuarin ve benzeri bulunur.

. Bir CDI1d ligandi, 6ém., bir a-glikosilseramid (De Libero ve

arkadaslari, (2005) Nature Reviews Immunology 5:485-496; ABD

Patenti No.5,936,076; Old ve arkadaslari, J Clin Investig, 113:1631-
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1640; US2005/0192248; Yang ve arkadaslar1 (2004) Angew Chem Int
Ed 43:3818-3822; W02005/102049; Goffet ve arkadaslar1 (2004) Am
Chem  Soc  126:13602-13603; WOO03/105769)  (drn., o-
galaktosilseramid), fitosfingosin igerikli a-glikosilseramidler, OCH,
KRN7000 [(2S,35,4R)-1-O-(a-D-galaktopiranosil)-2-(N-
heksakosanoilamino)-1,3,4-oktadekantriol], =~ CRONY-101, 3"-O-
siilfogalaktosilseramid, vb.

. Bir gamma inulin (Cooper (1995) Pharm Biotechnol 6:559-80)
veya bunun tiirevi, 6rn., algammulin.

. Virozomlar ve virlis benzeri partikiiller (VLPler). Bu yapilar
genellikle istege bagli olarak bir fosfolipid ile birlestirilmis veya
formiile edilmis bir virlisten bir veya daha fazla protein ihtiva eder.
Bunlar genellikle patojenik degildir, kopylanmaz ve genellikle
herhangi bir dogal viral genom ihtiva c¢tmez. Viral proteinler, tam
viriislerden rekombinant sekilde {iretilebilir veya izole edilebilir.
Virozomlar veya VLPlerde kullanima uygun olan bu viral proteinler
arasinda influenza viriisii (6rn., HA veya NA), Hepatit B viriisii (6.,
niive veya kapsid proteinleri), Hepatit E viriisli, kizamik virtisii,
Sindbis viriisli, Rotaviriisii, Ayak ve Agiz Hastalifi viriisii, Retroviriis,
Norwalk viriisii, insan Papilloma virtisii, HIV, RNA-fajlar1, QB-fan
(6rn., kilif proteinler1), GA-fan, fr-faji, AP205 faji ve Ty'den (6mn.,

retrotransposon Ty proteini p1) tiiretilen proteinler bulunur.

Bu ve diger adjuvan aktif maddeler, Vaccine Design: The Subunit and
Adjuvant Approach (eds. Powell & Newman) Plenum Press 1995
(ISBN 0-306-44867-X) ve Vaccine Adjuvants: Preparation Methods
and Research Protocols (Cilt 42, Methods in Molecular Medicine
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serisi). ISBN: 1-59259-083-7. Ed. O'Hagan’da daha detayh
tartisilmaktadir.

Kompozisyonlar, iki, ti¢, dort veya daha fazla adjuvan icerebilir.
Ornegin bulusa ait kompozisyonlar avantajli bir sekilde hem bir su
icinde yag emiilsiyonu hem de bir sitokin indiikleyici ajan veya hem
bir mineral igerikli kompozisyon hem de bir sitokin indiikleyici ajan
veya iki adet su i¢inde yag emiilsivonu adjuvani veya iki adet

benzonaftiridin bilesigi, vb. igerebilir.

Bir kompozisyon igerisinde yer alan antijenler ve adjuvanlar tipik

olarak karigim halinde olacaktir.

Yag emiilsivonu adjuvanlarn

Bulusta adjuvanlar olarak kullanima uygun yag emiilsiyonu
kompozisyonlar arasinda skualen-su emiilsiyonlari, 6., MF59 (bir
mikro-akigkanlastiric1  kullamilarak mikron alti partikiiller halinde
formiile edilen, %35, Skualen, %0,5 Tween 80 ve %0,5 Span 85)
bulunur. Tam Freund adjuvam (CFA) ve tam olmayan Freund

adjuvam (IFA) da kullanilabilir.

Cesitli su icinde yag emiilsiyonlar1 bilinmektedir, ve bunlar tipik
olarak en az bir adet yag ve en az bir adet surfektan igerir ve bu
yag(lar) ve surfektan(lar), biyo-bozunur (metabolize edilebilir) ve
biyouyumludur. Emiilsiyondaki yag damlaciklarinin ¢apir genelde 5
pum'den kisadir ve hatta ¢api, mikron alti bile olabilir; bu kiicik

ebatlara, stabil emiilsiyonlar saglamak i¢in bir mikro-akigkanlastiric
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ile ulagilir. Ebadi 220 nm'nin altinda olan damlaciklar tercih edilir,
¢linkii bunlar, filtreli sterilizasyona tabi tutulabilir.

Bulus, bir hayvan (balik gibi) veya sebze kaynagindan olanlar gibi
yaglarla birlikte kullamilabilir. Bitkisel yag kaynaklar1 arasinda
kabuklu yemisler, tohumlar ve tahillar bulunur. Yerfistig1 yagi, soya
fasulyesi yagi, hindistancevizi yagi ve en yaygm olarak bulunan
zeytinyagl, kabuklu yemis yaglarinin &rnekleridir. Orn., jojoba
tanesinden elde edilen jojoba yagi kullanilabilir. Tohum yaglar
arasinda yalanci safran yagi, pamuk tohumu yagi, ay¢icegl tohumu
yagl, susam tohumu yagi ve benzerleri yer alir. Tahil grubunda misir
yagl en kolay bulunamidir ancak bugday, yulaf, ¢avdar, piring, tef,
tritikale ve benzerleri gibi diger tahil tanelerinin yagi da kullamlabilir,
Gliserol ve 1,2-propandioliin 6-10 karbonli yagh asit esterleri, tohum
yaglarinda dogal yollarla meydana gelmezken sert kabuklu yemis ve
tohum yaglarindan baslayarak uygun materyallerin hidrolizi, ayrilmasi
ve esterlenmesi yoluyla hazirlanabilir. Memelilerin siitiinden kati ve
stvi  yaglar metabolize edilebilir ve bu nedenle bu bulusun
uygulanmasinda kullanilabilir. Ayirma, saflastirma, sabunlastirma
prosediirleri ve hayvansal kaynaklardan saf yaglar elde etmek i¢in
gerecken diger yontemler, bu konuda iyi bilinir. Cogu balikta,
kolaylikla geri kazanilabilen metabolize edilebilir yaglar bulunur.
Omegin, morina balig yag1, kopek baligi yaglan ve ispermecet gibi
balina yagi, burada kullanilabilecek balik yaglarinin birkagina
ornektir. Bir¢ok dalli zincirli yag, 5-karbon izopren birimleri halinde
biyokimyasal olarak sentezlenir ve genellikle terpenoitler olarak anilir.
Kopekbaligr karacigern vyagi, skualen, 2,6,10,15,19,23-heksametil-
2,6,10,14,18-22-tetrakosaheksan olarak bilinen ki bu, burada 6zellikle

tercih edilir, dalli, doymamms bir terpenoid ihtiva eder. Skualenin



10

15

20

25

79

ile ulagilir. Ebadi 220 nm'nin altinda olan damlaciklar tercih edilir,
¢linkii bunlar, filtreli sterilizasyona tabi tutulabilir.

Bulus, bir hayvan (balik gibi) veya sebze kaynagindan olanlar gibi
yaglarla birlikte kullamilabilir. Bitkisel yag kaynaklar1 arasinda
kabuklu yemisler, tohumlar ve tahillar bulunur. Yerfistig1 yagi, soya
fasulyesi yagi, hindistancevizi yagi ve en yaygm olarak bulunan
zeytinyagl, kabuklu yemis yaglarinin &rnekleridir. Orn., jojoba
tanesinden elde edilen jojoba yagi kullanilabilir. Tohum yaglar
arasinda yalanci safran yagi, pamuk tohumu yagi, ay¢icegl tohumu
yagl, susam tohumu yagi ve benzerleri yer alir. Tahil grubunda misir
yagl en kolay bulunamidir ancak bugday, yulaf, ¢avdar, piring, tef,
tritikale ve benzerleri gibi diger tahil tanelerinin yagi da kullamlabilir,
Gliserol ve 1,2-propandioliin 6-10 karbonli yagh asit esterleri, tohum
yaglarinda dogal yollarla meydana gelmezken sert kabuklu yemis ve
tohum yaglarindan baslayarak uygun materyallerin hidrolizi, ayrilmasi
ve esterlenmesi yoluyla hazirlanabilir. Memelilerin siitiinden kati ve
stvi  yaglar metabolize edilebilir ve bu nedenle bu bulusun
uygulanmasinda kullanilabilir. Ayirma, saflastirma, sabunlastirma
prosediirleri ve hayvansal kaynaklardan saf yaglar elde etmek i¢in
gerecken diger yontemler, bu konuda iyi bilinir. Cogu balikta,
kolaylikla geri kazanilabilen metabolize edilebilir yaglar bulunur.
Omegin, morina balig yag1, kopek baligi yaglan ve ispermecet gibi
balina yagi, burada kullanilabilecek balik yaglarinin birkagina
ornektir. Bir¢ok dalli zincirli yag, 5-karbon izopren birimleri halinde
biyokimyasal olarak sentezlenir ve genellikle terpenoitler olarak anilir.
Kopekbaligr karacigern vyagi, skualen, 2,6,10,15,19,23-heksametil-
2,6,10,14,18-22-tetrakosaheksan olarak bilinen ki bu, burada 6zellikle

tercih edilir, dalli, doymamms bir terpenoid ihtiva eder. Skualenin



10

15

20

25

80

doymus analogu olan skualan da tercih edilen yagdir. Skualen ve
skualan da dahil olmak ftizere balik yaglari, ticari kaynaklardan
kolayca temin edilebilir veya bu konuda bilinen yontemlerle elde
edilebilir. Tercih edilen diger yaglar, tokoferollerdir (asagiya bakiniz).

Yaglarin karisimlar kullanilabilir.

Surfektanlar, 'HLB'lerine (hidrofil/lipofil dengesi) gore
siniflandirilabilir. Bulusa ait tercih edilen surfektanlarin HLB’s1, en az
10, tercihen en az 15 ve daha tercihen en az 16’dir. Bulus, bunlarla
sinith  olmaksizin asagidakiler gibi surfektanlar ile kullanilabilir:
polioksietilen sorbitan ester surfektanlar1 (genellikle Tweenler olarak
anilir), 6zellikle polisorbat 20 ve polisorbat 80; DOWFAX(TM) ticari
adi altinda satilan, etilen oksit (EO), propilen oksit (PO) ve/veya
butilen oksit (BO) kopolimerleri, 6rn., lincer EO/PO blok
kopolimerlert; oktoksinol-9 (Triton X-100 veya t-
oktilfenoksipolietoksietanol) ézel i1lgi konusu olmak tizere, tekrar eden
etokst (oksi-1,2-etandiil) grubu sayisi degisebilen oktoksinoller;
(oktilfenoksi)polietoksietanol (IGEPAL CA-630/NP-40);
fosfatidilkolin (lesitin) gibi fosfolipidler; TERGITOL(TM) NP serisi
gibi nonilfenol etoksilatlar; lauril, setil, stearil ve oleil alkollerden
tiiretilen polioksietilen yagh eterler (Brij surfektanlan olarak bilinir),
om., trietilenglikol monolauril eter (Brij 30) ve sorbitan esterler
(genellikle SPANIar olarak bilinir), 6rn., sorbitan trioleat (Span 85) ve
sorbitan monolaurat. Iyonik olmayan surfektanlar tercih edilir.
Emiilsiyvona dahil edilmesi tercih edilen surfektanlar, Tween 80(TM)
(polioksietilen sorbitan monooleat), Span 85 (sorbitan trioleat), lesitin

e Triton X-100'dir.
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Surfektan karisimlar, 6rn., TWEEN 80 (TM)/Span 85 karigimlari
kullanilabilir. Polioksietilen sorbitan monooleat (Tween 80(TM)) gibi
bir polioksietilen sorbitan ester ile t-oktilfenoksipolietoksietanol
(Triton X-100) gibi bir oktoksinoliin bir kombinasyonu da uygundur.
Bir bagka faydali kombinasyon, lauret 9 art1 bir polioksietilen sorbitan

ester ve/veya bir oktoksinol igerir.

Tercih edilen surfektan miktarlart (agirliga gore %) soyledir:
polioksietilen sorbitan esterler (6rn., TWEEN 80(TM)), %0,01 ila 1,
ozellikle yaklasik %0,1; oktil- veya nonilfenoksi polioksietanoller
(6., Triton X-100 ya da Triton serisindeki diger deterjanlar), %0,001
ila 0,1, ozellikle %0,005 ila 0,02; polioksietilen eterler (6rn., lauret 9),
%0.1 ila 20, tercihen %0,1 ila 10 ve 6zellikle 90,1 ila 1 veya yaklasik
%0,5.

Bulusla faydali spesifik su icinde yag emilsiyonu adjuvanlari
arasinda, bunlarla simirli olmaksizin, asagidakiler yer alir; Skualen,
Tween 80(TM) ve Span 85 igeren bir mikron alti emiilsiyon.
Emiilsiyonun hacme goére kompozisyonu, yaklasik %35 skualen,
yaklasik %0,5 polisorbat 80 ve yaklasik %0,5 Span 85 olabilir. Agirlik
bakimindan bu oranlar, %4.3 skualen, %0.5 polisorbat 80 ve %0.48
Span 85 olur. Bu adjuvan, '"MF59' olarak bilinir (W090/14837; Podda
& Del Giudice (2003) Expert Rev Vaccines 2:197-203; Podda (2001)
Vaccine 19: 2673-2680), Béliim 10, Vaccine Design: The Subunit and
Adjuvant Approach (eds. Powell & Newman) Plenum Press 1995
(ISBN 0-306-44867-X) ve bélum 12, Vaccine Adjuvants: Preparation
Methods and Rescarch Protocols (Cilt 42, Methods in Molecular
Medicine series). ISBN: 1-59259-083-7. Ed. O'Hagan’da daha detayh
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tarif edilmektedir. MF59 emiilsiyonu avantajh sekilde sitrat iyonlar,
orn., 10 mM sodyum sitrat tamponunu i¢erir.

Skualen, bir tokoferol ve TWEEN 80(TM) igeren bir emiilsiyon.
Emiilsiyon, fosfat tamponlu tuz igerebilir. Ayrica Span 85 (6rn., %1)
ve/veya lesitin de i¢erebilir, Bu emiilsiyonlar, %2 1la 10 aras1 skualen,
%?2 1la 10 aras1 tokoferol ve %0,3 ila 3 TWEEN 80(TM) igerebilir ve
skualen:tokoferol agirlik orani tercihen < 1°dir ¢linkli bu, daha stabil
bir emiilsiyon saglar. Skualen ve TWEEN 80(TM), yaklagik 5:2’lik
hacim oraninda mevcut olabilir. Bu tir bir emiilsiyvon, TWEEN
80(TM)’nin PBS igerisinde ¢oziindiiriilmesiyle %2’lik bir cozelti elde
edilmesi, daha sonra bu ¢ozeltiden 90 mL’ nin (5 g DL-ua-tokoferol ve
5 mL skualen) i¢eren bir karisim ile karistirilmasi ve sonra karigimin
mikroakiskanlastirilmast yoluyla vyapilabilir. Sonugta e¢lde edilen
emiilsiyonda, 6rn., ortalama c¢ap1 100 ile 250 nm arasinda, tercihen
yaklagik 180nm olan mikron alt1 yag damlacilari bulunabilir.

Skualen, bir tokoferol ve bir Triton deterjani (0rn. Triton X-100) iceren
bir emilsiyon. Emiilsiyon ayrica bir 3d-MPL (asagida bakiniz) de
igerebilir. Emiilsiyon, bir fosfat tamponu ihtiva edebilir.

Bir polisorbat (0rn., polisorbat 80), bir Triton deterjant (6rn., Triton
X-100) ve bir tokoferol (Orn., bir a-tokoferol sukinat) igeren bir
emiilsiyon. Emiilsiyon, bu ii¢ bilesemi vyaklasik 75:11:10 Kkiitle
oraninda (6rm. 750 pug/ml polisorbat 80, 110 pg/ml Triton X-100 ve
100 pg/ml a-tokoferol sukinat) icerebilir ve bu konsantrasyonlar, bu
bilesenlerin  antijenlerden herhangi bir katkisim  igermelidir.
Emiilsivon bir skualen de igercbilir. Emiilsiyon ayrica bir 3d-MPL
(asagida bakiniz) de icerebilir. Sulu faz, bir fosfat tamponu ihtiva

edebilir.
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Skualan, polisorbat 80 ve poloksamer 401 (“PLURONIC(TM) L1217)
igeren bir emiilsiyon. Emilsiyon, fosfat tamponlu tuz, pH 7,4 halinde
formiile edilebilir. Bu emiilsiyon, muramil dipeptitler i¢in faydali bir
verme aracidir ve "SAF-1" adjuvani igerisinde treonil-MDP ile birlikte
kullamlmistir (Allison ve Byars (1992) Res Immunol 143:519-25)
(%0.05-1 Thr-MDP, %5 skualan, %2.5 Pluronic L121 ve% 0.2
polisorbat 80). Bu ayrica "AF" adjuvaninda oldugu gibi Thr-MDP
olmadan da kullanilabilir (Hariharan ve arkadaglart (1995) Cancer Res
55:3486-9) (%S skualan, %1.25 Pluronic L121 ve %0.2 polisorbat
80). Mikro-akiskanlastirma tercih edilir.

Skualen, bir sulu solvent, bir polioksietilen alkil eter hidrofilik iyonik
olmayan surfektan (6rn., polioksietilen (12) setostearil eter) ve bir
hidrofobik ivonik olmayan surfektan (6rn., sorbitan monoleat veya
'Span 80' gibi bir sorbitan ester veya mannid ester) igeren bir
emiilsiyon. Emiilsiyon tercithen 1siltersinirdir  ve/veya  yag
damlaciklarimin en azindan %90 1min ebadi (hacme gore), 200 nm’nin
altmdadir. Emiilsiyon ayrica sunlardan birini veya daha fazlasini da
igerebilir: alditol, bir kriyo-koruyucu ajan (6rn., bir seker, o6rn.,
dodesilmaltosid ve/veya sukroz) ve/veya alkilpoliglikosid. Bu tiir
emiilsiyonlar liyofilize edilmis olabilir.

%0,5-50 oraninda bir yag, %0,1-10 oraninda bir fosfolipid ve %0,05-5
oraninda bir iyonik olmayan surfektan iceren bir emiilsiyon.
WQO95/11700 referansinda tarif edildigi gibi tercih edilen fosfolipit
bilesenleri, fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin,
tosfatidilinositol, fosfatidilgliserol, fosfatidik asit, sfingomiyelin ve
kardiyolipindir. Mikron alti damlacik biiyiikliikleri avantajlidir.

Bir metabolize edilebilir olmayan yag (6rn., hafif mineral yag) ve en

az bir adet surfektan (6rn., lesitiny TWEEN 80(TM) veya Span 80)
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iceren bir mikron alti su ic¢inde yag emiilsiyonu. QuilA saponin,
kolesterol, bir saponin-lipofil konjugatt (6rn., GPI-0100, ABD Patenti
No0.6,080,725’te tarif edilmistir, alifattk aminin desasilsaponine,
glukuronik asidin karboksil grubu vasitasiyla ilave edilmesi suretiyle
uretilmistir), dimetildioktadesilamonyum bromiir ve/veya N,N-
dioktadesil-N,N-bis (2-hidroksietil)propandiamin gibi katki maddeleri
dahil edilebilir.

Bir mineral yagi, bir iyonik olmayan lipofilik etoksile edilmis yagh
alkol ve bir iyonik olmayan hidrofilik surfektan (6rn., bir etoksile
edilmis yagh alkol ve/veya polioksietilen-polioksipropilen blok
kopolimeri) iceren bir emiilsiyon.

Bir mineral yag, bir iyonik olmayan hidrofilik etoksile edilmis yagh
alkol ve bir iyonik olmayan lipofilik surfektan (&rn., bir etoksile
edilmis yagh alkol ve/veya polioksietilen-polioksipropilen blok
kopolimeri) igeren bir emiilsiyon.

Bir saponin (érn., QuilA veya QS21) ve bir sterolin (érn., bir
kolesterol) helis miseller seklinde birlestirildigi bir emiilsiyon

(WO2005/097181).

Emiilsiyonlar, verme sirasinda antijen ile irticalen karistirilabilir.
Boylece adjuvan ve antijen, kullanim sirasinda nihai formiilasyon igin
hazir ambalajlanmis veya dagitimi yapilan bir as1 icinde ayr ayn
tutulabilir. Antijen genellikle bir sulu formda olacaktir, bdylelikle
ast,son olarak iki sivinin karistirilmasiyla hazirlanir. Kanistirilacak iki
sivinin hacim orani degiskenlik gosterebilir (6rn., 5:1 ile 1:5 arasinda)

ancak genellikle yaklasik 1:1°dir.
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Sitokin indiikleyici ajanlar

Bulusa ait kompozisyonlar icerisine dahil edilme amacl sitokin
indiikleyici ajanlar, bir hastaya uygulandigi durumda, immiin sistemin,
interferonlar ve interlokinler dahil olmak iizere sitokin salmasini
saglayabilir, Tercih edilen ajanlar, sunlardan birinin veya daha
fazlasinin  salinmasint  saglayabilir:  interferon-y; interldkin-1;
interlokin-2; interlokin-12; TNF-a; TNF-B ve GM-CSF. Tercih edilen
ajanlar, bir Th1 tipi immiin yamtla iligkili sitokinlerin, 6érn., interferon-
v, TNF-q, interlokin-2’nin salinmasim saglar. Hem interferon-y hem

de interlokin-2’nin her ikisinin de uyarilmasi tercih edilir.

Boylelikle bulusa ait bir kompozisyonu almasi sonucu bir hastada, bir
RSV F proteini ile uyarildigi durumda, arzu edilen sitokin(ler)
antijenc 6zel bir sckilde salacak T hiicreleri olacaktir. Ornegin
kanlarindan saflagtinlan T hiicreleri, in vifro F proteinine maruz
birakildig: durumda y-interferon salacaktir. Periferal kan mononiikleer
hiicrelerinde (PBMC) bu tiir tepkileri 6lgme yontemleri, bu konuda
bilinir ve bunlar arasinda, ELISA, ELISPOT, akis sitometrisi ve
gercek zamanli PCR bulunur. Ornegin Tassignon ve arkadaslar
(2005) J Immunol Meth 305:188-98’de, tetanos toksoidine karsi
antijene 6zel T hiicresi aracihiginda immiin yanitlarin, spesifik olarak
y-interferon yantlarimin izlendigi ve ELISPOT’un, antijene o¢zel
TT’nin indiikkledigi yanitlarin spontan yanitlardan ayrilmasinda en
hassas yontem oldugunun ancak akis sitometrisiyle intrasitoplazmik
sitokin saptamasinin, yeniden uyarici etkilerin saptanmasinda en

verimli yontem oldugunun bulundugu bir ¢alismayi bildirir.
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Uygun sitokin indiikleyici ajanlar arasinda, bunlarla sinirli olmaksizin,
asagidakiler yer alir:

Bir immiinouyarici oligoniikleotit, 6rn., bir Cpg motifi ithtiva eden biri
(bir fosfat bagiyla bir guanosine baglanmis metile edilmemis bir
sitosin 1htiva eden bir dintikleotit sekans1) veya bir ¢ift iplik¢ikli RNA
veya bir palindromik sekans ihtiva eden bir oligoniikleotit veya bir
poli{(dG) sekansi ihtiva eden bir oligoniikleotit.

3-O-deasile edilmis monofosforil lipit A ('3dMPL', 'MPL (TM)’
olarak da bilinir) (Myers ve arkadaslan (1990) sayfa 145-156, Cellular
and molecular aspects of endotoxin reactions,; Ulrich (2000) Bélim 16
(sayfa 273-282), Vaccine Adjuvants: Preparation Methods and
Research Protocols (Cilt 42, Methods in Molecular Medicine series).
ISBN: 1-59259-083-7. Ed. O'Hagan; Johnson ve arkadaglari (1999) J
Med Chem 42:4640-9; Baldrick ve arkadaslari (2002) Regulatory
Toxicol Pharmacol 35:398-413).

Bir imidazokinolin bilesigi, ém., IMIQUIMOD (TM) ("R-837")
(ABD Patenti No. 4,680,338, ABD Patentt No. 4,988,815),
RESIQUIMOD (TM) ("R-848") (W(092/15582) ve bunlarin analoglari
ve bunlarin tuzlart (6rn., hidrokloriir tuzlar). Immiinouyaric
imidazokino ¢izgileri ile 1lgili diger detaylar, Stanley (2002) Clin Exp
Dermatol 27:57 1-577; Wu ve arkadaslart (2004) Antiviral Res.
64(2):79-83; Vasilakos ve arkadaslart (2000} Cell Immunol.
204(1):64-74; ABD Patentleri No. 4689338, 4929624, 5238944,
5266575, 5268376, 5346905, 5352784, 5389640, 5395937, 5482936,
5494916, 5525612, 6083505, 6440992, 6627640, 6664264, 6664265,
06667312, 6677347, 6677348, 6677349, 6683088, 6703402, 6743920,
6800624, 6809203, 6888000 ve 6924293; ve Jones (2003) Curr Opin
Investig Drugs 4:214-218’de bulunabilir.
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Bir benzonaftiridin bilesigi, &rn.: (a) su formiile sahip bir bilegik:

burada:

R*, H, halojen, -C(O)OR’, -C(O)R’, -C(O)N(R''R'), -N(R''R"™), -
N(R”), -NHN(R),, -SR’, -(CH,),OR’, -(CH.).R’, -LR®, -LR", -
OLR®, -OLR'", C,-Cgalkil, C,-Csheteroalkil, C,-Cghaloalkil, C-
Cgalken, C,-Cgalkin, C,-Cgsalkoksi, C;-Cshaloalkoksi, aril, heteroaril,
Cy-Cysikloalkil ve Cs-Cgheterosikloalkil arasindan secilir, burada
R*in C,-Cgalkil, C;-Cgheteroalkil, C;-Cghaloalkil, C,-Csalken, C,-
Cgalkin, C,-Csalkoksi, C,-Cghaloalkoksi, aril, heteroaril, Cs-
Cgsikloalkil ve Csi-Cgheterosikloalkil gruplarindan her biri, birbirinden
bagimsiz olarak halojen, -CN, -NO,, R’ - OR®, -C(O)Rg, -OC(O)RS, -
C(OYOR®, -N(R"),, -P(O)OR®,, - OP(O)OR®), -P(O)OR'Y),, -
OP(O)(OR"),, -C(O)N(R’),, -S(0).R®, -S(O)R®, -S(0);N(R%), ve -
NR’S(0),R® arasindan secilen 1 ila 3 ikame edici ile istege bagh
olarak ikame edilmistir;

her bir L, birbirinden bagimsiz olarak, bir bag, -(O(CH;)m)-, Ci-
Csalkil, C,-Cgalkenilen ve C,-Cgalkinilen arasindan secilir, burada
L’ye ait C;-Cgalkil, C;-Csalkenilen ve C,-Cgalkinilenden her biri,
birbirinden bagimsiz olarak, halojen, R®, —ORS, - N(Rg)z, -
P(O)(OR™),, -OP(O)(OR®),, -P(O)}OR'"), ve -OP(O)(OR '), arasindan
secilen 1 ila 4 ikame edici ile istege baglh olarak ikame edilmistir;

R’, H, C,-Cgalkil, aril, heteroaril, Cs-Cgsikloalkil, C,-Cgheteroalkil,
C-Cghaloalkil, C,-Cgalken, C,-Cgalkin, C,-Cgalkoksi, C-

Cshaloalkoksi ve Cs-Cgheterosikloalkil arasindan secilir, burada
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R7nin C,-Cgalkil, aril, heteroaril, Cs-Cssikloalkil, C,-Cgheteroalkil,
C;-Cg¢haloalkil, C,-Cgalken, C,-Csalkin, C;-Csalkoksi, C;-
Cghaloalkoksi ve C;-Cgheterosikloalkil gruplarindan her biri, 1 ila 3
R" grubu ile istege bagli olarak ikame edilmistir;

her bir R®, birbirinden bagimsiz olarak, H, -CH(R'®),, C,-Csalkil, C»-
Cgalken, C,-Cgalkin, C,-C¢haloalkil, C,-Cgalkoksi, C-Csheteroalkil,
C;-Cgsikloalkil, C,-Cgheterosikloalkil, C;-Cghidroksialkil wve C;-
Cshaloalkoksi araisndan segilir, burada R¥in C,-Cgalkil, C,-Cgalken,
Cy-Cgalkin, C;-Cgheteroalkil, C;-Cghaloalkil, C,-Cealkoksi, Cs-
Cgsikloalkil, C,-Cgheterosikloalkil, C-Cghidroksialkil ve C;-
Cghaloalkoksi gruplarindan her biri, birbirinden bagimsiz olarak, -CN,
R -OR", -SR", -C(O)R", -OC(O)R", -C(O)N(R"),, -C(O)OR", -
NR’C(O)R", -NRR', -NR'R", -NR", - OR’, -OR", -
C(ONR''R'?, -C(O)NR'"'OH, -S(0),R", -S(O)R'', -S(0),NR''R"?, -
NR''S(0),R", -P(O}OR'"), ve -OP(O)}OR'"), arasindan secilen 1 ila
3 ikame edici ile 1stege bagh olarak ikame edilmistir;

her bir R’, birbirinden bagimsiz olarak, H, -C(O)R®, -C(Q)OR®, -
C(OR", -C(OYOR ", -S(0),R", -C,-C; alkil, C,-Cy heteroalkil ve Cs-
C sikloalkil arasindan segilir veya her bir R’ birbirinden bagimsiz
olarak, eklendigi N ile birlikte bir C;-Cgheterosikloalkil olusturan bir
C,-Cgalkildir, burada C;-Cgheterosikloalkil halkasi istege bagh olarak
N, O ve S arasindan secilen ilave bir heteroatom ihtiva eder ve burada
R’ "un C;-Cg alkil, C;-C¢ heteroalkil, Cs-Cq sikloalkil veya Cs-
Cgheterosikloalkil gruplarindan her biri, birbirinden bagimsiz olarak, -
CN, R", -OR", -SR"!, -C(O)R", -OC(O)R", -C(0)OR"', -NR''R", -
C(ONR'"R", -C(O)NR''OH, -S(O),R'", -S(O)R", -S(0),NR''R", -
NR''S(0),R", -P(O}OR'), ve -OP(O)OR'"), arasindan secilen 1 ila

3 ikame edici ile istege bagl olarak itkame edilmistir;
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C,-Cgalkildir, burada C;-Cgheterosikloalkil halkasi istege bagh olarak
N, O ve S arasindan secilen ilave bir heteroatom ihtiva eder ve burada
R’ "un C;-Cg alkil, C;-C¢ heteroalkil, Cs-Cq sikloalkil veya Cs-
Cgheterosikloalkil gruplarindan her biri, birbirinden bagimsiz olarak, -
CN, R", -OR", -SR"!, -C(O)R", -OC(O)R", -C(0)OR"', -NR''R", -
C(ONR'"R", -C(O)NR''OH, -S(O),R'", -S(O)R", -S(0),NR''R", -
NR''S(0),R", -P(O}OR'), ve -OP(O)OR'"), arasindan secilen 1 ila

3 ikame edici ile istege bagl olarak itkame edilmistir;
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her bir R', birbirinden bagimsiz olarak, aril, C;-Cgsikloalkil, Cs-
Csheterosikloalkil ve heteroaril arasindan segilir, burada aril, Cs-
Cgsikloalkil, Cs-Cgheterosikloalkil ve heteroaril gruplari, halojen, —RS,
-ORY, -LR’, -LOR’, -N(R"),, -NR’C(O)R®, -NR’CO,R®, -CO,R?, -
C(O)R® ve -C(O)N(R”), arasindan secilen 1 ila 3 ikame edici ile istege
bagli olarak ikame edilmistir;

R" ve Rlz, birbirinden bagimsiz olarak, H, C,-Cgalkil, C;-
Csheteroalkil, C-Cshaloalkil, aril, heteroaril, C;-Cgsikloalkil ve Cs-
Csheterosikloalkil arasindan secilir, burada R'' ve R'*’nin C,-Cgalkil,
C-Ceheteroalkil, C,-Cgshaloalkil, aril, heteroaril, C;-Cgsikloalkil ve
C3-Csheterosikloalkil gruplarindan her biri, birbirinden bagimsiz
olarak, halojen, -CN, R® -OR®, -C(O)R®, -OC(O)R®, -C(Q)OR?, -
NR”,  -NR'C(OR’, -NR'C(O)OR®?, -C(ONR’),  Cs-
Csheterosikloalkil, -S(O)R®, -S(OLN(R’),, -NR'S(O),R®, C;-
Cghaloalkil ve C,-Cgzhaloalkoksi arasindan segilen 1 1la 3 ikame edici
ile istege bagh olarak ikame edilmistir;

veya R'" ve R'™den her biri, birbirinden bagimsiz olarak, C;-
Cealkildir ve eklendigi N atomu ile birlikte alindiginda, istege bagh
olarak N, O ve S arasindan segilen ilave bir heteroatom ihtiva eden bir
istege bagh olarak 1kame edilmis C;-Cgheterosikloalkil halkasi
olusturur;

her bir R", birbirinden bagimsiz olarak, halojen, -CN, -LR’, -LOR’, -
OLR’, -LR", -LOR'", -OLR'Y, -LR® -LOR®, -OLR®, -1.SR®, -LSR'?, -
LC(O)R®, -OLC(O)R®, -LC(OYOR®, -LC(O)R', -LOC(O)OR?, -
LC(ONR’R", -LC(O)NR’R®, -LN(R"),, -LNR’R®, -LNR’R', -
LC(O)N(R"),, -LS(0):R®, -LS(O)R?, -LC(O)NR*OH, -LNR’C(O)R?, -
LNR’C(OYOR?, -LS(0),N(R"),, - OLS(0),N(R"),, -LNR’S(0O),R?, -
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her bir R', birbirinden bagimsiz olarak, aril, C;-Cgsikloalkil, Cs-
Csheterosikloalkil ve heteroaril arasindan segilir, burada aril, Cs-
Cgsikloalkil, Cs-Cgheterosikloalkil ve heteroaril gruplari, halojen, —RS,
-ORY, -LR’, -LOR’, -N(R"),, -NR’C(O)R®, -NR’CO,R®, -CO,R?, -
C(O)R® ve -C(O)N(R”), arasindan secilen 1 ila 3 ikame edici ile istege
bagli olarak ikame edilmistir;

R" ve Rlz, birbirinden bagimsiz olarak, H, C,-Cgalkil, C;-
Csheteroalkil, C-Cshaloalkil, aril, heteroaril, C;-Cgsikloalkil ve Cs-
Csheterosikloalkil arasindan secilir, burada R'' ve R'*’nin C,-Cgalkil,
C-Ceheteroalkil, C,-Cgshaloalkil, aril, heteroaril, C;-Cgsikloalkil ve
C3-Csheterosikloalkil gruplarindan her biri, birbirinden bagimsiz
olarak, halojen, -CN, R® -OR®, -C(O)R®, -OC(O)R®, -C(Q)OR?, -
NR”,  -NR'C(OR’, -NR'C(O)OR®?, -C(ONR’),  Cs-
Csheterosikloalkil, -S(O)R®, -S(OLN(R’),, -NR'S(O),R®, C;-
Cghaloalkil ve C,-Cgzhaloalkoksi arasindan segilen 1 1la 3 ikame edici
ile istege bagh olarak ikame edilmistir;

veya R'" ve R'™den her biri, birbirinden bagimsiz olarak, C;-
Cealkildir ve eklendigi N atomu ile birlikte alindiginda, istege bagh
olarak N, O ve S arasindan segilen ilave bir heteroatom ihtiva eden bir
istege bagh olarak 1kame edilmis C;-Cgheterosikloalkil halkasi
olusturur;

her bir R", birbirinden bagimsiz olarak, halojen, -CN, -LR’, -LOR’, -
OLR’, -LR", -LOR'", -OLR'Y, -LR® -LOR®, -OLR®, -1.SR®, -LSR'?, -
LC(O)R®, -OLC(O)R®, -LC(OYOR®, -LC(O)R', -LOC(O)OR?, -
LC(ONR’R", -LC(O)NR’R®, -LN(R"),, -LNR’R®, -LNR’R', -
LC(O)N(R"),, -LS(0):R®, -LS(O)R?, -LC(O)NR*OH, -LNR’C(O)R?, -
LNR’C(OYOR?, -LS(0),N(R"),, - OLS(0),N(R"),, -LNR’S(0O),R?, -
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LC(O)NR’LN(R”),, -LP(O)(OR®),, -LOP(O)OR®),, -LP(O)(OR'"), ve
-OLP(O)OR'"), arasindan secilir;

her bir R*, birbirinden bagimsiz olarak, R®, -R7, -OR’, -OR®, -R'’, -
OR", -SR®, -NO,, -CN, -N(R’),, -NR’C(O)R?, -NR’C(S)R®, -
NR’C(O)N(R”),, -NR’C(S)N(R"),, -NR’CO,R®, -NR’NR’C(O)R?, -
NR'NR’C(O)N(R?),, -NR’NR’CO,R", -C(O)C(O)R®, -
C(O)CH,C(O)R®, -CO.R®, -(CH,),CO,R®, -C(O)R®, -C(SR®, -
C(ON(R”),, -C(SN(R’),, -OC(O)N(R),, -OC(O)R?, -C(ON(OR*R?,
C(NORHR?, -S(O):R®, -S(O)R%, -SO,N(R"), -S(OR®, -
NR’SO,N(R”),, -NR’SO.R®, -P(O}OR®,, - OP(O)ORY),, -
P(O)(OR'"),, -OP(OYOR'"),, -N(ORYHR®, -CH=CHCO,R®, -C(=NH)-
N(R"), ve -(CH,),NHC(O)R® arasindan secilir veya A Halkas:
tizerindeki iki komgu R”* ikame edicisi, halka elemanlar: olarak iki
kadar heteroatom ihtiva eden 5-6 liyeli bir halka olusturur;

n, her bir durumda birbirinden bagimsiz olarak, 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7
veya 8’dir; her bir m, birbirinden bagimsiz olarak, 1, 2, 3, 4, 5 ve 6
arasindan secilir ve

t,1,2,3,4,5,6,7veya 8dir; (b) su formiile sahip bir bilesik:

burada:

R*, H, halojen, -C(O)OR’, -C(O)R”, -C(ON(R''R"), -N(R''R"), -
N(R”),, -NHN(R",, -SR’, -(CH,),OR’, -(CH,),R’, -LR?, -LR'’, -
OLR®, -OLR', (C,-Cqlkil, C,-Cgheteroalkil, C;-Cghaloalkil, Cs-
Cgalken, C,-Cgalkin, C;-Cgalkoksi, C;-C¢haloalkoksi, aril, heteroaril,
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LC(O)NR’LN(R”),, -LP(O)(OR®),, -LOP(O)OR®),, -LP(O)(OR'"), ve
-OLP(O)OR'"), arasindan secilir;

her bir R*, birbirinden bagimsiz olarak, R®, -R7, -OR’, -OR®, -R'’, -
OR", -SR®, -NO,, -CN, -N(R’),, -NR’C(O)R?, -NR’C(S)R®, -
NR’C(O)N(R”),, -NR’C(S)N(R"),, -NR’CO,R®, -NR’NR’C(O)R?, -
NR'NR’C(O)N(R?),, -NR’NR’CO,R", -C(O)C(O)R®, -
C(O)CH,C(O)R®, -CO.R®, -(CH,),CO,R®, -C(O)R®, -C(SR®, -
C(ON(R”),, -C(SN(R’),, -OC(O)N(R),, -OC(O)R?, -C(ON(OR*R?,
C(NORHR?, -S(O):R®, -S(O)R%, -SO,N(R"), -S(OR®, -
NR’SO,N(R”),, -NR’SO.R®, -P(O}OR®,, - OP(O)ORY),, -
P(O)(OR'"),, -OP(OYOR'"),, -N(ORYHR®, -CH=CHCO,R®, -C(=NH)-
N(R"), ve -(CH,),NHC(O)R® arasindan secilir veya A Halkas:
tizerindeki iki komgu R”* ikame edicisi, halka elemanlar: olarak iki
kadar heteroatom ihtiva eden 5-6 liyeli bir halka olusturur;

n, her bir durumda birbirinden bagimsiz olarak, 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7
veya 8’dir; her bir m, birbirinden bagimsiz olarak, 1, 2, 3, 4, 5 ve 6
arasindan secilir ve

t,1,2,3,4,5,6,7veya 8dir; (b) su formiile sahip bir bilesik:

burada:

R*, H, halojen, -C(O)OR’, -C(O)R”, -C(ON(R''R"), -N(R''R"), -
N(R”),, -NHN(R",, -SR’, -(CH,),OR’, -(CH,),R’, -LR?, -LR'’, -
OLR®, -OLR', (C,-Cqlkil, C,-Cgheteroalkil, C;-Cghaloalkil, Cs-
Cgalken, C,-Cgalkin, C;-Cgalkoksi, C;-C¢haloalkoksi, aril, heteroaril,
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C;-Cgsikloalkil ve Cs-Cgheterosikloalkil arasindan segilir, burada
R*iin C,-Cgalkil, C;-Cgheteroalkil, C;-Cghaloalkil, C,-Csalken, Co-
Cgalkin, C;-Cgalkoksi, C,-Cghaloalkoksi, aril, heteroaril, Cs-
Cgsikloalkil ve C;-Cgheterosikloalkil gruplaridan her biri, birbirinden
bagimsiz olarak halojen, -CN, -NO,, -R’, - OR®, —C(O)Rg, —OC(O)RS, -
C(O)OR?, -N(R”),, -P(O)}OR",, - OP(O)NORY,, -P(O)OR'"),, -
OP(O)(OR"),, -C(ON(R™),, -S(0):R?, -S(O)R?, -S(0),.N(R”), ve -
NR’S(0),R® arasindan segilen 1 ila 3 ikame edici ile istege bagh
olarak ikame edilmistir;

her bir L, birbirinden bagimsiz olarak, bir bag, -(O(CH)),)-, C;-
Cealkil, C,-Cgalkenilen ve C,-Cgalkinilen arasindan secilir, burada
L’ye ait C;-Cgalkil, C,-Cgalkenilen ve C,-Cgalkinilenden her biri,
birbirinden bagimsiz olarak, halojen, -R*, -OR® - N(Rg)z, -
P(O)(OR?),, -OP(O)}OR®),, -P(OXOR'"), ve -OP(O)(OR"), arasindan
secilen 1 1la 4 ikame edici ile 1stege bagl olarak itkame edilmistir;

R’, H, C,-Cgalkil, aril, heteroaril, C;-Cgsikloalkil, C,-Cgheteroalkil,
C-Ce¢haloalkil,  C,-Cgalken, C,-Cgalkin, C-Csalkoksi, C;-
Cshaloalkoksi ve C;-Cgheterosikloalkil arasindan secilir, burada
R”nin C,-Cgalkil, aril, heteroaril, Cs-Cgsikloalkil, C;-Cgheteroalkil,
C,-Cehaloalkil, C,-Cgalken, C;-Cgalkin, C,-Cgalkoksi, C;-
Cghaloalkoksi ve C;-Cgheterosikloalkil gruplarindan her biri, 1 ila 3
R" grubu ile istege bagh olarak ikame edilmistir;

her bir R®, birbirinden bagimsiz olarak, H, —CH(R'O)z, C,-Cqalkil, C;-
Cgalken, C,-Cgalkin, C,-Cshaloalkil, C,-Csalkoksi, C-Csheteroalkil,
C;-Cysikloalkil, C,-Cgheterosikloalkil, C,-Cghidroksialkil ve C;-
Cshaloalkoksi araisndan secilir, burada R™in C,;-Cgalkil, C,-Cgalken,
C,-Cgalkin, C;-Cgheteroalkil, C,-C¢haloalkil, C,-Cealkoksi, Cs-
Cgsikloalkil, C,-Cgheterosikloalkil, C,-Cshidroksialkil ve C;-
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C;-Cgsikloalkil ve Cs-Cgheterosikloalkil arasindan segilir, burada
R*iin C,-Cgalkil, C;-Cgheteroalkil, C;-Cghaloalkil, C,-Csalken, Co-
Cgalkin, C;-Cgalkoksi, C,-Cghaloalkoksi, aril, heteroaril, Cs-
Cgsikloalkil ve C;-Cgheterosikloalkil gruplaridan her biri, birbirinden
bagimsiz olarak halojen, -CN, -NO,, -R’, - OR®, —C(O)Rg, —OC(O)RS, -
C(O)OR?, -N(R”),, -P(O)}OR",, - OP(O)NORY,, -P(O)OR'"),, -
OP(O)(OR"),, -C(ON(R™),, -S(0):R?, -S(O)R?, -S(0),.N(R”), ve -
NR’S(0),R® arasindan segilen 1 ila 3 ikame edici ile istege bagh
olarak ikame edilmistir;

her bir L, birbirinden bagimsiz olarak, bir bag, -(O(CH)),)-, C;-
Cealkil, C,-Cgalkenilen ve C,-Cgalkinilen arasindan secilir, burada
L’ye ait C;-Cgalkil, C,-Cgalkenilen ve C,-Cgalkinilenden her biri,
birbirinden bagimsiz olarak, halojen, -R*, -OR® - N(Rg)z, -
P(O)(OR?),, -OP(O)}OR®),, -P(OXOR'"), ve -OP(O)(OR"), arasindan
secilen 1 1la 4 ikame edici ile 1stege bagl olarak itkame edilmistir;

R’, H, C,-Cgalkil, aril, heteroaril, C;-Cgsikloalkil, C,-Cgheteroalkil,
C-Ce¢haloalkil,  C,-Cgalken, C,-Cgalkin, C-Csalkoksi, C;-
Cshaloalkoksi ve C;-Cgheterosikloalkil arasindan secilir, burada
R”nin C,-Cgalkil, aril, heteroaril, Cs-Cgsikloalkil, C;-Cgheteroalkil,
C,-Cehaloalkil, C,-Cgalken, C;-Cgalkin, C,-Cgalkoksi, C;-
Cghaloalkoksi ve C;-Cgheterosikloalkil gruplarindan her biri, 1 ila 3
R" grubu ile istege bagh olarak ikame edilmistir;

her bir R®, birbirinden bagimsiz olarak, H, —CH(R'O)z, C,-Cqalkil, C;-
Cgalken, C,-Cgalkin, C,-Cshaloalkil, C,-Csalkoksi, C-Csheteroalkil,
C;-Cysikloalkil, C,-Cgheterosikloalkil, C,-Cghidroksialkil ve C;-
Cshaloalkoksi araisndan secilir, burada R™in C,;-Cgalkil, C,-Cgalken,
C,-Cgalkin, C;-Cgheteroalkil, C,-C¢haloalkil, C,-Cealkoksi, Cs-
Cgsikloalkil, C,-Cgheterosikloalkil, C,-Cshidroksialkil ve C;-
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Cshaloalkoksi gruplarindan her biri, birbirinden bagimsiz olarak, -CN,
R', -OR", -SR", -C(O)R"", -OC(O)R", -C(O)N(R"),, -C(O)OR'", -
NR’C(O)R", -NR°R", -NR"R" -N®R”, - OR’, -OR", -
C(O)NR''R" -C(O)NR''OH, -S(0).R", -S(O)R"", -S(0),NR'R", -
NR!S(0),R", -P(O)(OR', ve -OP(O)}OR"), arasindan secilen | ila
3 ikame edici ile istege bagl olarak ikame edilmistir;

her bir R’, birbirinden bagimsiz olarak, H, -C(O)R®, -C(O)OR?®, -
C(OR', -C(O)OR', -S(0),R", -C,-C; alkil, C,-C; heteroalkil ve Cs-
Ce sikloalkil arasindan segilir veya her bir R®, birbirinden bagimsiz
olarak, eklendigi N ile birlikte bir C;-Cgheterosikloalkil olusturan bir
C,-Csalkildir, burada C;-Cgheterosikloalkil halkasi istege bagh olarak
N, O ve S arasindan segilen ilave bir heteroatom ihtiva eder ve burada
R’ ’un C,-Cg alkil, C;-C¢ heteroalkil, C3-Cy sikloalkil veya Cs-
Cgheterosikloalkil gruplarindan her biri, birbirinden bagimsiz olarak, -
CN, R, -OR", -SR", -C(O)R"", -OC(O)R", -C(O)OR"', -NR''R", -
C(ONR'R", -C(O)NR'"'OH, -S(O)R", -S(O)R", -S(O),NR''R", -
NR"'S(0),R", -P(O)}(OR"), ve -OP(O)OR'"), arasindan segilen 1 ila
3 ikame edici ile istege bagli olarak ikame edilmistir;

her bir RIO, birbirinden bagimsiz olarak, aril, C;-Cgsikloalkil, Cs-
Csheterosikloalkil ve heteroaril arasindan secilir, burada aril, C;-
Cgsikloalkil, Cs;-Cgheterosikloalkil ve heteroaril gruplari, birbirinden
bagimsiz olarak, halojen, R*, -OR®*, -LR’, -LOR’, -N(Rg)g, -
NR’C(O)R®, -NR’CO;R, -CO,R?, -C(O)R® ve -C(O)N(R’), arasindan
secilen 1 ila 3 ikame edici ile istege bagh olarak ikame edilmistir;

R'"" ve R", birbirinden bagimsiz olarak, H, C;-Cealkil, C;-
Cgheteroalkil, C,-Cghaloalkil, aril, heteroaril, C;-Cgsikloalkil ve C;-
Cgheterosikloalkil arasindan secilir, burada R'' ve R'*’nin C,-Cgalkil,

C-Cgheteroalkil, C,-Cghaloalkil, aril, heteroaril, C;-Cgsikloalkil ve
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Cshaloalkoksi gruplarindan her biri, birbirinden bagimsiz olarak, -CN,
R', -OR", -SR", -C(O)R"", -OC(O)R", -C(O)N(R"),, -C(O)OR'", -
NR’C(O)R", -NR°R", -NR"R" -N®R”, - OR’, -OR", -
C(O)NR''R" -C(O)NR''OH, -S(0).R", -S(O)R"", -S(0),NR'R", -
NR!S(0),R", -P(O)(OR', ve -OP(O)}OR"), arasindan secilen | ila
3 ikame edici ile istege bagl olarak ikame edilmistir;

her bir R’, birbirinden bagimsiz olarak, H, -C(O)R®, -C(O)OR?®, -
C(OR', -C(O)OR', -S(0),R", -C,-C; alkil, C,-C; heteroalkil ve Cs-
Ce sikloalkil arasindan segilir veya her bir R®, birbirinden bagimsiz
olarak, eklendigi N ile birlikte bir C;-Cgheterosikloalkil olusturan bir
C,-Csalkildir, burada C;-Cgheterosikloalkil halkasi istege bagh olarak
N, O ve S arasindan segilen ilave bir heteroatom ihtiva eder ve burada
R’ ’un C,-Cg alkil, C;-C¢ heteroalkil, C3-Cy sikloalkil veya Cs-
Cgheterosikloalkil gruplarindan her biri, birbirinden bagimsiz olarak, -
CN, R, -OR", -SR", -C(O)R"", -OC(O)R", -C(O)OR"', -NR''R", -
C(ONR'R", -C(O)NR'"'OH, -S(O)R", -S(O)R", -S(O),NR''R", -
NR"'S(0),R", -P(O)}(OR"), ve -OP(O)OR'"), arasindan segilen 1 ila
3 ikame edici ile istege bagli olarak ikame edilmistir;

her bir RIO, birbirinden bagimsiz olarak, aril, C;-Cgsikloalkil, Cs-
Csheterosikloalkil ve heteroaril arasindan secilir, burada aril, C;-
Cgsikloalkil, Cs;-Cgheterosikloalkil ve heteroaril gruplari, birbirinden
bagimsiz olarak, halojen, R*, -OR®*, -LR’, -LOR’, -N(Rg)g, -
NR’C(O)R®, -NR’CO;R, -CO,R?, -C(O)R® ve -C(O)N(R’), arasindan
secilen 1 ila 3 ikame edici ile istege bagh olarak ikame edilmistir;

R'"" ve R", birbirinden bagimsiz olarak, H, C;-Cealkil, C;-
Cgheteroalkil, C,-Cghaloalkil, aril, heteroaril, C;-Cgsikloalkil ve C;-
Cgheterosikloalkil arasindan secilir, burada R'' ve R'*’nin C,-Cgalkil,

C-Cgheteroalkil, C,-Cghaloalkil, aril, heteroaril, C;-Cgsikloalkil ve
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C;-Csheterosikloalkil gruplarindan her biri, birbirinden bagimsiz
olarak, halojen, -CN, R®, -OR® -C(O)R®, -OC(O)R®, -C(O)OR®, -
NR",  -NR’*C(O)R®, -NR’C(O)OR®’, -C(ON(R’),  Ci
Cgheterosikloalkil, -S(O).R, -S(O):N(R”). -NR’S(O)LR?, C;-
Cghaloalkil ve C;-Cghaloalkoksi arasindan secilen 1 1la 3 itkame edici
ile istege bagl olarak ikame edilmistir;

veya R"' ve R'den her biri, birbirinden bagimsiz olarak, C,-
Cealkildir ve eklendigi N atomu ile birlikte alindiginda, istege baglh
olarak N, O ve S arasindan secilen 1lave bir heteroatom ihtiva eden bir
istege bagh olarak i1kame edilmis C;-Cgheterosikloalkil halkasi
olusturur;

her bir R", birbirinden bagimsiz olarak, halojen, -CN, -LR’, -LOR’, -
OLR’, -LR", -LOR"’, -OLR'’, -LR®, -LOR®, -OLR?, -LSR®, -LSR'", -
LC(O)R®, -OLC(O)R®, -LC(O)OR®, -LC(O)R', -LOC(O)OR®, -
LC(O)NR’R', -LC(O)NR’R?, -LN(R%),, -LNR’R®, -LNR’R'®, -
LC(O)N(R"),, -LS(O),R®, -LS(O)R®, -LC(O)NR*OH, -LNR’C(O)R?, -
LNR’C(O)YOR?®, -LS(0),N(R"),, - OLS(0),N(R"),, -LNR’S(O),R®, -
LC(O)NRLN(R),, -LP(O)(OR®),, -LOP(OYOR®),, -LP(O)(OR'"); ve
-OLP(O)OR '), arasindan secilir;

her bir RA, birbirinden bagimsiz olarak, —Rg, -R7, —OR7, —ORS, —Rm, -
OR', -SR®, -NO,, -CN, -N(R%),, -NR’C(O)R®, -NR’C(S)R’,
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P(O)(OR'?),, -OP(OYOR'"),, -N(ORHR®, -CH=CHCO,R®, -C(=NH)-
N(R”), ve -(CH,),NHC(O)R" arasindan secilir;

n, her bir durumda, birbirinden bagimsiz olarak, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7
veya 8'dir;

her bir m, birbirinden bagimsiz olarak, 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 arasindan
secilir; ve

t, 1,2,3,4,5, 6,7 veya 8; veya (¢) (a) veya (b)’nin farmasotik olarak
kabul edilebilir tuzu.

Diger benzonaftiridin bilesikler1 ve benzonaftiridin bilesikleri yapma
yontemleri, WO 2009/111337 ve Uluslararas1 Patent Basvurusu No.
PCT/US2010//047587 de tarif edilir. Bir benzonaftiridin bilesigi veya
bunu bir tuzu, kendi bagina veya bir veya daha fazla baska bilesik ile
kombinasyon halinde kullanilabilir. Ornegin bir benzonaftiridin
bilesigi, bir su i¢inde yag emiilsiyonu veya bir mineral igerikli
kompozisyon ile kombinasyon halinde kullanilabilir. Ozel bir
diizenekte bir benzonaftiridin bilesigi, bir su i¢inde yag emiilsiyonu
(6rn., bir skualen-su emiillsiyonu, 6., MF59) veya bir mineral igerikli
kompozisyon (6rn., bir mineral tuzu, 6rn., bir aliiminyum tuzu veya
bir kalsiyum tuzu) ile kombinasyon halinde kullanilir.

Bir tivosemikarbazon bilesigi, 6rn., W02004/060308°de aciklananlar.
Aktif bilesiklerin formiile edilmesine, iretilmesine ve taranmasima
yonelik  yontemler de, WO02004/060308’de tarif edilmektedir.
Tiyosemikarbazonlar, insan periferal kan mononiikleer hiicrelerinin,
TNF-q gibi sitokinlerin tiretimi i¢in uyarilmasinda ozellikle etkilidir.
Bir triptantrin bilesigi, 6rn., W0O2004/064759°da agiklananlar. Aktif
bilesiklerin formiile edilmesine, tretilmesine ve taranmasina yonelik

yontemler de, W02004/064759°de tarif edilmektedir.
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Tiyosemikarbazonlar, insan periferal kan mononiikleer hiicrelerinin,
TNF-a gibi sitokinlerin tiretimi i¢in uyarilmasinda dzellikle etkilidir.
Bir niikleosid analogu, om.:(a) Izatorabin (ANA-245; 7-tiya-8-

oksoguanosin):

o)
s
NJ\)NH/[N%O
0
o’\g_zl., !

o ©
ve bunun 6n 1laclar; (b) ANA97S5; (¢} ANA-025-1; (d) ANA3E0; (e)
ABD Patenti No. 6,924.271; US2005/0070556 ve ABD Patenti No.
5,658,731’De’de aciklanan bilesikler; (f) su formiile sahip bir bilesik:

N \ Rs

A
Ra

burada:
R, ve R;’den her biri, birbirinden bagimsiz olarak, H, halo, -NR,Ry, -
OH, C,4 alkoksi, ikame edilmis C;, alkoksi, heterosiklil, ikame
edilmis heterosiklil, Cq. ¢ aril, ikame edilmis Cq.jy aril, C, alkil veya
tkame edilmis C,_¢ alkildir;
R; mevcut degil, H, C,4 alkil, ikame edilmis C,4 alkil, Cq.( aril,
ikame edilmis Cq )¢ aril, heterosiklil veya ikame edilmis
heterosiklildir;
Ry ve Rs’ten her biri, birbirinden bagimsiz olarak, H, halo,
heterosiklil, ikame edilmis heterosiklil, -C(O)-Ry, C, alkil, ikame
edilmis C 4 alkildir veya birbirine baglanarak Rys’te oldugu gibi 5

clemanl bir halka olusturur:

a\rsﬁ

> Rs

MXg Ras
Ro
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baglanma,  asagidakiyle isaret edilen  baglarda  saglanir
X, ve X;'den her biri, birbirinden bagimsiz olarak, N, C, O ya da
S dir;

Rg, H, halo, -OH, C, alkil, C,4 alkenil, C;4 alkinil, -OH, -NR,R,-
(CH,)n-O-R,, -O-(C¢ alkyl), -S(O),R. veya -C(O)-R,’dir;

Rg, H, C, alkil, ikame edilmis C, alkil, heterosiklil, ikame edilmis
heterosiklil veya Ry, dir; burada Ry,, s6yledir:

0
Rfo R9a

baglanma, asagidakiyle isaret edilen bagda saglanir
Rip ve Ry/’den her biri, birbirinden bagimsiz olarak, H, halo, C,4
alkoksi, ikame edilmis C,_¢ alkoksi, -NRaRb veya -OH’dir;

her bir R, ve Ry, birbirinden bagimsiz olarak, H, C,4 alkil, ikame
edilmis C,_ alkil, -C(O)Ry, C¢_19 arildir;

her bir R,, birbirinden bagimsiz olarak H, fosfat, difosfat, trifosfat, C,_
¢ alkil ya da itkame edilmis C,_4 alkildir;

her bir Ry, birbirinden bagimsiz olarak, H, halo, C,4 alkil, ikame
edilmis C, 4 alkil, C, alkoksi, ikame edilmis C, 4 alkoksi, -NH,, -
NH(C,.s alkil), -NH{ikame edilmis C,, alkil), - N(C,¢ alkil),, -
N(ikame edilmis C) ¢ alkil),, Cq.19 aril veya heterosiklildir;

her bir R, birbirinden bagimsiz olarak, H, C,_4 alkil, ikame edilmis C;_
e alkil, Cq o aril, ikame edilmis Cgq o aril, heterosiklil veya ikame
edilmis heterosiklildir;

her bir Ry, birbirinden bagimsiz olarak, H, Cy¢ alkil, ikame edilmig

C, alkil, -C(O)Ry, fosfat, difosfat ya da trifosfattir;
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her bir n, birbirinden bagimsiz olarak, 0, 1, 2 ya da 3 tiir;

her bir p, birbirinden bagimsiz olarak, 0, 1 veya 2’dir; veya

veya (g) (a) ila (f)’den herhangi birinin farmasdétik olarak kabul
edilebilir bir tuzu, (a) ila (f)’den herhangi birinin bir tatomeri veya
tatomerin bir farmasotik olarak kabul edilebilir tuzu.

Loksoribin {7-alil-8-oksoguanosin)} (ABD Patenti No. 5,011,828).
WO02004/87 153’te aciklanan bilesikler, Ornegin: Asilpiperazin
bilesikleri, Indoledion bilesikleri, Tetrahidraizokinolin (THIQ)
bilesikleri, Benzosiklodion bilesikleri, Aminoazavinil bilesikleri,
Aminobenzimidazol kinolinon (ABIQ) bilesikleri (ABD Patenti No.
6,605,617, WO02/18383), Hidrapitalamid bilesikleri, Benzofenon
bilesikleri, Izoksazol bilesikleri, Sterol bilesikleri, Kinazilinon
bilesikleri, Pirol bilesikleri (W0O2004/018455), Antrakinon bilesikleri,
Kinoksalin bilesikleri, Triazin bilesikleri, Pirazalopirimidin bilesikleri
ve Benzazol bilesikleri (W0O03/082272).

W02006/002422°de ag¢iklanan bilesikler.

Bir aminoalkil glukosaminid fosfat tiirevi, 6m., RC-529 (Johnson ve
arkadaslar1 (1999) Bioorg Med Chem Lett 9:2273-2278, Evans ve
arkadaslar1 (2003) Expert Rev Vaccines 2;219-229).

Bir fosfazen, orn., poli[di(karboksilatofenoksi)fosfazen] ("PCPP"),
ornegin Andrianov ve arkadaslan (1998) Biomaterials 19:109-115 ve
Payne ve arkadaslari (1998) AdvDrug Delivery Review 31:185-
196°da tarif edildigi gibi.

Kii¢iik molekiillii immiino-giiglendiriciler (SMIPler), 6rn.:
N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin
N2,N2-dimetil-1-(2-metilpropil)-1 H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin
N2-etil-N2-metil- 1-(2-metilpropil)- 1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2.4-

diamin
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N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-propil-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-
diamin

1-(2-metilpropil)-N2-propil-1H-imidazo[4,5-c |kinolin-2 ,4-diamin N2-
butil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin
N2-butil-N2-metil- 1 -(2-metilpropil }- | H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-
diamin
N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-pentil-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-
diamin

N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-prop-2-enil-1 H-imidazo[4,5-c ]kinolin-
2,4-diamin
1-(2-metilpropil)-2-[(fenilmetil)tiyo]-1H-imidazo[4,5-ckinolin-4-
amin

1-(2-metilpropil)-2-(propiltiyo)- 1 H-imidazo[4,5-c]kinolin-4-amin
2-[[4-amino-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c|kinolin-2-
ilJ(metill)amino]etanol

2-[[4-amino-1-(2-metilpropil)- | H-imidazo[4,5-c]kinolin-2-
il](metil)amino]etilasetat
4-amino-1-(2-metilpropil)-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]kinolin-2-on
N2 butil -1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilmetil)-1H-imidazo[4,5-
c]kinolin-2,4-diamin
N2-butil-N2-metil-1-(2-metilpropil}-N4,N4-bis(fenilmetil}- 1 H-
imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin
N2-metil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilmetil)- 1 H-imidazo[4,5-
c]kinolin-2,4-diamin

N2,N2-dimetil -1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilmetil)-1H-
imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin
1-[4-amino-2-[metil(propil)amino]-1H-imidazo[4,5-c]kinolin-1-11]-2-

metilpropan-2-ol
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1-[4-amino-2-(propilamino)-1H-imidazo[4,5-¢c]kinolin-1-il]-2-
metilpropan-2-ol
N4,N4-dibenzil- 1 -(2-metoksi-2-metilpropil )-N2-propil-1H-

imidazo[4,5-c]kinolin-2,4-diamin.

Meveut bulusta kullanilma amagl sitokin indiikleyici ajanlar, Can
Benzeri Reseptorlerin (TLR) modiilatorleri ve/veya agonistleri
olabilir. Ornegin bunlar, insan TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR7,
TLRS8 ve/veya TLR9 proteinlerinden birinin veya daha fazlasinin
agonistleri olabilir. Tercih edilen ajanlar, TLR4 (6., enterobakteriyel
lipopolisakaridlerden tiiretilen modifiye edilmis dogal lipit A’lar,
fosfolipit bilesikleri, 6mn., sentetik fosfolipit dimeri, E6020), TLR7
(6rn., benzonaftiridinler, imidazokinolinler) ve/veya TLR9 (drn., CpG
oligoniikleotitleri) agonistleridir. Bu ajanlar, dogustan gelen immiinite

yolaklarinin aktiflestirilmesinde faydalidir.

Sitokin indiikleyici ajan, kompozisyona, bunun f{iretimi sirasinda
cesitli evrelerde ilave edilebilir. Ornegin bu, bir antijen kompozisyonu
igerisinde bulunabilir ve bu karisim daha sonra bir su i¢inde yag
emilsiyonuna ilave edilebilir. Bir alternatif olarak bu, bir su ic¢inde
yag emiilsiyonu i¢erisinde bulunabilir; bu durumda ajan ya emiilsiyon
bilesenlerine  emiilsifikasyondan 6nce ilave edilebilir yada
emiilsiyona, emiilsifikasyondan sonra katilabilir. Benzer sekilde ajan,
emiilsivon damlaciklann icerisinde koaservat edilebilir. Sitokin
indiikleyici ajanin nihai kompozisyon igerisindeki yeri ve dagilimu,
bunun hidrofilik/lipofilik ézelliklering bagh olacaktir; 6rn., ajan, sulu

fazda, yag tazinda ve/veya yag-su ara yliziinde yer alabilir.
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Sitokin indiikleyici ajan, bir ayr ajana, 6rn., bir antijene (érn.,
CRM197) konjuge edilmis olabilir. Kiicik molekiller igin
konjugasyon teknikleri ile ilgili genel bir inceleme, Thompson ve
arkadaslar1 (2003) Methods in Molecular Medicine 94:255-266’da
verilmigtir. Bir alternatif olarak adjuvanlar, ilave ajanlar ile kovalent
olmayan sekilde, o6rn., hidrofobik veya iyonik etkilesimlerle de

birlestirilebilir.

Tercih edilen sitokin indiikleyici ajanlar, (a) benzonaftiridin

bilesikleri; (b) immiino-uyarici oligoniikleotitler ve (¢) 3dMPL dir.

Immiino-uyarici oligoniikleotitler, niikleotit
modifikasyonlari/analoglari, ©rn., fosforotiyoat modifikasyonlari
igerebilir ve cift iplikcikli veya (RNA harig) tek iplikcikli olabilir.
Kandimalla ve arkadaslar1 (2003) Nucleic Acids Research 31:2393-
2400, WOO02/26757 ve W099/62923, olas1 analog ikamelerini, érn.,
guanosinin 2'-deoksi-7-deazaguanosin ile degistirilmesini agiklar,
CpG oligoniikleotitlerinin adjuvan etkisi ayrica Krieg (2003) Nature
Medicine 9:831-835; McCluskie ve arkadaslar1 (2002) FEMS
Immunology and Medical Microbiology 32:179-185; W098/40100;
ABD Patenti No. 6,207,646; ABD Patenti No. 6,239,116 ve ABD
Patenti No. 6,429,199’Da’da da tartisilir. Bir CpG sekansi, GTCGTT
veya TTCGTT motifi gibi TLR9’a yonlendirilmis  olabilir
(Kandimalla ve arkadaglar1 (2003) Biochemical Society Transactions
31 (bolim 3). 654-658). CpG sekansi, bir CpG-A ODN
(oligodeoksiniikleotit) gibi bir Th1 immiin yamti indiiklenmesine &zel
olabilir veya bir CpG-B ODN gibi bir B hiicresi yamti indiiklenmesine
daha ozel olabilir. CpG-A ve CpG-B ODNler, Blackwell ve
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arkadaglart (2003) J Immunol 170:4061-4068, Krieg (2002) Trends
Immunol 23:64-65; ve¢ WO01/95935°te tartisilir. Tercihen CpG, bir
CpG-A ODN’dir. Tercthen CpG oligoniikleotidi, reseptdr tanima igin
5'ucuna erisilebilir olacak sekilde yapilandirihr. Istege bagl olarak iki
CpG oligoniikleotit sekansi, 3' u¢larindan eklenerek "immiinomerler”
olusturulabilir. Bakimiz érnegin referanslar Kandimalla ve arkadaslar
(2003) Biochemical Society Transactions 31 (bolim 3): 654-658;
Kandimalla ve arkadaslart (2003) BBRC 306:948-953; Bhagat ve
arkadaslar1 (2003) BBRC 300:853-861 ve WO03/035836. Faydali bir
CpG adjuvani, PROMUNE (TM) (Coley Pharmaceutical Group, Inc.)
olarak da bilinen CpG7909°dur.

CpG sckanslarn kullanilmasma bir alternatif veya ek olarak TpG
sckanslar1 da kullanilabilir (WO001/22972). Bu oligoniikleotitler,

metile edilmemis CpG motifleri icermeyebilir.

Immiino-uyaric oligoniikleotit, pirimidin bakimindan zengin olabilir.
Ornegin bu, birden fazla ardistk timidin niikleotidi (Jrn., TTTT
(SEK.KIM.NO:17), WO001/22972°de aciklandig1 gibi) icerebilir
ve/veya timidinin >%25 oldugu (drn., >%35, >%40, >%50, >%60,
>%80, vb.) bir niikleotit kompozisyonuna sahip olabilir. Omegin bu,
birden fazla ardisik sitosin niikleotidi (6., CCC (SEK.KIM.NO:18),
WO001/22972’de aciklandigr gibi) icerebilir ve/veya sitosinin >%25
oldugu (érn., >%35, >%40, >%50, >%060, >%80, vh.) bir niikleotit
kompozisyonuna sahip olabilir. Bu oligoniikleotitler, metile edilmemis

CpG motifleri igermeyebilir.
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Immiino-uyaric1 oligoniikleotitler tipik olarak en azindan 20 niikleotit
icerecektir. Bunlar, 100°den az niikleotit igerebilir.

3dMPL (3 de-O-asile edilmis monofosforil lipit A veya 3-O-desasil-
4'-monofosforil lipit A olarak da bilinir), monofosforil lipit A
igerisindeki indirgeyici u¢ glukosaminin 3 pozisyonunun de-asile
edilmis oldugu bir adjuvandir. 3dMPL., Salmonella minnesota’nin bir
heptoseless mutantindan hazirlanmistir ve lipit A’ya kimyasal olarak
benzer olmakla birlikte bir asitle degisken fosforil grubundan ve bir
bazla degisken asil grubundan yoksundur. Bu, monosit/makrofa]
soyundan hiicreler1 aktiflestirir ve IL-1, IL-12, TNF-a ve GM-CSF
dahil olmak ftizere birkac sitokinin salinmasini uyarir (bakiniz aym
zamanda Thompson ve arkadaslar (2005) J Leukoc Biol 78: 'The low-
toxicity versions of LPS, MPL® adjuvant and RC529, are efficient
adjuvants for CD4+ T cells'). 3dMPL nin preparasyonu orijinal olarak
Ingiltere patent bagvurusu GB-A-22202 11°de tarif edildi.

3dMPL, asilasyonlarimi degistirmek suretiyle ilgili molekillerin bir
karisimi seklini alabilir (6rn., farkli uzunluklarda 3, 4, 5 veya 6 asil
zincirine  sahip). Iki glukosamin  (2-deoksi-2-amino-glukoz)
monosakaridleri, 2nci pozisyonlarindaki karbonlarmda (yvani 2 ve 2’
pozisyonlarinda) N-asile edilir ve 3' pozisyonunda da O-asilasyon
vardir. Karbon 2’ye eklenmis grubun formiilii, -NH-CO-CH;-
CR'R"diir. Karbon 2"ye eklenmis grubun formiilii, -NH-CO-CH.-
CR’R*'diir. Karbon 3"ye eklenmis grubun formilii -O-CO-CH,-
CR’R™diir. Temsili bir yap: soyledir:
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R!, R* ve R’ gruplarmdan her biri, birbirinden bagimsiz olarak, -
(CH,),-CH5’tlir. n degeri tercihen, 8 ile 16 arasinda, tercithen 9 ile 12

arasinda ve en fazla tercihen de 10’dur.

R", R” ve R” gruplarindan her biri, birbirinden bagimsiz olarak, su
sckilde olabilir: (a) -H; (b) -OH; veya (c) - O-CO-R?, burada R?, ya -H
yada -(CH,),,-CH5’tiir; burada m degeri tercihen 8 ile 16 arasinda ve
daha tercihen 10, 12 veya 14’tiir. 2nci pozisyonda m tercihen 14’tiir.
2"nci poziyonda m tercihen 10°dur. 3"iincii poziyonda m tercihen
12°dir. Bu yiizden R", R* ve R* gruplari tercihen dodekanoik asit,
tetradekanoik asit veya heksadekanoik asit arasindan segilen -O-asil

gruplandir.

R", R* ve R*’niin tamaminm -1 oldugu durumda 3dMPL, sadece 3
asil zincirine sahiptir (2, 2' ve 3 pozisyonlarinin her birinde bir tane
olmak iizere). R", R* ve R**den sadece ikisinin -1 oldugu durumda
3dMPL, 4 asil zincirine sahip olabilir. Rl', R* ve R**den sadece birinin
-H oldugu dugu durumda 3dMPL, 5 asil zincirine sahip olabilir. R,
R” ve R*’den hicbirinin -H olmadig durumda 3dMPL, 6 asil zincirine
sahip olabilir. Bulusa gore kullanilan 3dMPL adjuvani, 3 ila 6 asil
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zinciri iceren bu formlarin bir karigimi olabilir ancak karisim igerisine
6 asil zincirli 3dMPL dahil edilmesi ve ozellikle heksaasil zinciri
formunun, toplam 3dMPL’nin agirliga gore en az %I10’unu, orn.,
>%20, >%30, >%40, >%50% veya daha fazlasini olusturmasimin
saglanmast tercih edilir. 6 asil zinciri bulunan 3dMPL’nin, en

adjuvan-aktif form oldugu bulunmustur.

Bu yiizden bulusa ait kompozisyonlara dahil edilmek i¢in en fazla

tercih edilen 3dMPL formu, asagida gosterilen formiil (IV) e sahiptir.

3dMPL’nin bir karisim formunda kullanilmasi durumunda bulusa ait
kompozisyonlardaki 3dMPL miktarlarina veya konsantrasyonlarina
géndermeler, karisim icerisinde birlestirilmis 3dMPL tiirlerine karsilik

gelir.

Sulu kosullarda 3dMPL, miselar agregatlar veya farkh buytkliklerde,
orn., capt <150nm veya >500nm olan partikiiller olusturabilir.
Bunlardan herhangi biri veya her ikisi de, bulusla birlikte kullanilabilir
ve daha iyi partikiiller, rutin deneylerle secilebilir. Ustiin
aktivitelerinden dolayr bulusa goére kullanim i¢in daha kiigiik
partikiiller (6mn.., bir berrak sulu 3dMPL siispansiyonu vermek ig¢in
yeterince kiiclik) tercih edilir (W094/21292). Tercih edilen
partikiillerin ortalama c¢api, 220 nm'in altinda; daha tercihen 200
nm'nin altinda veya 150 nm'nin altinda veya 120 nm'nin altindadir ve
hatta ortalama ¢ap: 100nm’nin altinda bile olabilir. Bununla birlikte
¢ogu durumda ortalama ¢ap, 50 nm'den daha diisiik olmayacaktir. Bu
partikiiller, filtreli sterilizasyona uygun olmak i¢in yeteri kadar

kiiciiktiir. Partikiil capi, bir ortalama partikiill capimi ortaya ¢ikaran
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kiiciiktiir. Partikiil capi, bir ortalama partikiill capimi ortaya ¢ikaran
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rutin  dinamik 1gtk  sacilimi  teknigiyle degerlendirilebilir. Bir
partikiiliin c¢apmmin x nm oldugunun sdylenmesi durumunda
partikiillerin dagilimi genellikle bu ortalama etrafinda olacak ancak
partikiillerin sayisal olarak en azindan %50’sinin {orn., >%60, >%70,

>%80, >%90 veya iizeri) ¢cap1, x+%25 araliginda olacaktir.

3dMPL, bir su i¢inde yag emiilsiyonu ile kombinasyon halinde
kullanilabilir. 3dMPL’nin 6nemli Slglide tamami, emiilsiyonun sulu
fazinda yer alabilir. 3dMPL, kendi basina veya bir veya daha fazla
baska bilesik ile kombinasyon halinde kullamlabilir. Ornegin
3dMPL’nin  QS21 saponin (W094/00153) (bir su icinde vyag
emiilsiyonu halinde dahil (W095/17210)) ile, bir immiino-uyarici
oligoniikleotit ile, hem QS21 hem de bir immiino-uyarici
oligoniikleotit ile, aliminyum fosfat ile (W(096/26741), aliiminyum
hidroksit ile (W093/19780) veya aliiminyum fosfat ve altiminyum

hidroksit ile kombinasyon halinde kullanildigi bilinir.
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Formiil (IV)

Yagh Adjuvanlar

Bulusla birlikte kullanilabilecek yagli adjuvanlar arasinda yukarida
tarif edilen su i¢inde yag emiilsiyonlar1 yer alir ve ayrica Ornegin
asagidakiler de yer alir:

Formiil I, IT veya III’e ait bir fosfolipit bilesigi veya bunun bir tuzu;
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Formiil (IV)

Yagh Adjuvanlar
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«» WO003/011223°de tanumlandig1 gibi, érn., 'ER 803058', 'ER 803732',
'ER 804053', ER 804058', 'ER 804059', 'ER 804442', 'ER 804680, 'ER
804764", ER 803022 veya 'ER 804057', érn..:
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10» ER804057 ayrica E6020 olarak da bilinir. Formiil I, IT veya IIl’e ait
bir fostfolipit bilesigi veya bunun bir tuzu, kendi basina veya bir veya
daha fazla baska bilesik ile kombinasyon halinde kullanilabilir.
Omegin Formiil I, 11 veya III’e ait bir bilesik, bir su iginde yag
emiilsiyonu veya mineral icerikli bir kompozisyon ile kombinasyon

15 halinde kullanilabilir. Ozel bir diizenekte E6020, bir su icinde yag
emilsiyonu (6rn., bir skualen-su emiilsiyonu, 6rn., MF59) veya bir

mineral i¢erikli kompozisyon (6rn., bir mineral tuzu, 6., bir
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aliminyum tuzu veya bir kalsiyum tuzu) ile kombinasyon halinde
kullanilir.

Escherichia coli’den lipit A tiirevleri, 6rn., OM-174 (Meraldi ve
arkadaglar1 {2003) Vaccine 21:2485-249 1 ve Pajak ve arkadaslar
(2003) Vaccine 21:836-842"de tarif edilmistir).

Bir katyonik lipit ve bir (genellikle notr) ortak lipit, 6rn., aminopropil-
dimetil-miristoleiloksi-propanaminyum bromiir- difitanoilfosfatidil-
etanolamin ("VAXFECTIN (TM)") veya aminopropil- dimetil-bis-
dodesiloksi-propanaminyum  bromiir-dioleoilfosfatidil-  etanolamin
("GAP-DLRIE:DOPE")  igeren  bir formiilasyon.  (+)}-N-(3-
aminopropil)-N,N-dimetil-2,3-bis(syn-9-tetradeseneiloksi)-1-
propanaminyum tuzlarni ihtiva eden formiilasyonlar tercih edilir
(ABD Patenti No. 6,586,409).

3-O-dcasile edilmis monofosforil lipit A (yukar: bakiniz).

Bir fosfat icerikli asiklik omurgaya bagl lipitler ihtiva eden bilesikler,
orn., TLR4 antagonisti E5564 (Wong ve arkadaslar1 (2003) J Clin
Pharmacol 43(7):735-42, US2005/0215517);
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Lipopeptitler (yani bir veya daha fazla yagh asit tortusu ve iki veya
daha fazla amino asit tortusu iceren bilesikler), orn., gliserilsisteine
dayanan lipopeptitler. Bu tiir peptitlerin spesifik drnekleri arasinda

asagidaki formiile ait bilesikler yer alir
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burada R' ve R¥den her biri, 8 ila 30, tercihen 11 ila 21 karbon
atomuna sahip, istege bagli olarak ayrica oksijen fonksiyonlari ile
ikame edilmis olan doymus veya doymanus, alifatik veya karisik
alifatik-sikloalifatik hidrokarbon radikalini temsil eder; R®, hidrojen
veya R;-CO-O-CH,- radikalini temsil eder; burada R yukaridakiyle
ayni anlama gelir ve X, bir peptit baglantisiyla baglanmis ve bir
serbest, esterlenmis veya amide edilmis karboksi grubuna sahip bir
amino asidi veya terminal karboksi grubunun serbest, esterlenmis
veya amide edilmis formda oldugu, 2 ila 10 amino aside sahip bir
amino asit sekansini temsil eder. Belirli diizeneklerde amino asit
sekansi, bir D-amino asit, érmegin, D-glutamik asit (D-Glu) veya D-

gamma-karboksi-glutamik asit (D-Gla) igerir.

Bakteriyel lipopeptitler genellikle TLR2’yi, TLR6 katilimim
gerektirmeden, tanir. (TLRler isbirligi icerisinde calisarak cesitli
tetikleyicilerin spesifik olarak taninmasini saglar ve TLR2 art1 TLR6
birlikte peptidoglikanlar1 tanirken TLR2, TLR6 olmaksizin
lipopeptitleri tanir.) Bunlar bazen dogal lipopeptitler ve sentetik

lipopeptitler seklinde simiflandirlir. Sentetik lipopeptitler, benzer
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sekilde davranma egilimi gosterir ve birincil olarak TLR2 taraindan
taninir.
Adjuvanlar olarak kullanima uygun lipopeptitler arasinda su formiile

sahip bilesikler:

Burada * etiketli siral merkez ve * * * etiketli olanin her ikisi de R
konfiglirasyonundadir;

** etiketli siral merkez, R veya S konfigiirasyonundadir;

her bir R' ve R'", birbirinden bagimsiz olarak, 7-21 karbon atomuna
sahip, istege bagl olarak oksijen fonksiyonlan ile ikame edilmis bir
alifatik veya sikloalifatik-alifatik hidrokarbon grubudur veya R'* ve
R'""den biri, H*dir, ikisi de degil;

R’, 1-21 karbon atomuna sahip ve oksijen fonksiyonlariyla istege
bagli olarak ikame edilmis bir alifatik veya sikloalifatik hidrokarbon
grubudur;

n, 0 veya 1’dir;

As, -O-Kw-CO- yada -NH-Kw-CO-"yu temsil eder ki burada Kw,, 1-
12 karbon atomuna sahip bir alifatik hidrokarbon grubudur;

As', bir D- veya L-alfa-amino asittir;

Z' ve Z*den her biri, birbirinden bagimsiz olarak, -OH veya D- ve L-
alfa aminokarboksilik asitler ve amino-alt alkil-siilffomik asitler

arasindan secilen 6 kadar amino aside sahip bir amino-(alt alkan)-
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siilfonik asidin veya bir peptidin bir D- veya L-alfa amino asidinin N-
terminal radikalini temsil eder; ve

Z’, H veya -CO-Z"tir ki burada Z', -OH veya D- ve L-alfa
aminokarboksilik asitler ve amino-alt alkil-siilfonik asitler arasindan
secilen 6 kadar amino aside sahip bir amino-(alt alkan)-siilfonik asidin
veya bir peptidin bir D- veya L-alfa amino asidinin N-terminal
radikalidir; veya bu tiir bilesiklerin bir esteri veya karboksilik
asidinden olusturulan amid yer alir. Uygun amidler araisnda -NH, ve
NH(alt alkil) yer alir ve uygun esterler arasinda C1-C4 alkil esterler,
(burada kullanildig1 gibi alt akil veya alt alkan, C;- C; diiz zincirli
veya dalli alkillerine kargilik gelir) yer alir.

Bu tiir bilesikler, US 4,666,886°da daha detayli olarak tarif edilir. Bir

ozel dlizenckte lipopeptit, su formiile sahiptir:

Bir lipopeptit tiiriintin bir baska 6émmegi, LP40 adiyla bilinir ve bir
TLR2 agonistidir. Akdis ve arkadaslar, Eur. J. Immunology, 33:
2717-26 (2003).

Bunlar, murein lipoproteinleri olarak anilan, E. Coli’den’den bilinen
bir lipopeptit sinifi ile ilgilidir. Murein lipopeptitleri adiyla bilinen bu

proteinlerin belirli kismi bozunma iirtinleri, Hantke ve arkadaglari,
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Eur. J. Biochem., 34: 284-296 (1973)’te tarif edilir. Bunlar, N-asetil
muramik aside bagli bir peptit icerir ve bu yiizden Baschang ve
arkadaslari, Tetrahedron, 45(20). 6331-6360 (1989)’te tarif edilen
Muramil peptitler ile ilgilidir.

Aliiminyum tuzu adjuvanlan

"Aliminyum hidroksit" ve "aliminyum fosfat" olarak bilinen
adjuvanlar kullanmilabilir. Bu isimler gelenckseldir ancak herhangi biri,
mevcut olan gergek kimyasal bilesigin kesin bir tarifi olmadigindan
sadece uygunluk acisindan kullanilir (6rn., bakiniz boliim 9, Vaccine
Design: The Subunit and Adjuvant Approach (eds. Powell &
Newman) Plenum Press 1995 (ISBN 0-306-44867-X)). Bulus, genel
olarak adjuvanlar olarak kullanillan "hidroksit" veya "fosfat”

adjuvanlarindan herhangi birini kullanabilir.

"Aliminyum hidroksit” olarak bilinen adjuvanlar tipik olarak
aliminyum oksihidroksit tuzlandir ki bunlar genellikle en azindan
kismen kristaldir. AIO(OH) formiilii ile temsil edilebilen aliiminyum
oksihidroksit, aliiminyum hidroksit AI(OH); gibi diger aliiminyum
bilesiklerinden, kizilotesi (IR) spektroskopisi  yoluyla, 6zellikle
1070cm™"*de bir adsorpsiyon bandi ve 3090-3100cm ™ de kuvvetli bir
tespit parcasi varligiyla ayirt edilebilir (boliim 9, Vaccine Design: The
Subunit and Adjuvant Approach (eds. Powell & Newman) Plenum
Press 1995 (ISBN 0-306-44867-X)). Bir aliiminyum hidroksit
adjuvaninin  kristallik derecesi, yari yiikseklikte difraksiyon bandi
genigligivle (WHH) vyansitilir; burada kristalligi zayif partikiller,

kristalit ebatlarinim daha kiiciik olmasindan 6tiiri daha fazla cizgi
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geniglemesi gosterir. WHH arttikca viizey alam da artar ve WHH
degerleri daha yiikksek olan adjuvanlarin, antijen adsorbsiyon
kapasitesinin daha fazla oldugu goriilmustiir. Bir fibréz morfoloji
(6rn., transmisyon elektron mikrograflarinda gorildigi gibi),
aliminyum hidroksit adjuvanlar1 i¢in tipiktir. Aliminyum hidroksit
adjuvanlarinin pl’s1 tipik olarak yaklasik 11°dir, yani adjuvanmm
kendisi, fizyolojik pH’de bir pozitif yiizey ylkiine sahiptir.
et

Aliminyum hidroksit adjuvanlar1 i¢in pH 7.4°te her bir mg Al
basina 1.8-2.6 mg proteinlik adsorptif kapasiteler bildirilmistir.

"Aliminyum fosfat" olarak bilinen adjuvanlar tipik olarak siklikla az
miktarda siilfat da ihtiva eden aliiminyum hidroksifosfatlardir (vani
aliminyum hidroksifosfat siilfat). Bunlar, ¢ékeltme yoluyla clde
edilebilir ve ¢Okeltme sirasindaki  reaksiyon kosullarn  ve
konsantrasyonlar, tuz iginde hidroksil yerine fosfat koyma derecesini
etkiler. Hidroksifosfatlarin molar PO4/Al oram genelde 0.3 ile 1,2
arasindadir. Hidroksifosfatlar, mutlak AIPO,’ten, hidroksil gruplarmin
varligiyla ayirt edilebilir. Ornegin 3164cm™"’de bir IR spektrum bandi
(drn., 200°C’ve sitildigr durumda), vapisal hidroksillerin varligini
isaret eder (bolim 9, Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant
Approach (eds. Powell & Newman) Plenum Press 1995 (ISBN 0-306-
44867-X))

Bir aliiminyum fosfat adjuvanmnin PO4/AI™* molar orani genellikle 0.3
ile 1.2 arasinda, tercihen 0.8 ile 1.2 araisnda ve daha tercihen
0.95+0.1°dir. Aliminyum fosfatlar, oOzellikle hidroksifosfat tuzlan
genellikle amorf olacaktir. Tipik bir adjuvan, molar PO4/Al oram 0,84

ile 0,92 arasinda olan, ml basina 0.6 mg AI’" dahil edilmis bir amorf
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alliminyum hidroksifosfattir. Aliiminyum fosfat genellikle partikiilat
(orn., transmisyon elektron mikrograflarinda gdrildiigii gibi plaka
benzeri morfoloji) olacaktir. Partikiillerin tipik ¢aplari, herhangi bir
antijen adsorpsiyonundan sonra 0.5-20um araligmdadir (érn., yaklasik
5-10pum). Aliiminyum fosfat adjuvanlan i¢in pH 7.4’te her bir mg Al-
™ basina 0.7-1.5 mg proteinlik adsorptif kapasiteler bildirilmistir.

Aliiminyum fosfatin sifir yiik noktas1 (PZC), hidroksil yerine forstat
koyma derecesi ile ters orantilidir ve bu ikame derecesi, ¢okeltme
yoluyla tuz hazirlamak i¢in kullanilan reaksiyon kosullarina ve
reaktanlarin konsantrasyonuna bagl olarak degiskenlik gosterebilir.
PZC ayrica ¢oOzelti  halindeki  serbest fosfat iyonlarinin
konsantrasyonunun degistirilmesiyle (daha fazla fosfat=daha fazla
asidik PZC) veya bir histidin tamponu gibi bir tampon ilave
edilmesiyle (PZC’yi daha bazik yapar) de degistirilir. Bulusa gore
kullanilan aliminyum fosfatlarin PZC’s1i  genellikle 4.0 ile 7.0
arasinda, daha tercihen 5.0 ile 6.5 arasinda, orn., yaklasik olarak 5.7

olacaktir.

Bulusa ait kompozisyonlart hazirlamak i¢in kullanilan aliminyum
tuzlariin siispansiyonlari, bir tampon (érn., bir fosfat veya bir histidin
veya bir Tris tamponu) ihtiva edebilir ancak bu her zaman sart
degildir. Siispansiyonlar tercihen sterildir ve pirojen icermez. Bir
stispansiyon, drn., 1.0 ile 20 mM araisnda, tercihen 5 ile 15 mM
arasinda ve daha tercihen yaklasik 10 mM’lik bir konsantrasyonda
meveut olan serbest sulu fosfat iyonlari icerebilir. Siispansiyonlar

ayrica sodyum kloriir de igerebilir.
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Bulug, hem bir aliiminyum hidroksit hem de bir aliiminyum fosfat
iceren bir karisim kullanabilir. Bu durumda aliminyum fosfat,
hidroksitten fazla, drn., en azindan 2:1 érn.., >5:1, >6:1, >7:1, >8:1,

>9:1, vb. agirlik oraninda olabilir.

Bir hastaya uygulanma amagh bir kompozisyon iginde Al™™
konsantrasyonu tercihen 10mg/ml’nin altinda, drn., <5 mg/ml, <4
mg/ml, <3 mg/ml, <2 mg/ml, <1 mg/ml, vb.’dir. Bir tercih edilen
aralik, 0.3 1le Img/ml arasindadir. Doz basmma 0.85mg’lik bir

maksimum tercih edilir.

Bir veya daha fazla aliiminyum tuzu adjuvanlan i¢ermesinin yani sira
adjuvan bileseni, bir veya daha fazla adjuvan veya immiino-uyarici
ajan da icerebilir. Bu tlir ilave bilesenler arasinda, bunlarla sinirh
olmaksizin, bir benzonaftiridin bilesigi, bir 3-O-deasile edilmis
monofosforil lipit A adjuvam ('3d-MPL"); ve/veya bir su icinde yag
emiilsiyonu yer alir. 3d-MPL ayrica 3 de-O-asile edilmis monofosforil
lipit A olarak veya 3-O-desasil-4'-monofosforil lipit A olarak da
anlmaktadir. Bu isim, monofosforil lipit A'da indirgeyici ug
glukosamininin 3iincii pozisyonunun deasile edilmis oldugunu isaret
eder. Bu, Salmonella minnesota’min bir heptoseless mutantindan
hazirlanmistir ve lipit A’ya kimyasal olarak benzer olmakla birlikte
bir asitle degisken fosforil grubundan ve bir bazla degisken asil
grubundan yoksundur. Monosit/makrofa; soyundan hiicreleri
aktiflestirir ve IL-1, IL-12, TNF-a ve GM-CSF dahil olmak tlizere
birka¢ sitokinin salimmi uyarir. 3d-MPL’nin preparasyonu orijinal
olarak Ingiltere patent bagvurusu GB-A-22202 11°de tarif edildi ve
uiriin, Corixa Corporation tarafindan MPL (TM) adwyla tretilmekte ve
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satilmaktadir. Diger detaylar, Myers ve arkadaslar1 (1990) sayfa 145-
156, Cellular and molecular aspects of endotoxin reactions,; Ulrich
(2000) BoOlim 16 (sayfa 273-282), Vaccine Adjuvants: Preparation
Methods and Research Protocols (Cilt 42, Methods in Molecular
Medicine series). ISBN: 1-59259-083-7. Ed. O'Hagan; Johnson ve
arkadaslar1 (1999) ] Med Chem 42:4640-9; ve Baldrick ve arkadaslan
(2002) Regulatory Toxicol Pharmacol 35:398-413"te bulunabilir.

Bir aliiminyum hidroksit ve/veya aliiminyum fosfat adjuvam
kullanilmasi, 6zellikle ¢cocuklarda faydalidir ve antijenler genellikle bu
tuzlara adsorbe edilir. Ozellikle yashlarda su icinde skualen
emiilsiyonlar1 da tercih edilir. Faydali adjuvan kombinasyonlar
arasinda CpG ve alum veya resikimod ve alum gibi, Thl ve Th2
adjuvanlarinin kombinasyonlari yer alir. Aliiminyum fosfatin 3dMPL
ile bir kombinasyonu kullamlabilir.  Kullanilabilen  diger
kombinasyonlar arasinda sunlar bulunur: alum ve bir benzonaftiridin
bilesigi veya bir SMIP, bir su i¢inde skualen emiilsiyonu (6., MF59)
ve bir benzonaftiridin bilesigi veya bir SMIP ve E6020 ve bir su

iginde skualen emiilsiyonu, 6rn., MF59) veya alum.

Bulusa ait kompozisyonlar, hem bir hiicre aracili immiin yanit hem de

bir hiimoral immiin yanit ortaya ¢ikarabilir.

Hiicre aracili immiinitenin ve hiimoral immiinitenin baslatilmasi
ve/veya giiglendirilmesi igin genellikle CD4 ve CDR8 hiicreleri olmak
tizere iki tip T hiicresine gerek oldugu diisiinilir. CD8 T hiicreleri, bir
CD8 ortak reseptoriini eksprese edebilir ve yaygin sekilde Sitotoksik
T lenfositler1 {CTLIer) olarak amlir. CD& T hiicreleri, MHC Simif I
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molekiilleri lizerinde gosterilen antijenleri taniyabilir veya bunlarla

cetkilesime girebilir.

CD4 T hiicreleri, bir CD4 ortak reseptoriinii eksprese edebilir ve
yaygin sekilde T yardimer hiicreleri olarak anilir. CD4 T hiicreleri,
MHC Simif II molekiillerine baglanan antijenik peptitleri taniyabilir,
Bir MHC simif II molekiilii ile etkilesime girmesi tlizerine CD4
hiicreleri, sitokinler gibi faktorleri sekrete edebilir. Bu sekrete edilen
sitokinler, B hiicrelerini, sitotoksik T hiicrelerini, makrofajlar1 ve bir
immiin yamta katilan diger hiicreleri aktiflestirebilir. Yardimci T
hiicreleri veya CD4+ hiicreleri ayrica fonksiyonel acidan farkl iki alt
gruba da ayrilabilir: sitokinleri ve efektor fonksiyonlar: bakimindan

farklilik gésteren THI1 fenotipi ve TH2 fenotipi.

Aktiflesmis TH1 hiicreleri, hiicresel imminiteyi giiclendirir (antijene
6zel CTL tretiminde bir artis dahil olmak tizere) ve bu yiizden hiicre
ic1 enfeksiyonlara tepki vermede 6zel bir deger tasir. Aktiflesmis TH1
hiicreleri, IL-2, [FN-y ve TNF-p’dan birini veya daha fazlasini sekrete
edebilir. Bir THI immiin yaniti, makrofajlari, NK (dogal katil
hiicreler) hiicreleri ve CD8 sitotoksik T hiicrelerini (CTLler)
aktiflestirmek suretiyle lokal enflamatuar reaksiyonlara yol agabilir.
Bir TH1 immiin yaniti ayrica B ve T hiicrelerinin biiylimesini 1L-12
ile uyarmak suretiyle immiin yamiti arttirma gorevi de gorebilir.

THI1 in uyardigi B hiicreleri, [gG2a sekrete edebilir.

Bir TH1 immiin yaniti, CTLIerde bir artis, bir TH1 immiin yanmit1 ile
iliskili sitokinlerden bir1 veya daha fazlasinda (6rn., IL-2, IFN-y ve
TNF-B) bir artis, aktiflesmis makrofajlarda bir artis, NK aktivitesinde
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bir artis veya [g(G2a iiretiminde bir artistan birini veya daha fazlasini
icerebilir. Tercihen gliclenmis THI1 immiin yaniti, IgG2a iiretiminde

bir artis1 kapsayacaktir.

Bir THI immiin yamti, bir THIl adjuvam kullanilarak ortaya
¢ikartabilir.  Bir TH1 adjuvanmt genellikle adjuvansiz antijen
immiinizasyonuna gore artmig seviyelerde IgG2a iiretimi ortaya
¢ikaracaktir. Bulugta kullamim i¢in uygun THI adjuvanlar arasinda
ornegin saponin formiilasyonlari, virozomlar ve virlis benzerl
partikiiller, enterobakteriyel lipopolisakaridin (LPS) toksik olmayan
tiirevleri, immiino-uyaric1 oligoniikleotitler yer alabilir. Immiino-
uyarict  oligoniikleotitler, 6., bir CpG motifi ihtiva eden
oligoniikleotitler, bulusta kullamim ig¢in tercih edilen THI

adjuvanlaridir.

Artan immiin yanit, bir sistemik ve bir mukozal bir immiin yanittan
biri veya her ikisi de olabilir, Tercihen immiin yanit, bir artmis
sistemik ve bir artmis mukozal immiin vanittan birini veya her ikisini

de saglar.

Tedavi, kullamm ve uygulama yontemleri

Burada agiklanan kompozisyonlar, bir gebe kadinda ve/veya bebekte
bir immiin yanit indiiklenmesine yoénelik olup, gebe kadina ve/veya
bebege, bir kompozisyon (6rn., bir anti-RSV immiin yanit1 indiikleyici
kompozisyon) uygulanmasi adimimi igeren bir yontemde gebe
kadinlara ve bebeklere uygulanmak icin uygundur. Kompozisyonlar

(6rn., bir anti-RSV immiin yamti indiikleyici kompozisyon), bir gebe
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uyarict  oligoniikleotitler, 6., bir CpG motifi ihtiva eden
oligoniikleotitler, bulusta kullamim ig¢in tercih edilen THI

adjuvanlaridir.

Artan immiin yanit, bir sistemik ve bir mukozal bir immiin yanittan
biri veya her ikisi de olabilir, Tercihen immiin yanit, bir artmis
sistemik ve bir artmis mukozal immiin vanittan birini veya her ikisini

de saglar.

Tedavi, kullamm ve uygulama yontemleri

Burada agiklanan kompozisyonlar, bir gebe kadinda ve/veya bebekte
bir immiin yanit indiiklenmesine yoénelik olup, gebe kadina ve/veya
bebege, bir kompozisyon (6rn., bir anti-RSV immiin yanit1 indiikleyici
kompozisyon) uygulanmasi adimimi igeren bir yontemde gebe
kadinlara ve bebeklere uygulanmak icin uygundur. Kompozisyonlar

(6rn., bir anti-RSV immiin yamti indiikleyici kompozisyon), bir gebe
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kadinin ve/veya bir bebegin immiinize edilmesine yonelik bir asi
formiilasyonu iiretmek igin kullanilabilir. Ornegin Immiin yanit, bir
saflastirilmis RSV F proteini, bir alfaviriisii replikon partikiilii veya
kendi kendini kopyalayan RNA’nin uygulanmasmi takiben
yiikselebilir.

Bulug ayrica orn., bir hastanin RSV enfeksiyonuna kargi immiinize
edilmesinde kullanilma amagli bir ilag olarak kullanim i¢in olan

bulusa ait bir kompozisyon da saglar.

Ayrica bir bebekte, (a) bir kadina hamilelik sirasinda bir birinci anti-
RSV immiin yaniti indiikleyici kompozisyon uygulanmasini ve (b)
hamilelikten dogan bebege bir ikinci anti-RSV  immiin  yaniti
indiikleyici kompozisyon uygulanmasini kapsayan bir yOntemle
RSV’ye karst koruyucu immiinite saglanmasida kullanilma amacgh

bir anti-RSV immiin yaniti indikleyici kompozisyon da tarif edilir.

Ayrica bir gebe kadinda, (a) kadina bir birinci anti-RSV immiin yaniti
indiikleyici kompozisyon uygulanmasini ve (b} hamilelikten dogan
bebege bir ikinei anti-RSV 1mmiin yamit1 indiikleyici kompozisyon
uygulanmasimi  kapsayan bir yoOntemle bir immiin yanitin
yiikseltilmesinde kullanilma amach bir anti-RSV immiin yaniti

indiikleyici kompozisyon da tarif edilir.

Ayrica bir bebekte RSV’ye karst koruyucu immiinite saglanmasinda
kullanilma amag¢h bir anti-RSV  immiin  yanitt indiikleyici

kompozisyon da tarif edilir ki burada bebek, bir kadimin bebege
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hamile oldugu sirada bir anti-RSV immiin yanit1 indlkleyici

kompozisyonun uygulandigi kadindan dogdu.

Ayrica bir bebekte RSV’ye karst koruyucu immiinite saglamada
kullanilma amach bir anti-RSV  immiin yamti indikleyici
kompozisyon da tarif edilir ki burada bebek, RSV’ye kars1 maternal

antikorlar tasir.

Bebekte RSV’ye karst maternal antikorlar oldugu, uygun herhangi bir
yontemle degerlendirilebilir. Omegin bebegin immiin sistemi
olgunlasmamis oldugundan dogumu takip eden ilk haftalarda ve
aylarda (6rn., dogumdan itibaren yaklagik 2 veya 3 veya 4 aya kadar)
bebekte mevcut olan anti-RSV antikorlari, 6zellikle IgG antikorlari,
maternal antikorlardir. Maternal antikorlarin patojen antijenlerini
baglayip baglamadigim1 belirlemeye yonelik bircok yéntem, bu
konuda 1y1 bilinir. Bakimiz, érnegin Pappaioanou M ve arkadaslan,
Accurate Detection of Maternal Antibodies to HIV in Newborn Whole
Blood Dried on Filter Paper, AIDS 7(4):483-488 (1993) ve Pinon J.M.
ve arkadaslari, Strategy for Diagnosis of Congenital Toxoplasmosis:
Evaluation of Methods Comparing Mothers and Newborns and
Standard Methods for Postnatal Detection of Immunoglobin G, M,
and A Antibodies, J. Clin. Microbiol. 39(6):2267-2271 (2001).

Ayrica yukanda tarif edildigi gibi bir polipeptidin, bir hastada bir
immiin yanit ortaya ¢ikarmaya yonelik bir ilag iiretiminde kullanilmasi

da tarif edilir.
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Bu yontemlerin ve kullanimlarin ortaya ¢ikardigi immiin yanit
genellikle bir antikor yamiti, tercihen bir koruyucu antikor yanitini
kapsayacaktir. RSV asilamasindan sonraki antikor yanitlarm

degerlendirmeye yonelik yontemler, bu konuda iyi bilinir.

Bulusa ait kompozisyonlar, bircok uygun yolla, &rn., intramiiskiiler
enjeksiyon (6rn., kola veya bacaga), subkiitan enjeksiyon, intranazal
uygulama, oral uygulama, intradermal uygulama, transkiitan
uygulama, transdermal uygulama ve benzeri bir yolla uygulanabilir.
Uygun uygulama yolu, gebe kadinin veya bebegin yasina, saghk
durumuna ve bagka karakteristiklerine bagh olacaktir. Bir klinisyen,
bu ve diger faktorlere gbére uygun uygulama yolunu

belirleyebilecektir.

Tedavi, bir tekli doz programiyla veyabir c¢oklu doz programiyla
yuritilebilir. Coklu dozlar, bir primer immiinizasyon programinda
ve/veya booster immiinizasyon programinda kullanilabilir, Bir ¢oklu
doz programinda ¢esitli dozlar, ayn1 veya farkli yollarla, 6rn., bir
parenteral prime ve mukozal boost, bir mukozal prime ve parenteral
boost, vb. seklinde verilebilir. Birden fazla doz uygulamasi (tipik
olarak 1ki doz), imminolojik ac¢idan naif hastalarda o6zellikle
faydalidir. Coklu dozlar tipik olarak en az 1 hafta arayla (6rn.,
yaklasik 2 hafta, yaklagik 3 hafta, yaklagik 4 hafta, yaklasik 6 hafta,
yaklagik 8 hafta, yaklasik 10 hafta, yaklasik 12 hafta, yaklasik 16 hafta

ve benzeri) uygulanacaktir.

Bulusa ait bir kompozisyon kullanilarak tretilen as1 formiilasyonlari,

hastalara, baska asilarla 6nemli 6l¢lide aym zamanda (6., bir saglik
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calisgant veya asilama merkezine aymi tibbi damigma veya ziyaret

esnasinda) uygulanabilir,

ORNEKLER

Ornek 1.

Burada tarif edilen RSV immiinizasyon rejiminin etkililigi ve
immiinojenisitesi, Ornegin, uygun hayvan modelleri kullanilarak

degerlendirilebilir.

Bir &rnekte disi pamuk sicanlarina, hamilelik sirasinda anti-RSV
antikorlar1 tiretimini indiklemek icin ciftlestirilmeden once ve/veya
ciftlestirildikten sonra bir anti-RSV immiin yamti indiikleyici
kompozisyon uygulanacaktir. Alternatif olarak disi pamuk sicanlari,
ciftlestirilmeden 6nce ve/veya ciftlestirildikten sonra RSV ile enfekte
edilebilir ve ¢iftlestirilmeden 6nce ve/veya ¢iftlestirildikten sonra bir
anti-RSV immiin yamt1 indiikleyici kompozisyon ile boost edilebilir,
boylelikle hamilelik  sirasinda  anti-RSV  antikorlar1  iiretimi
arttirilabilir. Gebe pamuk sicaninda anti-RSV antikorlarinin varligi ve
titer1, burada tarif edilen nétralize edici titer deneyleri veya bir ELISA
gibi uygun herhangi bir yontemle degerlendirilebilir. Gebe pamuk
sicaninin Trettigi antikorlar, plasentadan gegecek ve fetal dolagim
sistemine girecektir. Dogum sonrasinda neonatal sicanlar, anneleri
tarafindan veya bir naif pamuk sicani (RSV’ye veya bir anti-RSV
immiin yamiti indiikleyici kompozisyona maruz kalmamis olan)
tarafindan emzirilecektir. Bir anti-RSV immiin yamti indiikleyici

kompozisyon ile immiinize edilmis veya RSV ile enfekte edilmis ve
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bir anti-RSV indiikleyici kompozisyon ile boost edilmis olan
kadinlarda bulunan ilave anti-RSV antikorlari, emzirme yoluyla bebek
pamuk sicanlarma gecirilecektir. Yeni dogmus si¢canlardan bazilarina,
bir anti-RSV immiin yaniti indiikleyici kompozisyon, bir veya daha
tazla kez (0rn., bir prime ve ardindan bir veya daha fazla boost)
uygulanacaktir. Bir yeni dogana, bir anti-RSV immiin yamti
indiikleyici kompozisyonun iki veya daha fazla kez uygulandigi
durumda kompozisyonlar, aymi veya farkl olacaktir. Bebek pamuk
sicanlarinda anti-RSV antikoru seviyeleri, dogumdan sonraki g¢esitli
zaman noktalarinda, burada tarif edilen noétralize edici titer deneyleri
veya bir ELISA gibi uygun herhangi bir yontemle degerlendirilebilir.
Immiinizasyon rejimlerinin kazandirdignt RSV den korunma seviyesi,
bebek pamuk sicanlarmi RSV ile tehdit etmek ve bebek pamuk
siganinin akcigerlerindeki veya nazal yikamalarindaki viriis titerini
degerlendirmek veya bebek pamuk siganinin akcigerlerinin veya nazal
kavitesinin patolojisini incelemek suretiyle degerlendirilebilir. Aktif
sekilde immiinize edilmis veya edilmemis ve annelerine dogmus veya
tarkli RSV antijeni maruz kalmalart (6rnegin hi¢, RSV enfeksiyonu,
bir anti-RSV  immiin  yanit1 indiikleyici kompozisyon ile
immiinizasyon veya RSV enfeksiyonunu takiben bir anti-RSV immiin
yamti indiikleyici kompozisyon ile boost edilme) yasamis kadinlar
tarafindan emzirilmis olan bebek pamuk si¢anlarmmda cesitli zaman
noktalarindaki anti-RSV antikor seviyelerinin ve RSV’ye karsi
korunma derecelerinin karsilastirilmasi, burada tarif edilen RSV
immiinizasyon rejiminin  etkililifinin  ve  immiinojenisitesinin
degerlendirilmesini  saglayacaktir. Bir bagka Ornekte maternal
antikorun fetusa distik verimlilikte transplasental trasfer potansiyeli,

bir yetiskin pamuk sicanindan elde edilen antikor icerikli
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preparasyonlart elle transfer etmek suretiyle ele alimir. Bir yetiskin
pamuk sicanina, bir anti-RSV immiin yanitt indiikleyici kompozisyon
uygulanarak anti-RSV antikorlar tiretilmesi indiiklenecektir veya bu,
RSV ile enfekte edilebilir ve bir anti-RSV immiin yanit1 indiikleyici
kompozisyon ile boost edilebilir. Anti-RSV antikorlar1 (veya
antikorlar thtiva eden serum), pamuk siganindan elde edilecek ve naif
pamuk sicanlarina (yeni dogmus veya geng pamuk siganlari), érnegin,
intraperitonel enjeksiyvon yoluyla uygulanacaktir. Naif pamuk
sicanlarindan bazilarina, bir anti-RSV immiin yaniti indiikleyici
kompozisyon, bir veya daha fazla kez (6rn., bir prime ve ardindan bir
veya daha fazla boost) uygulanacaktir. Naif sicanlara, bir anti-RSV
immiin yamiti1 indiikleyici kompozisyonun iki veya daha fazla kez
uygulandigi durumda kompozisyonlar, ayni veya farkli olacaktir.
Bebek pamuk siganlarinda anti-RSV antikoru seviyeleri, dogumdan
sonraki cesitli zaman noktalarinda, burada tarif edilen notralize edici
titer deneylert veya bir ELISA gibi uygun herhangi bir yontemle
degerlendirilebilir. Immiinizasyon rejimlerinin kazandirdign RSV’den
korunma seviyesi, bebek pamuk siganlarint RSV ile tehdit etmek ve
bebek pamuk siganinin akcigerlerindeki veya nazal yikamalarindaki
virtis  titerimi degerlendirmek  veya bebek pamuk  sicanimin
akcigerlerinin veya nazal kavitesinin patolojisini incelemek suretiyle
degerlendirilebilir. Aktif sekilde immiinize edilmis veya edilmemis ve
farkli RSV antijeni maruz kalmalari (6rnegin hi¢, RSV enfeksiyonu,
bir anti-RSV  immiin yamti indiikleyici kompozisyon ile
immiinizasyon veya RSV enfeksiyonunu takiben bir anti-RSV immiin
yanmti indiikleyici kompozisyon ile boost edilme) yasamig pamuk
sicanlarindan elde edilen antikor icerikli preparasyonlar uygulanmis

olan bebek pamuk sicanlarinda ¢esitli zaman noktalarindaki anti-RSV
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antikor seviyelerinin ve RSV’ye karsi korunma derecelerinin
karsilastirilmasi, burada tarif edilen RSV immiinizasyon rejiminin

etkililiginin ve immiinojenisitesinin degerlendirilmesini saglayacaktir

RSY Notralizasyon Deneyi

HEp-2 hiicreleri, konflilent monokatmanlardan tripsinizasyon yoluyla
hasat edilecek, ml basma 6.5 x 10° hiicrelik bir yogunlukta %5 fetal
inek serumu (FBS) ihtiva eden hiicre kiiltiirii ortaminda yeniden
siispanse edilecek, 96 oyuklu plakalara, oyuk basina 0.1 ml olmak
tzere tohumlanacak ve 37°C’de %5 CO2’de 3-6 saat stireyle inkiibe

edilecektir.

Test serumlart ve kontrol serumlari, 30 dakika siireyle 56°C’de 1s1yla
eylemsizlestirilecek ve fosfat tamponlu tuz (PBS), %5 inek serum

albiimini (BSA) i¢ind seri olarak iki kat seyreltilecektir.

Seri olarak seyreltilen serumlar, PBS %5 FBS i¢inde ilave hacmin test
serumlart olmadan oyuk basina 80-140 sinsitia verecegi bir
konsantrasyona kadar onceden seyreltilmis olacak esit hacimlerde
RSV ile kanstirilacaktir. RSV ve seri olarak seyreltilmis serumlari
iceren karisimlar, 37°C’de %5 CO2’de 2 saat siireyle inkiibe

edilecektir.

Ortam, HEp-2 tohumlanmis deney plakasindan aspire edilecek ve
viriis-serum karigimlari, plakalarin oyuklarina ilave edilecektir. Plaka,
37°C’de %5 COy’de 2 saat slreyle inkiibe edilecektir. Viriis-serum

karisimlar, plakadan aspire edilecektir. Oyuklara, oda sicakliginda
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%0.75 EMEm i¢inde metilseliiloz (fenol kirmizis1 igermeyen), %35
FBS igeren bir ¢ozelti ilave edilecektir. Plakalar daha sonra 37°C’de
%5 CO;’de 40-46 saat siireyle inkiibe edilecektir.

Metilseliloz, oyuklardan aspire edilecek ve oyuklara, %10
tamponlanmig formalin ilave edilecektir. Plaka, oda sicakliginda 1 saat
siireyle inkiibe edilecektir. Plakalar, ii¢ kez yikama tamponu ile
yikanacaktir (1 x PBS, %0.05 Tween 20). Oyuklara,
gecirgenlestirme/bloklama  tamponu (D-PBS, 9%2.5 FBS, %0.5
saponin, %0.1 NaAzid) ilave edilecek ve plaka, oda sicakliginda 1

saat stireyle inkiibe edilecektir.

Gegcirgenlestirme/bloklama tamponu, oyuklardan aspire edilecektir.
Oyuklar daha sonra li¢ kez yikama tamponu ile yikanacaktir.
Ovyuklara, gecirgenlestirme/bloklama tamponu ig¢inde 1:1000°lik bir
seyreltme oraninda F ve/veya NP’yi taniyan monoklonal antikorlar
ilave edilecektir. Plaka, oda sicakhiginda 1 saat siireyle inkiibe

edilecektir.

Antikor ¢ozeltisi aspire edilecektir. Oyuklar, ti¢ kez yikama tamponu
ile yikanacaktir. Oyuklara, gecirgenlestirme/bloklama tamponu i¢inde
1:1000’lik bir seyreltme oraninda bir sekonder antikor (yaban turpu
peroksidazi ile konjuge edilmis keci anti-fare [gG agir ve hafif zinciri)
ilave edilecektir. Plaka, oda sicakliginda 1 saat siireyle inkiibe

edilecektir.

Sekonder antikor, oyuklardan aspire edilecektir. Oyuklar, ili¢ kez

yikama tamponu ile yikanacaktir. Oyuklara, tripan mavisi substrati
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ilave edilecektir. Plaka, oda sicakhiginda 10 dakika siireyle inkiibe
edilecektir. Plaka, bir kez damitilmis su ile yikanacak ve kuru aspire

edilecektir.

Boyanmus sisitia, goriintli alma ve sayma yazilimi ile bir UV analizeri

kullanilarak sayilacaktir.

Sinsitia, serum ile karisik olmayan viriis ile inkiibe edilmis kontrol
oyuklarinda sayilacaktir. Sinsitia, 6rnek oyuklarinda sayilacaktir. Her
bir oyuktan iki replikat sayilacak ve ortalamasi alinacaktir. Ornek
oyuklar icerisinde kalan kontrol oyuklarmmn sinsitia oram
hesaplanacaktir, Viriiste %60 nétralizasyon saglayan serum seyreltme
degerleri, lineer regresyon yoluyla hesaplanir. Bu seyreltmenin tersi,

%60 notralizasyon titeridir.

Ornek 2: RSV F alt birim asis1, onceden RSV ile enfekte edilmis
pamuk sicanlari ve farelerinde RSV’ye dzel antikor yanitini boost

eder

1. Yontemler

RSV F trimer alt birim asisi

RSV F trimeri, fiizyon peptidi bolgesinde bir delesyon olan RSV F
ckto-alani i¢ermekle, diger trimerler ile iliskiyi engelleyen bir
rekombinant proteindir. Nihai yapi, boyut dislama kromatografisiyle
de godzlemlenen sekilde bir homojen trimer olusturur ve elektron

mikroskopisiyle de goézlemlenen sekilde bir flizyon sonrast F
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konformasyonu ile tutarl bir beklenen fenotipe sahiptir. Protein, CHO
hiicrelerinden eksprese edildi ve safastirildi. Sonugta elde edilen
protein 6rnegi, %95'ten fazla saflik sergiledi. Alliminyum hidroksitli
(alum) F alt birim asisinin in vivo degerlendirmesinde F alt birimi,
sodyum kloriir ile izotoniklik ayar1 yapilmis 10 mM histidin tamponu
pH 6.3 kullamlarak 2 mg/ml alum tizerine adsorbe edildi. F alt birimi,
lum tizerine, bir gece siireyle 2-8°C’de nazkge karigtirma yapilarak
adsorbe edildi. MF59’lu F alt birim asisim degerlendirmek igin
protein, PBS i¢erisinde seyreltildi ve esit hacimde 2X MF59 ile 2 saat
igerisinde karistirildiktan sonra immiinizasyon yapildi ve nazikge bas

asagl edilerek karistirildi.

Pamuk sicanlart ve farelerinin asisanmast ve enfekte edilmesi

Disi pamuk sicanlar1 (Sigmodon hispidis), Harlan Laboratories’den
alind1 ve disi BALB/c fareleri, Charles River Laboratories’den alindi.
Biitiin caligmalar, Novartis Hayvan Bakim ve Kullanim Komitesine
gore onaylandi ve yapildi. 7 pamuk sicaninin oldugu gruplar, 100 l
icinde 1x10° plak olusturma birimi (pfu) RSV ile intranazal (i.n.)
yoldan asilandi ve 7 hafta sonra RSV F alt birim asis1 (bir arka uzuvda
toplam 100 pl hacim) ile intramiiskiiler (i.m.) yoldan immiinize edildi.
7 farenin oldugu gruplar, 50 pl i¢inde 1x10° pfu RSV ile i.n. yoldan
agtlandi ve 11 ve 15 hafta sonra RSV F alt birim asis1 (iki arka uzuv
arasinda bolinmiis toplam 100 ul hacim) ile i.m. yoldan immiinize
edildi. Her bir calismaya, iki tedavi edilmemis naif kontrol hayvani
dahil edildi. Serum &6rnekleri, RSV asilamasindan sonraki ¢esitli
zaman  noktalarinda  ve her bir RSV F alt  birimi

immiinizasyonunundan 2 hafta sonra toplandi.
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RSV F’ye ozel ELISA

Miinferity pamuk sicanm1 ve fare serum oOrnekleri, enzim baglantili
immiinosorbent deneyi (ELISA) ile RSV F’ye ozel IgG varhg
bakimindan deneye tabi tutuldu. ELISA plakalar1 (MaxiSorp 96
oyuklu, Nunc), 4°C’de bir gece slreyle PBS i¢inde 1 pg/ml
saflastirilmis RSV F ile kaplandi. Yikandiktan sonra (%0.1 Tween-
20°li PBS) plakalar, PBS i¢inde Superblock Bloklama Tamponu
(Thermo Scientific) ile 37°C’de en az 1 saat siireyle bloke edildi.
Plakalar daha sonra yikandi, deneyden veya kontrol hayvanlarindan
gelen deney seyrelticisi (%0.1 Tween-20 ve %5 ke¢i serumu ile PBS)
icinde 5 kat seri serum seyreltmeleri iki kez halinde ilave edildi ve
plakalar, 37°C’de 2 saat siireyle inkiibe edildi. Yikandiktan sonra
tavuk anti-pamuk sican1 [gG seyreltmesi [Immunology Consultants
Laboratory, Inc,] veya 1:30,000 oraminda kegi anti-fare IgG
seyreltmesi [Southern Biotech]) yabanturpu peroksidazina (HRP)
konjuge anti-IgG saptama antikoru ile 37°C’de 1 saat slireyle inkiibe
edildi. Son olarak plakalar yikand: ve her bir oyuga, 100 ul TMB
peroksidaz substrati ¢ozeltisi (Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc)
ilave edildi. Reaksiyonlar, 100 pul 1M H;PQOy ilave edilerek durduruldu
ve absorbans, 450 nm’de bir plaka okuyucu kullanilarak okundu. Her
bir serum 6megi icin lineer olmayan regresyon (GraphPad Prsim)
yoluyla, optik yogunluga (OD) karsi iki tarafli serum seyreltmesi
logaritmasinin oldugu bir grafik olusturuldu. Titerler, her bir plaka
tizerine dahil edilmis olan bir standart serum drnegine (pamuk sicant
standardi- tanimlanmis titeri 1:2500 olan ESV ile enfekte edilmis

pamuk sicanlarindan havuz haline getirilmis serumlar - tanimlanmig



10

15

20

25

129

RSV F’ye ozel ELISA

Miinferity pamuk sicanm1 ve fare serum oOrnekleri, enzim baglantili
immiinosorbent deneyi (ELISA) ile RSV F’ye ozel IgG varhg
bakimindan deneye tabi tutuldu. ELISA plakalar1 (MaxiSorp 96
oyuklu, Nunc), 4°C’de bir gece slreyle PBS i¢inde 1 pg/ml
saflastirilmis RSV F ile kaplandi. Yikandiktan sonra (%0.1 Tween-
20°li PBS) plakalar, PBS i¢inde Superblock Bloklama Tamponu
(Thermo Scientific) ile 37°C’de en az 1 saat siireyle bloke edildi.
Plakalar daha sonra yikandi, deneyden veya kontrol hayvanlarindan
gelen deney seyrelticisi (%0.1 Tween-20 ve %5 ke¢i serumu ile PBS)
icinde 5 kat seri serum seyreltmeleri iki kez halinde ilave edildi ve
plakalar, 37°C’de 2 saat siireyle inkiibe edildi. Yikandiktan sonra
tavuk anti-pamuk sican1 [gG seyreltmesi [Immunology Consultants
Laboratory, Inc,] veya 1:30,000 oraminda kegi anti-fare IgG
seyreltmesi [Southern Biotech]) yabanturpu peroksidazina (HRP)
konjuge anti-IgG saptama antikoru ile 37°C’de 1 saat slireyle inkiibe
edildi. Son olarak plakalar yikand: ve her bir oyuga, 100 ul TMB
peroksidaz substrati ¢ozeltisi (Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc)
ilave edildi. Reaksiyonlar, 100 pul 1M H;PQOy ilave edilerek durduruldu
ve absorbans, 450 nm’de bir plaka okuyucu kullanilarak okundu. Her
bir serum 6megi icin lineer olmayan regresyon (GraphPad Prsim)
yoluyla, optik yogunluga (OD) karsi iki tarafli serum seyreltmesi
logaritmasinin oldugu bir grafik olusturuldu. Titerler, her bir plaka
tizerine dahil edilmis olan bir standart serum drnegine (pamuk sicant
standardi- tanimlanmis titeri 1:2500 olan ESV ile enfekte edilmis

pamuk sicanlarindan havuz haline getirilmis serumlar - tanimlanmig



10

15

20

25

130

titeri 1:269,773 olan adjuvane edilmis RSV F alt birimi ile asilanmis
BALB/c farelerinden havuz haline getirilmis serumlar) normalize
edilmis vyaklasik olarak 0.6’lik bir ODyssq om'de iki tarali serum
seyreltmesi seklinde tanimlandi. Miinferit bir érek i¢in olan titerin,
test edilen ilk serum seyreltmesinin altinda, 1:25, olmast durumunda
grup ortalamasnin hesaplanmasi amaglarn 1¢in 1:5°1ik bir titer tahsis

edildi.

RSV nétralizasyon deneyi

Serum ornekleri, bir odak azaltmali nétralizasyon testiyle notralize
edici RSV antikorlarinin varligi bakimindan test edildi. Daha énceden
yaklagik 115 pfu/25 uL verecek sekilde titerlenmis esit hacimde bir
RSV Uzun’a, 1siyla eylemsizlestirilmis (HI)-serumunun (%5 HI-FBS
ile PBS i¢inde) iki kat seri seyerltmeleri ilave edildi. Serum/viris
kangimlar, 37°C ve 5% CO;’de 2 saat siireyle inkiibe edilerek virls
ndétralizasyonunun meydana gelmesi saglandi ve sonra bu karigimin 25
ul’si (vaklasik 115 PFU ihtiva eden), 96 oyuklu plakalarda Hep-2
hiicreleri igeren iki katli oyuklara agilandi. 37°C ve %5 CO2’de 2 saat
sonra hiicreler, %5 HI-FBS ile %0.75 metilselilloz igerikli ortam ile
ortiilldii ve 40-46 saat siireyle inkiibe edildi. Sinsitia sayisi, RSV
fiizyonuna Ozel monoklonal antikorlar ve niikleoproteinler (AbD
Serotec) ile immiino-boyama yapilmasini takiben otomatik sayim
(CTL Immunospot S5 UV Analizeri) yoluyla belirlendi. Nétralizasyon
titeri, kontrollere (serum igermeyen) gore oyuk basina sinsitia
sayisinda en az %60 azalma saglayan serum seyreltmesinin karsilig

olarak tamimlanmir. Bir Ornegin titerinin, test edilen ilk serum
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olarak tamimlanmir. Bir Ornegin titerinin, test edilen ilk serum
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seyreltmesinin altinda, 1:20, olmasi durumunda grup ortalamasnin

hesaplanmasi amaglari igin 1:10°luk bir titer tahsis edildi.

2. Sonuglar ve Cikarimlar

Onceden RSV ile enfekte edilmis yetiskin insanlarda serum nétralize
edici titerleri ylikseltmek amaciyla F alt birim asist kullanimini
modellemek i¢in 7 yetigkin digi pamuk sigani veya fare igeren gruplar,
RSV ile 1.n. yoldan asilandi ve 7 hafta sonra (pamuk si¢anlar) veya 11
ve 15 hafta sonra (fareler) adjuvane edilmemis veya adjuvane edilmis
RSV F alt birim asis1 ile i.m. yoldan immiinize edildi. Bu deneylerin
sonuglar, RSV F alt birim agisinin, farelerde ve pamuk sicanlarinda
RSV enfeksiyonu ile prime edilmis serum F'ye 6zel IgG ve RSV
nétralize edict yamitlant etkili sckilde boost ettigini ortaya koyar
(Tablo 1 ve 2). RSV’ye ozel antikor yanmitinda RSV F alt birim
asisinin sagladigr kath boost, farelerde (nétralizasyon titerinde 10 ila
50 kat artis ve F’ye oOzel 1gG titerinde 9 ila 51 kat artis), kontrol
siganlarinda oldugundan (noétralizasyon titerinde 4 ila 6 kat artis ve
F’ye 6zel IgG titerinde 7 ila 25 kat artig) daha fazla idi ancak her iki
tirde de titer artisi, degerlendirilen antijen dozlarindan ve adjuvandan

biiyiik 6lciide bagimsizdi (Tablo 1 ve 2).
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Tablo 1: RSV-seropozitif pamuk sicanlarinda RSV F alt birim asisinin

immiinojenisitesi
Gr.| Enfeksiyon® | Asilama® Serum F’ye dzel IgG titeri® Serum RSV nétralizasyon titeri?
(hafta 0) (hafta 7) Enfeksiyondan | Asilamadan | Enfeksiyondan | Enfeksiyond | Agilamadan 2
7 hafta sonra 2 hafta sonra | 4 hafta sonra an 7 hafta hatfta sonra
sonra
A | RSV - 2,90+0,19 2,80£0,33 | 2,69+0,03 2,444+0,06 | 2,71=0,03
B | RSV S5pugF 2,80+0,35 | 4,16+0,16 | 2,81£0,08 | 2,64=0,22 | 3,36+0,13
alt birimi
C | RSV SugFalt 2,93+0,33 | 4,32+0,18 | 2,64+0,13 | 2,65£0,05 | 3,39+0,10
birimi/MF59
D | RSV 0,5 ug F alt 2,9240,24 | 3,99+0,19 | 2,47+£0,02 | 2,67=0,14 | 3,36+0,05
birimi/MF359
E | RSV 0,05 ug Falt | 2,90+0,23 | 3,87+0,17 | 2,68+0,07 | 2,47=0,09 | 3,25+0,08
birimi/MF59
F [ RSV 5 pgF alt 3,24+0,52 | 4,07+£0,14 | 2,80=0,20 | 2,64=0,13 | 3,24+0,11
birimi/alum
G | RSV 0,5 ng F alt 2,79+0,12 | 3,92+0,16 | 2,61+0,09 | 2,39+0,11 3,04+0,06
birimi/alum
H | RSV 0,05ugFalt | 3,06£0,17 | 4,05+0,22 | 2,80=0,17 | 2,62=0,06 | 3,24+0,22
birimi/alum
I - - n.t. n.t. 1,00 1,32 1,00

Kisaltmalar: Gr - grup, wk - hafta, n.t. - test edilmedi
" 1x10° pfu RSV i.n.

b

i.m.

¢ grup basina 7 miinferit hayvanin ortalama log, titer +standart sapma

¢ grup bagina 3-4 hayvan igeren 2 havuzun ortalama logy titertaralik (Gr.I'de 2 hayvanlik 1 havuz)
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Tablo 2: RSV-seropozitif BALB/c farelerinde RSV F alt birim agismin immiinojenisitesi

Gr. Enfek- Agilama® Serum F’ye 6zel IgG titeri® Serum RSV nétralizasyon titeri®
siyon® (hafta 11 ve 15) Enfeksiyondan | Inci agilamadan 2nei Enfeksiyondan 11 Inci agilamadan | 2nci agilama
(hafta 0) 11 hafta sonra | 2 hafta agilamadan 2 hafta sonra 2 hafta sonra dan 2 hafta sonra

sonra hatta sonra

A RSV B 4,0340,11 4,0920,12 4,10£0,12 2,1140,10 2,18+0,03 2,50+0,08

B RSV 5 g F alt birimi 4,02%0,10 5364011 5.40£0,10 2,0340,14 3,24+0,15 3424011

C RSV 0,5 pg F alt birimi 4,18+0,11 5,29+0,06 5,43+0,07 2,3940,10 3,39+0,03 3,54+0,07

D RSV 0,05 pg F alt birimi 4,07+0,16 5,15+0,11 5,24+0,08 1,98+0,10 3,03+0,07 3,28+0,08

E RSV 5 ug F alt birimi/MF59 3,99+0,16 5,59+0,15 5,72+0,09 1,98+0,26 3,34+0,34 3.38+0,10

F RSV 0,5 pg F alt birimi/MF59 | 4,00+0,30 5,55+0,11 5,78%0,12 2.04%0,12 3,40%0,09 3,39+0,20

G RSV 0,05 pg F alt birimi/MF59 | 3,96+0,20 5,61=0,09 5,68+0,09 1,85+0,37 3,32+0,08 3,64+0,15

H RSV 5 g F alt birimi/alum 4,02+£0,10 5,46+0,14 5,63£0,06 1,75+0,13 3,45+0,09 3,31+0,17

I RSV 0,5 pg F alt birimi/alum 3,91+0,19 5,22+0,14 5,57+0,14 2,05+0,19 3,23+0,14 3,52+0,02

7 RSV 0,05 pg F alt birimi/alum | 4,04%0,11 5.06+0,13 5350,16 2,2240,15 3,160,17 3,54+0,10

K - - 0,70 0,70 0,70 1,00 1,00 1,00

Kisaltmalar: Gr - grup, wk - hafta

*1x10° pfu RSV i.n.
®im.

¢ grup bagina 7 miinferit hayvanim ortalama log, titeri +standart sapma (Gr. K’de 2 hayvan)

4 grup bagina 3-4 hayvan iceren 2 havuzun ortalama log,, titeri zaralik (Gr. K’de 2 hayvanlik 1 havuz)
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Ornek 3: RSV ile enfekte edilmis, F alt birim asis1 ile boost edilmis

pamuk sicanlar ve farelerden pasif antikor transferiyle korunma

1. Yontemler

Pamuk sicanlart ve farelerde serum transferi ve RSV enfeksiyonue

Disi pamuk siganlart (Sigmodon hispidis), Harlan Laboratories’den
alind1 ve disi BALB/c fareleri, Charles River Laboratories’den alindi.
Biitlin ¢alismalar, Novartis Hayvan Bakim ve Kullanim Komitesine
gore onaylandi ve yapildi. 7-8 disi yetiskin pamuk sicani igeren
gruplar, seyreltilmemis pamuk sicani serumu igeren su sekilde li¢
havuzdan biri ile intraperitonel yoldan (i.p.) asilandi (10 ml/kg): 1)
"normal” - naif pamuk sicanlarindan alinmis, 2) "RSV" -pamuk
siganlart, 1x10° pfu RSV ile enfekte edildi ve 7 hafta sonra serum
alindi veya 3) "RSV + alt birim" - pamuk sicanlar1, 1x10° pfu RSV ile
enfekte edildi ve 7 hafta sonra F alt birimi ile asilandi. F alt birimi
astlamasindan 2 ve 4 hafta sonra serum alindi (Ornek 2’de tarif edilen
pamuk sigcani deneyine benzer sekilde, adjuvane edilmemis yada alum
veya MF39 ile adjuvane edilmis 0.05 pg, 0.5 ug veya 5 pg F alt birimi
ile asilanmis hayvanlardan havuz haline getirilen). [lave bir grup
hayvana, 1:3 oraminda "RSV=+alt birim" serum havuzu

seyreltmesinden 10 ml/kg enjekte edildi.

4-8 BALB/c faresi iceren gruplar, seyreltilmemis fare serumu igeren
su sekildeki iki havuzdan biri ile 1.p. yoldan agilandi (20 ml/kg): 1)
"normal"” - naif BALB/c farelerinden alindi veya 2) "RSV + alt birimi"

- BALB/c fareleri, 1x10° pfu RSV ile enfekte edildi ve 7 ve 11 hafta
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sonra F alt birimi ile asilandi. 1Nci asilamadan 2 ve 4 hafta sonra ve
2nci astlamadan 2 hafta sonra serum alindi ve havuz haline getirildi
(hayvanlar, Omek 2’de tarif edilen fare deneyine benzer sekilde,
adjuvane edilmemis yada alum veya MF39 ile adjuvane edilmis 0.05
pg, 0.5 pg veya 5 pg F alt birimi ile agiland). flave bir fare grubuna,
1:3 oranminda "RSV+alt binm" serum havuzu seyreltmesinden 20

ml/kg enjekte edildi.

Serum transferinden iki giin sonra biitiin pamuk sicanlarn ve fareler
art1 tedavi edilmemis kontrol hayvanlari, RSV (pamuk si¢canlar i¢in
1x10° pfu ve fareler i¢cin 3x10° pfu) ile intranazal yoldan enfekte
edildi.

RSV plak deneyi

Enfeksiyon sonrasi akcigerdeki RSV yiikii, plak deneyiyle belirlendi.
Akcigerler, RSV enfeksiyonundan 4 giin (fareler) veya 5 giin (pamuk
siganlart} sonra hasat edildi ve tartildi ve bir adet sag lob, %25 sukroz
iceren ortam igerisine konuldu ve bir doku homojenizeri ile
parcalandi. Bu Orneklerden gelen hiicresiz siipernatanlar, -80°C’de
saklandi. Enfeksiydz virlis deneyi yapmak ic¢in aritilmis akciger
homojenat1 seyreltmeleri (%5 HI-FBS ile PBS iginde), konfliient
HEp-2 hiicresi monokatmanlan {izerine, 12 oyuklu bir plakadaki oyuk
basina 200 pl hacimde asilandi. Periyodik nazikce salla yapilan 2
saatin ardindan (37°C, %5 CO,), inokiiliim ¢ikarildi ve hiicreler, %5
HI-FBS, glutamin ve antibiyotikler ile desteklenen ortamda %1.25
SeaPlaque agarozdan 1.5 ml ile o&rtildi. 3-4 gilnlik inkiibasyon
sonrasinda hucreler yine %0,1 ndtr kirmizi (Sigma) ihtiva eden

ortamda %]1,25 agarozdan 1 ml ile ortiildii. Plaklar, bir giin sonra bir
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151k kutusu yardimiyla sayilir, Miinferit bir hayvan ig¢in viral yikiin,
deneydeki saptama limitinin altinda (her bir g akciger basina 200
pfu) olmasi durumunda buna, grup ortalamasinin hesaplanmasi

amaciyla her bir g akciger basina 100 pfu’luk bir titer tahsis edildi.

RSV nétralizasyon deneyi ve F’ye dzel IgG ELISA

Bu deneyler, Ornek 2’de tarif edildigi gibi yapildi.

2. Sonuclar ve Cikarimlar

[nsan bebeklerin, daha énceden RSV ile enfekte edilmis, alt birim F
ile boost edilmis annelerden RSV nétralize edici titerleri artmig
antikorlarin pasif transferiyle korunmasint modellemek igin biz,
yetiskin pamuk sicanlarim veya fareleri RSV ile enfekte ettik,
bunlardan bazilarini, 7 hafta sonra RSV F alt birim asisi1 ile boost ettik,
serumu hasat ettik ve serumu, immiinize edilmemis yetiskin pamuk
sicanlarina veya farelere i.p. yoldan enjekte ettik (grup basina 4-8
hayvan, pamuk sicanlarina pamuk sican1 serumu enjekte edilir ve
farelere, fare serumu enjekte edilir). Serum transferinden iki giin sonra

biitiin hayvanlar, RSV ile i.n. yoldan tehdit edildi.

RSV nétralize edici aktivite, donér serumunun pasif transferinden bir
giin sonra alict kemirgenlerin serumunda kolaylikla saptanabildi
(Tablo 3 ve 4). RSV ile enfekte edilmis, F alt birim asis1 ile immiinize
edilmis dondrlerden serum alan kemirgenlerde, RSV ile enfekte
edilmis ancak immiinize edilmemis dondrlerden gelen serumu alan,

normal serum alan veya RSV tehdidinden 6nce hi¢ serum almayan
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10

15

20

25

137

kemirgenler ile kiyaslandifinda, transfer sonrast serum RSV
nétralizasyon titerleri en yiiksekti ve RSV tehdidi sonrasi akciger viral
yiikleri en disiiktii (Tablo 3 ve 4). Bu veriler, pasif sekilde transfer
edilmis olan serumun, RSV tehdidinden koruma saglayabildigini ve
transfer edilen serumun nétralizasyon titeri ne kadar yiiksekse
RSV’den korunmansin o kadar fazla oldugunu gosterir (Tablo 3 ve 4
ve SEKIL 1A ve IB). RSV ile enfekte edilmis ancak immiinize
edilmemis pamuk sicanlarindan degil RSV ile enfekte edilmis, alt
birim F agis1 ile immiinize edilmis pamuk sicanlarindan transfer edilen
serumun alicilari, RSV tehdidinden korundugu i¢in bu sonuglar, RSV
F alt birim asis1 ile immiinize edilmis gebe kadinin (kacimilmaz surette
gecmiste RSV enfeksiyonlan gecirmis) dogurdugu insan bebeklerin

korundugunu destekler.

Pasif transfer sonrasinda RSV’ye o6zel antikorun yan Omriind
belirlemek i¢in kemirgen gruplarina, RSV ile enfekte edilmisg, F alt
birim asis1 ile immiinize edilmis kemirgenlerden gelen seyreltilmemis
serum 1i.p. yoldan enjekte edildi ve alicilardaki RSV nétralizasyon
titeri, transfer sonrasinda cesitli zaman noktalarinda o6l¢iildii. Bu
calismalarin sonuglari, pasif sekilde transfer edilmis olan antikorun
yar1 Omriiniin, hem pamuk sicanlarinda hem de farelerde yaklagik
olarak 2 hafta oldugunu ortaya koya (Tablo 5 ve 6). Bu nedenle, RSV
F alt birim asis1 tarafindan noétralizasyon titerinde koruyucu esigin
tzerindeki her iki kat artis, bu kemirgen modellerinde pasif antikor

alicilarinda 2 hafta kadar korumayi kapsamalidir.
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Tablo 3: RSV ile enfekte edilmis, F alt birim asis1 ile immiinize

edilmis pamuk siganlarindan pasif serum transteriyle korunma

Gr. | Transfer edilen Tehdit® | Serum transferinden 1 giin sonra | RSV
serum’ (giin 0) (glin 2) tehdidinden
5 gin sonra
Serum Fye Serum RSV Akciger viral
ozel IgG nétralizasyon yukii®
titeri® titeri”
A RSV +alt birim | RSV 2,81+0,09 2,52+0,09 3,18+0,42
B 1:3 RSV +alt RSV 2,43+0,30 2,16+0,12 5,36+0,47
birim
C RSV RSV 1,64+0,05 1,92+0,15 5,48+0,23
D normal RSV 0,70£0,00 1,04+0,12 5,82+0,24
E - RSV 0,70+0,00 1,00£0,00 5,74+0,35

Kisaltmalar: Gr - grup, chal - tehdit

RSV ile enfekte edilmis, F alt birim asisi ile immiinize edilmis ("RSV + alt birim"),

RSV ile enfekte edilmis, asilanmamis ("RSV™) veya naif ("normal"} pamuk

siganlarindan gelen havuz haline getirilmis serum. Gosterildigi gibi 10 ml/kg

seyreltilmemis veya 1:3 oraninda seyreltilmis serum, alici pamuk sicanlari gruplarina i.p.

yoldan enjekte edildi.
® 1x10° pfu RSV i.n.

“d grup basina 7-8 miinferit hayvanin ortalama log titeri = standart sapma

® grup basina 7-8 miinferit hayvanin her bir g akcigeri basina ortalama log;, pfu +

standart sapma
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Tablo 4: RSV ile enfekte edilmis, F alt birim asis1 ile immiinize

edilmis BALB/c farelerinden pasif serum transferiyle korunma

Gr. | Transfer Tehdit” Serum transferinden 1 giin RSV
edilen (glin 2) sonra tehdidinden 4
serum’ giin sonra
(glin 0) Serum F’ye Serum RSV | Akciger viral

ozel IgG titeri® | notralizasyon | yiiki*
titeri"

A | RSV +alt |[RSV 4,85 +0,04 2,90 +0,06 2,65 +0,07
birim

B 1:3RSV+ | RSV 4,30 +0,05 2,20 +0,20 4,78 0,39
alt birim

D | normal RSV 0,70 0,00 1,00 +0,00 4,95 £0,37

E |- RSV 0,70 +£0,00 1,04 20,11 4,96 0,26

Kisaltmalar: Gr - grup, chal - tehdit

“ RSV ile enfekte edilmis, F alt birim agisi ile boost edilmis ("RSV + alt birim")
veya naif ("normal") BALB/c farelerinden gelen havuz haline getirilmisg serum.
Gosterildigi gibi 20 ml/kg seyreltilmemis veya 1:3 oraninda seyreltilmis serum,
alic1 fare gruplarina i.p. yoldan enjekte edildi.

®3x10° pfu RSV i.n.

“d grup basmna 4-8 miinferit hayvanm ortalama log, titeri = standart sapma

¢ grup bagina 4-8 miinferit hayvanin her bir g akcigeri basina ortalama log;o pfu +

standart sapma
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Tablo 5: Pasif antikorun pamuk sigami alicilarinda serum RSV

nétralizasyon titerlerinin bozulmasi

Transfer sonras: giin * Serum RSV nétralizasyon titeri® Yar1 omur
1 2,51 +0,00

7 2,27 £0,01

14 2,24 +0,05

19 2,11 +0,14

34 1,84 £0,08 15 giin

48 1,47 +0,06

RSV ile enfekte edilmis, F alt birim asis1 ile immiinize edilmis ("RSV + alt
birim") pamuk siganlarindan gelen seyreltilmemis havuz haline getirilmis kg
basina 10 mg serum, 8§ pamuk sigant igeren bir gruba i.p. yoldan enjekte edildi

® 4 hayvanlik 2 havuzun ortalama log,, titeri = aralik

Tablo 6: Pasif antikorun fare alicilarinda serum RSV notralizasyon

titerlerinin bozulmasi

Transfer sonrasi giin * Serum RSV nétralizasyon titeri® Yar1 omiir
l 2,87 0,01

9 2,65 0,04

16 2,43 £0,03

23 2,26 0,08

36 2,08 £0,02 14 giin

44 1,83 +0,04

RSV ile enfekte edilmis, I alt birim asisi ile immiinize edilmis ("RSV + alt
birim") BALB/c farelerinden gelen seyreltilmemis havuz haline getirilmis kg
bagina 20 mg serum, 13 BALB/c faresi igeren bir gruba i.p. yoldan enjekte edildi

b4.5 hayvanlik 2-3 havuzun ortalama log,, titeri £+ SEM
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Ornek 4: Pasif sekilde transfer edilmis RSV-immiin serumu
varhiginda veya yoklugunda kemirgenlerde RSV SAM™ agisiyla

bir Koruyucu immiin yanit indiiklenmesi

1. Yontemler

RSV SAM™ ggsist

Bu calismalarda, fiizyon peptidi bolgesinde bir delesyonun oldugu tam
boyda RSV proteinini sifreleyen bir RSV SAM™ (Kendi kendini
Amplifiye eden Mesaj) asis1 (RNA replikonu asis1) kullanildi. RNA,
enjeksiyon Oncesinde bir katyonik nanoemiilsiyon (10 mM’lik bir
sitrat tamponu pH6.5 sulu fazinda CNE, 4.4 mg/ml DOTAP, 0.5
SPAN 85, %0.5 Tween 80, %4.3 skualen) ile formiile edildi. CNE, bir
majdr modifikasyon ile daha once tarif edildigi gibi (Ott ve
arkadaslar1, Journal of Controlled Release, cilt 79, sayfa 1-5, 2002)
yiikli MF59’a benzer sekilde hazirlandi. DOTAP, direkt olarak

skualen igerisinde ¢6zlindiirlildii ve hi¢ organik solvent kullanilmadi.

RNA, 20 mM NaCl ve 560 mM sukroz ihtiva eden 2 mM’lik bir sitrat
tamponu igerisinde 300 pg/ml’lik bir konsantrasyona kadar seyreltildi.
RNA direkt olarak esit hacimde CNE’ye ilave edilirken hafifce
vorteksleme yapildi. Cozelti, oda sicakhiginda 1 saat kadar oturmaya
birakildi. Komplekslesmesi lizerine sonugta elde edilen ¢ézelti, uygun

konsantrasyona kadar seyreltildi ve 1 saat igerisinde kullanildi.
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Serum transferi, astlama ve kemirgenlerin RSV ile enfeksiyonu

RSV ile enfekte edilmis ve RSV SAM asis1 ile boost edilmis olan
yetiskin disi pamuk siganlarindan gelen susuz veya 1:3 oraninda bir
seyreltmede serum, i.p. yoldan (10 mg/kg), 16 adet RSV-naif,
immiinize edilmemis yetiskin pamuk sigan1 igeren gruplara enjekte
edildi. Kontrol pamuk sigcanlarinin oldugu gruplara, seyreltilmemis
normal pamuk si¢ani serumu i.p. yoldan enjekte edildi ve bunlar
tedavi edilmedi. Her bir gruptaki hayvanlarin yarisi, ¢calismanin 2 ve
20nci giinlerinde 15 pg RSV SAM agsis1 (1 arka uzuvda 100 pl toplam
hacim) ile i.m. yoldan asilandi. Pamuk si¢anlarinin tamami, 49uncu
giinde 1x10° pfu RSV ile i.n. yoldan tehdit edildi ve 5 giin sonra T
hiicresi ve viral yiik analizleri i¢cin dalaklar ve akcigerler hasat edildi.
Benzer bir calisma, BALB/c farelerinde pasif RSV-immiin veya
normal fare serumu transferini takiben her bir grubun bir alt grubunun
15 ug RSV SAM asist (2 arka uzuv arasinda boliinen 100 pl toplam
hacim) ile asilanmasiyla yapildi, ancak serum dozu, 20 ml/kg idi; RSV
SAM asilari, 2 ve 22nci gilinlerde uygulandi; gruplara, F’'ye 6zel T
hiicresi analizi i¢in 36nc1 giinde dalaklari hasat edilen 5 ila ilave
hayvan dahil edildi; fareler, 45inci giinde 3x10° pfu RSV ile tehdit
edildi ve akcigerler ve dalaklar, 49uncu glinde hasat edildi. Bu
calismalarda transfer i¢in kullanilan pamuk sicam ve fare serumu

havuzlar1, Ornek 3’te kullanilanlara dzdesti.

RSV nétralizasyon deneyi ve F’ye dzel IgG ELISA

Bu deneyler, Ornek 2°de tarif edildigi gibi yapildi.
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RSV plak deneyi

Bu deney, Ornek 3’te tarif edildigi gibi yapilds.

Pamuk sicant fonksiyonel T hiicresi deneyi: sekrete edilen sitokinler

icin hiicre bazlh ELISA

Antijene Ozel sican IFNy ve IL-4 sekresyonu, asagidaki protokol
modifikasyonlarti ile R&D Systems’den kitler kullanilarak ELISA
yoluyla 6l¢iildii. Sitokin yakalama antikoru ile kapl plakalara, 200 pL
serumsuz T hiicresi ortaminda (RPMI, 10 mM HEPES, 100 uM
esansiyel olmayan amino asitler, 50 uM 2-mersaptoetanol ve
antibiyotikler) splenositler (3-4 x 10° canli, cekirdeklenmis hiicreler)
ilave edildi. Hiicreler, her biri 5 uM olmak lizere ti¢ RSV F peptidi
(F29-43, F49-63 ve F247-261) iceren bir kokteyl ile uyarildi.
Rekombinant sitokin protein standartlari, T hiicresi ortami + %1 FBS
icinde seyreltildi. 24 saat sonra sekrete edilmis olan sitokimler,
iireticinin tavsiyelerine gore saptandi. Sonuglar, net pg/ml olarak
bildirilir (uyaranl triplikat oyuklarin ortalamasi - uyvaransiz triplikat

oyuklarin ortalamasi).

Fare fonksiyonel T hiicresi deneyi: Hiicre ici sitokin boyamas: ve

akis sitometresi

Belirtilen ¢alismada dalaklar hasat edildi ve tek hiicreli siispansiyonlar
halinde 1slendi. Miinferit hayvanlardan splenositlerin ayr1 ayr1 deneye
tabi tutuldugu durumda her bir hayvan i¢in 1 antijenle uyrilmis ve 1

uyarilmamis kiiltiir olusturuldu ve bir gruptaki biitlin hayvanlardan
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gelen splenositlerin birlestirildigi ve bir havuz halinde deneye tabi
tutuldugu durumda her bir havuz i¢in 2 adet antijenle uyarilmis kiiltiir
ve 1ki adet uyarilmamis kiltiir olusturuldu. Antijenle uyarilmis
kiiltirler, 1x10° splenosit, RSV F peptitleri 85-93 ve 249-258 (her biri
1 mM), RSV F peptitleri 51-66, 164-178 ve 309-323 (her biri 5SmM),
anti-CD28 mAb (1 pug/mL) ve Brefeldin A (1:1000) ihtiva ediyordu.
Uyarilmamus kiiltiirler, RSV F peptitleri thtiva etmiyordu ve uyarilmig
kiiltiirlere baska sekilde oOzdesti. 37°C’de 6 saat siireyle
kiiltiirlendikten sonra kiiltiirler, immiinofloresan icin islendi. Hiicreler
yikand1i ve daha sonra floresan etiketli anti-CD4 ve anti-CDS8
monoklonal antikorlar1 (mAb) ile boyandi. Hiicreler tekrar yikandi ve
sonra Cytofix/Cytoperm ile 20 dakika siireyle sabitlendi. Sabitlenmis
hiicreler daha sonra Perm-yikama tamponu ile yikandi ve ardindan
IFNy, TNFa, IL-2 ve IL-5"¢ 6z¢l floresan etiketli mAbler ile boyandi.
Boyanan hiicreler yikandi ve bir LSR II akig sitometrisi lizerinde
analiz edildi. Edinilen verileri analiz etmek i¢in FlowJo yazilimi
kullanildi. CD4+8- ve CD8+4- T hiicresi alt kiimeleri ayr1 ayr analiz
edildi. Verilen bir ornekteki her bir altkiime igin sitokin pozitif
hiicrelerin ylizdesi belirlendi. RSV F antijenine 6zel T hiicreleri
ylzdest, antijenle uyarilmus kiiltiitler igerisindeki % sitokin pozitif
hiicreler ile uyarilmamis kiiltlirler igerisindeki yiizde sitokin poztif

hiicreler arasindaki fark olarak hesaplandi.

2. Sonuglar ve Cikarimlar

RSV-naif bebeklerde RSV SAM asmnmin kullantmimi modellemek i¢in
biz, RSV SAM asisinin RSV-naif pamuk siganlarinda ve BALB/c

farelerinde immiinojenisitesini ve etkililigini degerlendirdik. RSV
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SAM agist, 15 pg RSV SAM agisinin 2nci 1.m. yoldan agilanmasmdan
3-4 hafta sonra Olgiildiigli durumda pamuk sicanlarinda 1:776 ve
farelerde 1:209’luk serum RSV nétralivon titerleri ortaya ¢ikarmakla
her iki tiirde de immiinojenikti (Tablo 7 ve 8, H gruplar1). Farelerde
RSV SAM asis1, anlamli bir IL-5 {iretimi olmadan IFNy, TNFa ve IL-
2 uretilmesiyle karakterize edilen sekilde kuvvetli bir F'ye 6zel CD8+
T hiicresi yanit1 ve orta diizeyde bir Thl CD4+ T hiicresi yaniti ortaya
¢ikardi (Tablo 9, grup H). Her iki tiirde de RSV SAM RNA agsisi, 2nci
RNA asilamasindan 3-4 hafta sonra uygulanan bir nazal RSV
tehdidinden, pulmoner viral yiiklerde, immiinize edilmemis kontrol
hayvanlarina kiyasla %99.9’dan fazla azalma olmasiyla kanitlanan
sekilde, neredeyse tam koruma sagladi (Tablo 7 ve 8, grup D’ye
kiyasla grup H).

RSV nétralize edici antikorlar, plasentadan gegmek suretiyle anneden
bebege pasif sekilkde aktarilir ve bunlar, bebekleri, yasamlarmn ilk
birkag ayinda ciddi RSV hastaligindan korur; bununla birlikte aym
antikorlar, RSV SAM asisina yonelik aktif immiin yanita da miidahale
edebilir. Bu nedenle biz, RNA SAM asisinin kemirgenlerdeki
immiinojenisitesinin ve etkililiginin, pasif sekilde edinilen RSV’'ye
0zel antikordan etkilenip etkilenmedigini de arastirdik. RSV nétralize
edici ve F’ye 6zel IgG yanitlari, RSV ile enfekte edilmis, RSV F alt
birim agis1 ile boost edilmis kemirgenlerden susuz veya 1:3’liik bir
seyreltme oraninda serumun pasif transferinden bir giin sonra alucu
kemirgenlerin serumunda kolaylikla saptanabildi (Tablo 7-8). RSV-
immiin serumunun transferinden kirk sekiz glin sonra RSV
notrralizasyon titerleri, asilanmamis alict pamuk siganlarinda ¢ok

diisiik veya saptanamaz seviyelere diisti ancak RNA ile asilanmis
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olanlarda >1:50 idi (Tablp 7, grup E ve F’ye kiyasla grup A ve B). Bu
veriler, RSV SAM asisinin, pasif sekilde transfer edilmis immiin
serum varlifinda da bir RSV notralize edici yanit indiikleyebildigini
ortaya koyar. Bununla brilikte RSV SAM asisinin indiikledigi
nétralize edict yamt, pasif RSV’ye 0Ozel antikor varliginda, bu
antikorun olmasigi durumunda yaklagsik olarak 10 kat daha diisiikti
(Tablo 7, gruplar G ve H’ye kiyasla gruplar E ve F). BALB/c
farelerinde ikinci RSV SAM asilamasindan sonra o&lglilen RSV
notralize edici titerler, pasif sekilde transfer edilmis RSV’ye odzel
antikorun oldugu veya olmadig1 durumda benzerdi (Tablo 8, G ve H
gruplarina kiyasla E ve F gruplarn). Her ne kadar bu veriler, pasif
sekilde transfer edilen antikorun, farelerde RSV SAM asisiin
indiikledigi antikor yanitini inhibe etmedigini isaret etse de RSV SAM
ile asilanmis farelerde serum transferinden 44 giin sonra nétralize
edici titerin, RSV SAM agisinin indiikledigi titer ve pasif transferden
kalamin bir kombinasyonu oldugu kaydedilmelidir (bu noktada
astlanmams farelerde nétralize edici antikor hala saptanabiliyordu).
Bu nedenle pasif sekilde transfer edilmis RSV’ye 6zel antikorun, RSV
SAM asisinin indiikledigi antikor yamitini, farelerde de bir dereceye

kadar inhibe etmesi muhtemeldir.

Her ne kadar pasif sekilde transfer edilen RSV’ye ozel antikor,
kemirgenlerde RSV SAM’in indiikledigi antikor yanitini kismen
baskilasa da bu, RSV SAM’m indiikledigi T hiicresi yanitini
baskilamaz. Pamuk siganlarinda RSV enfeksiyonundan 5 giin sonra
splenik F’ye 6zl IFNy yamitimin biyikligi, hayvanlarin agilama
oncesinde serumla dozlanmis olup olmadigindan bagimsiz olarak

RSV SAM ile agilanmis hayvanlarda denkti (Tablo 10, H’ye kiyasla E



10

15

20

25

146

olanlarda >1:50 idi (Tablp 7, grup E ve F’ye kiyasla grup A ve B). Bu
veriler, RSV SAM asisinin, pasif sekilde transfer edilmis immiin
serum varlifinda da bir RSV notralize edici yanit indiikleyebildigini
ortaya koyar. Bununla brilikte RSV SAM asisinin indiikledigi
nétralize edict yamt, pasif RSV’ye 0Ozel antikor varliginda, bu
antikorun olmasigi durumunda yaklagsik olarak 10 kat daha diisiikti
(Tablo 7, gruplar G ve H’ye kiyasla gruplar E ve F). BALB/c
farelerinde ikinci RSV SAM asilamasindan sonra o&lglilen RSV
notralize edici titerler, pasif sekilde transfer edilmis RSV’ye odzel
antikorun oldugu veya olmadig1 durumda benzerdi (Tablo 8, G ve H
gruplarina kiyasla E ve F gruplarn). Her ne kadar bu veriler, pasif
sekilde transfer edilen antikorun, farelerde RSV SAM asisiin
indiikledigi antikor yanitini inhibe etmedigini isaret etse de RSV SAM
ile asilanmis farelerde serum transferinden 44 giin sonra nétralize
edici titerin, RSV SAM agisinin indiikledigi titer ve pasif transferden
kalamin bir kombinasyonu oldugu kaydedilmelidir (bu noktada
astlanmams farelerde nétralize edici antikor hala saptanabiliyordu).
Bu nedenle pasif sekilde transfer edilmis RSV’ye 6zel antikorun, RSV
SAM asisinin indiikledigi antikor yamitini, farelerde de bir dereceye

kadar inhibe etmesi muhtemeldir.

Her ne kadar pasif sekilde transfer edilen RSV’ye ozel antikor,
kemirgenlerde RSV SAM’in indiikledigi antikor yanitini kismen
baskilasa da bu, RSV SAM’m indiikledigi T hiicresi yanitini
baskilamaz. Pamuk siganlarinda RSV enfeksiyonundan 5 giin sonra
splenik F’ye 6zl IFNy yamitimin biyikligi, hayvanlarin agilama
oncesinde serumla dozlanmis olup olmadigindan bagimsiz olarak

RSV SAM ile agilanmis hayvanlarda denkti (Tablo 10, H’ye kiyasla E



10

15

20

25

147

grubu). Bu sonuglar, ikinci RSV SAM asilamasindan 14 giin sonra
veya RSV enfeksiyonundan 4 giin sonra dlgiilen splenik F'ye ozel
CD4" T ve CD8' yantlarinm, pasif sekilde transfer edilmis serum
varliginda veya yoklugunda denk oldugu farelerde benzerdi (Tablo 9
ve 11, G ve H’ye kiyasla E grubu).

RSV SAM asisinin, RSV ile enfekte edilmis, F alt birim ssis1 ile boost
edilmis dondrlerden gelen pasif antikor varliginda bir koruyucu
immiin yanit indiikleyebilip indiikleyemedigini belirlemek i¢in pamuk
sicanlar1 veya fareler, RSV-immin serumu ile mokiile edildi, iki kez
RSV SAM asisi ile asilandi ve 3-4 hafta sonra RSV ile enfekte edildi.
Enfeksiyondan dort ila bes glin sonra bu hayvanlardaki akciger viral
yiikli, RSV enfekisyonu Oncesinde serum veya RNA ile dozlanmamuis
kontrol hayvanlarindakinden en az 1.4log;, daha diisiiktii (Tablo 7 ve
8, D’ye kiyasla E ve F gruplari). Pasif sekilde transter edilmis antikor,
bu siire itibariyle metabolize edilmis oldugundan ve bu nedenle
immiinize edilmemis hayvanlarn RSV tehdidinden korumadigindan
(Tablo 7 ve 8, A ve B gruplar1) herhangi bir koruyucu etki, RSV SAM
agisia yorulabilir. Bu veriler bu nedenle RSV SAM asisinin, pasif
sekilde transfer edilmis RSV’ye 6zel antikor varliginda bir koruyucu
immiin yamt indiikleyebildigini ortaya koyar. Bununla birlikte RSV
SAM asisinin koruyucu etkililigi, pasit RSV’ye 6zel serum olmadigi
durumda daha fazla idi (Tablo 7 ve 8, G ve H gruplan).

Sonug itibariyle bu sonuglar, RSV F alt birim asist ile asilanmig
annelerin  dogurdugu bebeklerde RSV SAM asis1 kullanilmasini
destekler ciinkii bunlar, 1ki kemirgen modelinde, RSV SAM asisinin,
pasif sekilde transfer edilmis RSV’ye o6zel antikor varliginda bir
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koruyucu immiin yanit indiikleyebildigine dair klinik oncesi kanitlar
sunar. Her ne kadar RSV SAM asismin indiikledigi RSV
nétralizasyon yaniti, pasif antikor tarafindan bir sekilde baskilansa da
T hiicrest yanit1 baskilanmadi ve bu nedenle de koruma mekanizmasi

muhtemelen hiicre aracili immunite 1di.

Tablo 12’de 6zetlendigi gibi, Ornek 2-4’ten gelen veriler, RSV ikili
agtlama stratejisini destekler; sadece Omci giinde RSV ile enfekte
edilmis, F alt birim asisi ile immiinize edilmig donoérlerden gelen
serum ile dozlanan ve sonra 2 ve 20nci giinlerde RSV SAM agis ile

astlanan pamuk si¢anlari, bir erken (2nci giin) ve bir gec (49uncu glin)

RSV tehdidinden korundu.
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Tablo 7: Pamuk si¢canlarinda pasif sekilde transfer edilmis RSV ye 6zel antikor varliginda veya yoklugunda RSV SAM

asisinin immiinojenisitesi ve etkililigi

Gr. Bir Asilama® | Tehdit® Serum Fye dzel IgG titeri® Serum RSV nétralizasyon titeri® Akciger
serum (gilin 2 (glin 49) fyiral yiikii
transferi | ve 20) Serum Inci 2nci RSV Serum Inci 2nci RSV RSV
(giin 0) transferinden | agilamadan astlamadan tehdidinden | transferinden | asilamadan agilamadan tehdidinden | tehdidinden

1 giin 17 giin sonra | 28 giin sonra | 5 gilin 1 giin sonra 17 giin sonra | 28 glin sonra | 5 giin sonra | 5 giin sonra
sonra (giin (glin 19) (glin 48) sonra (giin | (giin 1) (glin 19) (giin 48) (giin 54) (glin 54)
1) 54)

A RSV + - RSV 2,94+0,07 2,2340,06 0,70+0,00 0,70+0,00 | 2,51+0,00 2,1140,14 1,47+0,06 1,73+0,14 4,90+0,39
alt birim

B 1:3RSV | - RSV 2,36+0,06 1,6740,06 0,70+0,00 0,70£0,00 | 2,09+0,01 1,73+0,09 1,17+0,17 1,72+0,13 4,82+0,39
+alt
birim

C normal - RSV 0,70+0,00 0,70+0,00 0,70+0,00 0,70+0,00 | 1,17+0,17 1,20+0,20 1,16+0,16 1,93+£0,17 5,42+0,25

D - - RSV 0,70+0,00 0,7040,00 0,70+0,00 0,70+0,00 | 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00£0,00 1,69+0,14 5,17+0,35

E RSV + RSV RSV 2,83+0,09 2,1440,16 2,03+0,30 2,42+0,30 | 2,4420,02 1,91+0,04 1,86+0,10 2,23+0,09 3,8240,42
alt birim | SAM

F 1:3RSV | RSV RSV 2,34+0,08 2,024+0,22 2,754+0,33 2,99+0,28 | 2,09+0,04 1,79+0,05 1,73+0,15 2,37+0,01 3.68+0.72
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Tablo 7: Pamuk si¢canlarinda pasif sekilde transfer edilmis RSV ye 6zel antikor varliginda veya yoklugunda RSV SAM

asisinin immiinojenisitesi ve etkililigi
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alt birim
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C normal - RSV 0,70+0,00 0,70+0,00 0,70+0,00 0,70+0,00 | 1,17+0,17 1,20+0,20 1,16+0,16 1,93+£0,17 5,42+0,25

D - - RSV 0,70+0,00 0,7040,00 0,70+0,00 0,70+0,00 | 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00£0,00 1,69+0,14 5,17+0,35

E RSV + RSV RSV 2,83+0,09 2,1440,16 2,03+0,30 2,42+0,30 | 2,4420,02 1,91+0,04 1,86+0,10 2,23+0,09 3,8240,42
alt birim | SAM

F 1:3RSV | RSV RSV 2,34+0,08 2,024+0,22 2,754+0,33 2,99+0,28 | 2,09+0,04 1,79+0,05 1,73+0,15 2,37+0,01 3.68+0.72
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+alt SAM
birim
G normal RSV RSV 0,70+0,00 3,1440,19 3,5240,19 3,67+0,14 | 1,00<0,00 2,36+0,13 3,06+0,02 3,18+0,01 2,18+0,19
SAM
H RSV - RSV 0,70+0,00 3,32+0,11 3,40+0,21 3,48+0,27 | 1,00+0,00 2,58+0,11 2,89+0,15 3,00+0,22 2.12+0.17
SAM

Kisaltmalar: Gr - grup, d - giin, trans - transfer, vacc - agilama, chal-tehdit

* RSV ile enfekte edilmis, F alt birim agisi ile immiinize edilmis ("RSV + alt birim") veya naif ("normal") pamuk siganlarindan havuz haline getirilmis serum. Gosterildigi gibi 10 ml/kg

seyreltilmemis ve 1:3 oraninda seyreltilmis serum, alic1 pamuk siganlart gruplarina i.p. yoldan njekte edildi

®i.m. yoldan 15 pg RSV SAM agis1 veya agilama yok

€ 1x10° pfu RSV i.n.

¢ grup bagina 7-8 minferit hayvanda ortalama mean log,s titeri + standart sapma

¢ grup bagina 3-4 hayvan igeren 2 havuzda ortalama log, titeri + aralik

"grup basmna 7-8 miinferit hayvanda her bir g akciger basina ortalama log,, pfu % standart sapma
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+alt SAM
birim
G normal RSV RSV 0,70+0,00 3,1440,19 3,5240,19 3,67+0,14 | 1,00<0,00 2,36+0,13 3,06+0,02 3,18+0,01 2,18+0,19
SAM
H RSV - RSV 0,70+0,00 3,32+0,11 3,40+0,21 3,48+0,27 | 1,00+0,00 2,58+0,11 2,89+0,15 3,00+0,22 2.12+0.17
SAM

Kisaltmalar: Gr - grup, d - giin, trans - transfer, vacc - agilama, chal-tehdit

* RSV ile enfekte edilmis, F alt birim agisi ile immiinize edilmis ("RSV + alt birim") veya naif ("normal") pamuk siganlarindan havuz haline getirilmis serum. Gosterildigi gibi 10 ml/kg

seyreltilmemis ve 1:3 oraninda seyreltilmis serum, alic1 pamuk siganlart gruplarina i.p. yoldan njekte edildi

®i.m. yoldan 15 pg RSV SAM agis1 veya agilama yok

€ 1x10° pfu RSV i.n.

¢ grup bagina 7-8 minferit hayvanda ortalama mean log,s titeri + standart sapma

¢ grup bagina 3-4 hayvan igeren 2 havuzda ortalama log, titeri + aralik

"grup basmna 7-8 miinferit hayvanda her bir g akciger basina ortalama log,, pfu % standart sapma
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Tablo 8: BALB/c farelerinde pasif sekilde transfer edilmis RSV ye 6zel antikor varliginda veya yoklugunda RSV SAM

RNA agisinin immiinojenisitesi ve etkililigi

Scrum Asilama® | Tchdit® Serum F'ye Scrum RSV nétralizasyon titeri® Akciger
transferi® (glin 2 ve | (glin45) | ozel IgG titerid viral yiikiif
(giin 0) 22) Serum 2nci 2nci RSV Serum 2nci 2nci RSV RSV
transterinden astlamadan | astlamadan tehdidinden | transferinden | asilamadan astlamadan tehdidinden | tehdidinden
1 giin sonra 1 giin 22 giin sonra | 4 glin sonra 1 giin sonra 1 glin sonra | 22 giin sonra | 4 giin sonra | 4 giin sonra
(giin 1) sonra (giin | (gilin 44) (giin 49) (glin 1) (gilin 23) (d44) (giin 49) (d49)
23)
RSV +alt | - RSV 4,88+0,06 4,30+0,07 | 3,69+0,32 3.,98+0,06 2,870,01 2,26+0,08 1,83+0,04 1,860,01 4,91£0,24
birim
I3RSV + | - RSV 4,28+0,16 3,67+0,14 | 3,29£0,19 3,18+0,22 2,39+0,02 1,78+0,04 1,44+0,01 1,5440,01 5,02+0,31
alt birim
normal - RSV 0,0740,00 n.t. 0,07+0,00 0,07+0,00 1,00+£0,00 1,00+0,00 1,0040,00 1,16+0,16 5,14£0,40
- - RSV 0,07+0,00 n.t. 0,07+0,00 0,07+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 5,21+0,42
RSV +alt | RSV RSV 4,88+0,05 4,16+0,08 | 3,70+0,09 3,4610,12 2,95+0,08 2,12+0,11 2,47+0,11 2,6240,15 3,58+0,46
birim SAM
1:33RSV+ | RSV RSV 4,34+0,04 3,61+0,05 | 3,20+0,03 3,17+0,08 2,41x0,12 1,73+0,11 2,01+0,07 2,03+0,14 3,12+0,47
alt birim SAM
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Tablo 8: BALB/c farelerinde pasif sekilde transfer edilmis RSV ye 6zel antikor varliginda veya yoklugunda RSV SAM

RNA agisinin immiinojenisitesi ve etkililigi

Scrum Asilama® | Tchdit® Serum F'ye Scrum RSV nétralizasyon titeri® Akciger
transferi® (glin 2 ve | (glin45) | ozel IgG titerid viral yiikiif
(giin 0) 22) Serum 2nci 2nci RSV Serum 2nci 2nci RSV RSV
transterinden astlamadan | astlamadan tehdidinden | transferinden | asilamadan astlamadan tehdidinden | tehdidinden
1 giin sonra 1 giin 22 giin sonra | 4 glin sonra 1 giin sonra 1 glin sonra | 22 giin sonra | 4 giin sonra | 4 giin sonra
(giin 1) sonra (giin | (gilin 44) (giin 49) (glin 1) (gilin 23) (d44) (giin 49) (d49)
23)
RSV +alt | - RSV 4,88+0,06 4,30+0,07 | 3,69+0,32 3.,98+0,06 2,870,01 2,26+0,08 1,83+0,04 1,860,01 4,91£0,24
birim
I3RSV + | - RSV 4,28+0,16 3,67+0,14 | 3,29£0,19 3,18+0,22 2,39+0,02 1,78+0,04 1,44+0,01 1,5440,01 5,02+0,31
alt birim
normal - RSV 0,0740,00 n.t. 0,07+0,00 0,07+0,00 1,00+£0,00 1,00+0,00 1,0040,00 1,16+0,16 5,14£0,40
- - RSV 0,07+0,00 n.t. 0,07+0,00 0,07+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 5,21+0,42
RSV +alt | RSV RSV 4,88+0,05 4,16+0,08 | 3,70+0,09 3,4610,12 2,95+0,08 2,12+0,11 2,47+0,11 2,6240,15 3,58+0,46
birim SAM
1:33RSV+ | RSV RSV 4,34+0,04 3,61+0,05 | 3,20+0,03 3,17+0,08 2,41x0,12 1,73+0,11 2,01+0,07 2,03+0,14 3,12+0,47
alt birim SAM
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G normal RSV RSV 0,07+0,00 3,55+0,42 | 4,38£0,55 4,29+0,53 1,00+0,00 1,00<0,00 1,85+0,13 2,2430,22 2,11£0,22
SAM
- RSV RSV 0,07+0,00 3,35£0,90 | 4,11+0,40 3,98+0,37 1,00+0,00 1,00+0,00 2,32+0,12 2,18+0,40 2,10+0,18
SAM

Kisaltmalar: Gr - grup, d - giin, trans - transfer, vacc - agilama, chal-tehdit, n.t. -test edilmedi

* RSV ile enfekte edilmig, F alt birim agist ile boost edilmis ("RSV + alt birim") veya naif ("normal") farelerden gelen havuz haline getirilmig serum. gosterildigi gibi 20 ml/kg

seyreltilmemis ve 1:3 oraninda seyreltilmis serum, alici fare gruplarina i.p. yoldan njekte edildi

®i.m. yoldan 15 pg RSV SAM agisi veya asilama yok

© 3x10° pfu RSV i.n.

¢ grup bagina 8-13 miinferit hayvanda ortalama mean log, titeri + standart sapma

¢ grup bagina 3-4 hayvan i¢eren 2-3 havuzdan 2 havuzda ortalama log titeri + aralik

f grup bagina 8 miinferit hayvanda her bir g akciger basina ortalama log,o pfu % standart sapma

10




152

G normal RSV RSV 0,07+0,00 3,55+0,42 | 4,38£0,55 4,29+0,53 1,00+0,00 1,00<0,00 1,85+0,13 2,2430,22 2,11£0,22
SAM
- RSV RSV 0,07+0,00 3,35£0,90 | 4,11+0,40 3,98+0,37 1,00+0,00 1,00+0,00 2,32+0,12 2,18+0,40 2,10+0,18
SAM

Kisaltmalar: Gr - grup, d - giin, trans - transfer, vacc - agilama, chal-tehdit, n.t. -test edilmedi

* RSV ile enfekte edilmig, F alt birim agist ile boost edilmis ("RSV + alt birim") veya naif ("normal") farelerden gelen havuz haline getirilmig serum. gosterildigi gibi 20 ml/kg

seyreltilmemis ve 1:3 oraninda seyreltilmis serum, alici fare gruplarina i.p. yoldan njekte edildi

®i.m. yoldan 15 pg RSV SAM agisi veya asilama yok

© 3x10° pfu RSV i.n.

¢ grup bagina 8-13 miinferit hayvanda ortalama mean log, titeri + standart sapma

¢ grup bagina 3-4 hayvan i¢eren 2-3 havuzdan 2 havuzda ortalama log titeri + aralik

f grup bagina 8 miinferit hayvanda her bir g akciger basina ortalama log,o pfu % standart sapma

10
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Tablo 9: BALB/c farelerinde pasif sekilde transfer edilmis RSV ye 6zel antikor varliginda veya yoklugunda RSV SAM

RNA agisinin indiikledigi F’ye 6zel T hiicresi yanitlari

Gr. | Serum transferi’ Asilama® (giin | Tehdit® 2nci agilamadan 14 giin sonra CD4 9 bagina % F’ye ozel | 2nci agilamadan 14 giin sonra CD8™ bagina % F’ye 6zel
(giin 0) 2 ve 22) (giin 45) | sitokin® (giin 36) sitokin® (giin 36)
TFNy TNFa IL-2 IL-5 TFNy TNFa IL-2 1L-5
A | RSV + alt birim - RSV 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,01+0,02 0,01+0,01 0,00+0,01 0,02+0,02
B 1:3 RSV +alt - RSV n.t. n.t. n.t. n.t. nt. n.t. n.t. n.t.
birim
C | normal - RSV n.t. n.t. n.t. n.t. nt. nt. nt. n.t.
D |- - RSV 0,00+0,01 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,01 0,01+0,02 0,01+0,01 0,02+0,03
E | RSV +alt birim RSV SAM RSV 0,08+0,05 0,12+0,08 0,12+0,07 0,00+0,00 0,774£0,50 | 0,69+0,42 0,17+0,10 0,01+0,02
F 1:3 RSV +alt RSV SAM RSV 0,07+0,02 0,16+0,04 0,15£0,03 0,01+0,01 1,11£0,62 1,00+0,64 0,27+0,06 0,01+£0,01
birim
G | normal RSV SAM RSV 0,04+0,02 0,09+0,02 0,10£0,02 0,00+0,01 1,16+0,30 1,06+0,25 0,26+0,09 0,03+0,03
H - RSV SAM RSV 0,05+0,03 0,12+0,05 0,12+0,06 0,01£0,01 2,47+1,55 2,24+1,38 0,51+0,33 0,01+0,02

Kisaltmalar: Gr - grup, d - giin, vacc - asgilama, chal-tehdit, n.t. -test edilmedi

? RSV ile enfekte edilmis, F alt birim asis1 ile boost edilmis ("RSV + alt birim") veya naif ("normal") farelerden gelen havuz haline getirilmis serum. gosterildigi gibi 20 ml/kg

seyreltilmemis veya 1:3 oraninda seyreltilmis serum, alici fare gruplarina i.p. yoldan enjekte edildi

®i.m. yoldan 15 ug RSV SAM agis1 veya asilama yok

©3x10° pfu RSV i.n.

< grup bagina 4-5 miinferit hayvanda (dalaklar) ortalama % yamt + standart sapma
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Tablo 9: BALB/c farelerinde pasif sekilde transfer edilmis RSV ye 6zel antikor varliginda veya yoklugunda RSV SAM

RNA agisinin indiikledigi F’ye 6zel T hiicresi yanitlari

Gr. | Serum transferi’ Asilama® (giin | Tehdit® 2nci agilamadan 14 giin sonra CD4 9 bagina % F’ye ozel | 2nci agilamadan 14 giin sonra CD8™ bagina % F’ye 6zel
(giin 0) 2 ve 22) (giin 45) | sitokin® (giin 36) sitokin® (giin 36)
TFNy TNFa IL-2 IL-5 TFNy TNFa IL-2 1L-5
A | RSV + alt birim - RSV 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,01+0,02 0,01+0,01 0,00+0,01 0,02+0,02
B 1:3 RSV +alt - RSV n.t. n.t. n.t. n.t. nt. n.t. n.t. n.t.
birim
C | normal - RSV n.t. n.t. n.t. n.t. nt. nt. nt. n.t.
D |- - RSV 0,00+0,01 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,01 0,01+0,02 0,01+0,01 0,02+0,03
E | RSV +alt birim RSV SAM RSV 0,08+0,05 0,12+0,08 0,12+0,07 0,00+0,00 0,774£0,50 | 0,69+0,42 0,17+0,10 0,01+0,02
F 1:3 RSV +alt RSV SAM RSV 0,07+0,02 0,16+0,04 0,15£0,03 0,01+0,01 1,11£0,62 1,00+0,64 0,27+0,06 0,01+£0,01
birim
G | normal RSV SAM RSV 0,04+0,02 0,09+0,02 0,10£0,02 0,00+0,01 1,16+0,30 1,06+0,25 0,26+0,09 0,03+0,03
H - RSV SAM RSV 0,05+0,03 0,12+0,05 0,12+0,06 0,01£0,01 2,47+1,55 2,24+1,38 0,51+0,33 0,01+0,02

Kisaltmalar: Gr - grup, d - giin, vacc - asgilama, chal-tehdit, n.t. -test edilmedi

? RSV ile enfekte edilmis, F alt birim asis1 ile boost edilmis ("RSV + alt birim") veya naif ("normal") farelerden gelen havuz haline getirilmis serum. gosterildigi gibi 20 ml/kg

seyreltilmemis veya 1:3 oraninda seyreltilmis serum, alici fare gruplarina i.p. yoldan enjekte edildi

®i.m. yoldan 15 ug RSV SAM agis1 veya asilama yok

©3x10° pfu RSV i.n.

< grup bagina 4-5 miinferit hayvanda (dalaklar) ortalama % yamt + standart sapma
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Tablo 10: Pasif sekilde transfer edilmis RSV’ye 6zel antikor
varliginda veya yoklugunda RSV SAM RNA asisi ile asilanmis

pamuk sicanlarimda RSV tehdidi sonras1 F’ye 6zel T hiicresi yanitlar

Gr. Serum Asilama® Tehdit® | RSV tehdidinden 5 giin sonra F’ye
transferi” (glin 2 ve (glin Ozel sekrete edilen sitokin (giin
(giin 0) 20) 49) 54)°
IFNy 11.-4
A RSV +alt - RSV 342+138 2,6+0,8
birim
B 1:3 RSV + - RSV 14124404 3,0+0,8
alt birim
C normal - RSV 17645 1,0+0.6
- - RSV 860187 0,6+0,6
E RSV + alt RSV SAM | RSV 29411482 5,4+0,2
birim
F I:3 RSV + RSV SAM | RSV 25051606 3,4+0,7
alt birim
G normal RSV SAM | RSV 4444+1224 5,04+2,8
H - RSV SAM | RSV 3011461 2,8+1,4

Kisaltmalar: Gr - grup, d - giin, vacc - asilama, chal-tehdit

* RSV ile enfekte edilmis, F alt birim agis1 ile boost edilmis ("RSV + alt birim") veya

naif ("normal") pamuk si¢anlarindan havuz haline getirilmis serum. gosterildigi gibi

10 ml/kg seyreltilmemis veya 1:3 oraninda seyreltilmis serum, alic1 pamuk siganlar

gruplarma i.p. yoldan enjekte edildi

®im. yoldan 15 pg RSV SAM asis1 veya asilama yok

¢ 1x10° pfu RSV i.n.

4 srup bagina 4-5 miinferit hayvanda (dalaklar) ortalama net pg/ml + standart sapma
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Tablo 10: Pasif sekilde transfer edilmis RSV’ye 6zel antikor
varliginda veya yoklugunda RSV SAM RNA asisi ile asilanmis

pamuk sicanlarimda RSV tehdidi sonras1 F’ye 6zel T hiicresi yanitlar

Gr. Serum Asilama® Tehdit® | RSV tehdidinden 5 giin sonra F’ye
transferi” (glin 2 ve (glin Ozel sekrete edilen sitokin (giin
(giin 0) 20) 49) 54)°
IFNy 11.-4
A RSV +alt - RSV 342+138 2,6+0,8
birim
B 1:3 RSV + - RSV 14124404 3,0+0,8
alt birim
C normal - RSV 17645 1,0+0.6
- - RSV 860187 0,6+0,6
E RSV + alt RSV SAM | RSV 29411482 5,4+0,2
birim
F I:3 RSV + RSV SAM | RSV 25051606 3,4+0,7
alt birim
G normal RSV SAM | RSV 4444+1224 5,04+2,8
H - RSV SAM | RSV 3011461 2,8+1,4

Kisaltmalar: Gr - grup, d - giin, vacc - asilama, chal-tehdit

* RSV ile enfekte edilmis, F alt birim agis1 ile boost edilmis ("RSV + alt birim") veya

naif ("normal") pamuk si¢anlarindan havuz haline getirilmis serum. gosterildigi gibi

10 ml/kg seyreltilmemis veya 1:3 oraninda seyreltilmis serum, alic1 pamuk siganlar

gruplarma i.p. yoldan enjekte edildi

®im. yoldan 15 pg RSV SAM asis1 veya asilama yok

¢ 1x10° pfu RSV i.n.

4 srup bagina 4-5 miinferit hayvanda (dalaklar) ortalama net pg/ml + standart sapma
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Tablo 11: Pasif sekilde transfer edilmis RSV’ye 6zel antikor varliginda veya yoklugunda RSV SAM RNA agisi ile
astlanms BALB/c’de RSV tehdidi sonrast F’ye 6zel T hiicresi yamtlar

Gr., Serum Agilama® Tehdit® RSV enfeksiyonundan 4 giin sonra (giin 49) CD4 ™ bagina % | RSV enfeksiyonundan 4 giin sonra (giin 49) CD8™ bagina %
transferi® (giin 2 ve 22) | (giin 45) | F’ye zel sitokin® Fye dzel sitokin®
(giin 0) TFNy TNFa 1L-2 1L-5 TFNy TNFa IL-2 1L-5

A RSV +alt - RSV 0,00+0,00 0,00:£0,02 -0,02+0,02 0,00:£0,01 0,00+0,02 0,00+0,03 0,01+0,03 0,02+0,02
birim

B 1:3RSV + - RSV 0,00+0,00 -0,01+0,01 0.00+ 0.01 0,00+0,00 0,02+0,02 0,01+0,04 0,00+0,03 0,02+0,02
alt birim

C Normal - RSV 0,0140,01 0,00+0,02 0,00+£0,01 0,00:£0,01 0,01+0,03 0,00+0,04 -0.01+0.03 0,00+0,02
- - RSV 0,00+0,00 0,00+£0,01 0,00+0,01 0,01+0,01 -0,02+0,02 -0,02+0,04 0,01+0,03 -0,01+0,02

E RSV +alt RSV SAM RSV 0,02+0,01 0,08+0,03 0,16£0,04 0,01£0,01 0,42+0,09 0,26+0,07 0,10+0,05 0,01£0,03
birim

F 1:3RSV + RSV SAM RSV 0,03+0,02 0,14+0,03 0,20+0,04 0,01+0,01 0,38+0,09 0,25+0,08 0,08+0,04 0,00+0,02
alt birim

G Normal RSV SAM RSV 0,04+0,02 0,12£0,03 0,19+0,04 0,00+£0,01 0,59+£0,11 0,52+0,10 0,16+0,06 0,01£0,02

H - RSV SAM RSV 0,01+0,01 0,06+0,02 0,10+0,03 0,00+0,01 0,27+0,08 0,25+0,07 0,08+0,04 0,00+0,03

I - - - 0,00+0,00 0,00+0,01 0,00+0,01 -0,01+0,01 0,00+0,01 -0,04+0,04 0,00+0,03 0,00+0,03

Kisaltmalar: Gr - grup, d - giin, vacc - asilama, chal-tehdit, n.t. -test edilmedi

? RSV ile enfekte edilmis, F alt birim agis1 ile boost edilmig ("RSV + alt birim") veya naif ("normal”) farelerden gelen havuz haline getirilmis serum. gosterildigi gibi 20 ml/kg
seyreltilmemis veya 1:3 oraninda seyreltilmig serum, alici fare gruplarina i.p. yoldan enjekte edildi

" i.m. yoldan 15 pg RSV SAM agis1 veya asilama yok

¢ 3x10° pfu RSV in.

4 grup bagina (grup I’da 4 hayvan) 8 hayvan (dalaklar) igeren bir havuzdan 2 replikatta ortalama % yanit + %95 CI
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Tablo 11: Pasif sekilde transfer edilmis RSV’ye 6zel antikor varliginda veya yoklugunda RSV SAM RNA agisi ile
astlanms BALB/c’de RSV tehdidi sonrast F’ye 6zel T hiicresi yamtlar

Gr., Serum Agilama® Tehdit® RSV enfeksiyonundan 4 giin sonra (giin 49) CD4 ™ bagina % | RSV enfeksiyonundan 4 giin sonra (giin 49) CD8™ bagina %
transferi® (giin 2 ve 22) | (giin 45) | F’ye zel sitokin® Fye dzel sitokin®
(giin 0) TFNy TNFa 1L-2 1L-5 TFNy TNFa IL-2 1L-5

A RSV +alt - RSV 0,00+0,00 0,00:£0,02 -0,02+0,02 0,00:£0,01 0,00+0,02 0,00+0,03 0,01+0,03 0,02+0,02
birim

B 1:3RSV + - RSV 0,00+0,00 -0,01+0,01 0.00+ 0.01 0,00+0,00 0,02+0,02 0,01+0,04 0,00+0,03 0,02+0,02
alt birim

C Normal - RSV 0,0140,01 0,00+0,02 0,00+£0,01 0,00:£0,01 0,01+0,03 0,00+0,04 -0.01+0.03 0,00+0,02
- - RSV 0,00+0,00 0,00+£0,01 0,00+0,01 0,01+0,01 -0,02+0,02 -0,02+0,04 0,01+0,03 -0,01+0,02

E RSV +alt RSV SAM RSV 0,02+0,01 0,08+0,03 0,16£0,04 0,01£0,01 0,42+0,09 0,26+0,07 0,10+0,05 0,01£0,03
birim

F 1:3RSV + RSV SAM RSV 0,03+0,02 0,14+0,03 0,20+0,04 0,01+0,01 0,38+0,09 0,25+0,08 0,08+0,04 0,00+0,02
alt birim

G Normal RSV SAM RSV 0,04+0,02 0,12£0,03 0,19+0,04 0,00+£0,01 0,59+£0,11 0,52+0,10 0,16+0,06 0,01£0,02

H - RSV SAM RSV 0,01+0,01 0,06+0,02 0,10+0,03 0,00+0,01 0,27+0,08 0,25+0,07 0,08+0,04 0,00+0,03

I - - - 0,00+0,00 0,00+0,01 0,00+0,01 -0,01+0,01 0,00+0,01 -0,04+0,04 0,00+0,03 0,00+0,03

Kisaltmalar: Gr - grup, d - giin, vacc - asilama, chal-tehdit, n.t. -test edilmedi

? RSV ile enfekte edilmis, F alt birim agis1 ile boost edilmig ("RSV + alt birim") veya naif ("normal”) farelerden gelen havuz haline getirilmis serum. gosterildigi gibi 20 ml/kg
seyreltilmemis veya 1:3 oraninda seyreltilmig serum, alici fare gruplarina i.p. yoldan enjekte edildi

" i.m. yoldan 15 pg RSV SAM agis1 veya asilama yok

¢ 3x10° pfu RSV in.

4 grup bagina (grup I’da 4 hayvan) 8 hayvan (dalaklar) igeren bir havuzdan 2 replikatta ortalama % yanit + %95 CI
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Tablo 12: Pamuk sigan1 modelinden gelen sonuglarin ézeti

Pamuk sicani tedavisi Tehditten 5 giin sonra akciger viral
yiikiiyle dl¢iillen sekilde, belirtilen
giinde RSV tehdidinden korunma®

Transfer edilen | RNA asilamasi® | Giin 2 Giin 49

serumun tipi’ ip. | im. (gin 2 ve

(giin 0) 20)

yok yok hayir hayr

Sadece RSV yok hay1r test edilmedi

RSV + alt birim yok evet hayir

yok RSV SAM hayir evet

RSV +alt birim RSV SAM evet evet (ancak tam degil)

" RSV ile enfekte edilmis, F alt birim asis1 ile immiinize edilmis ("RSV + alt
birim") veya RSV ile enfekte edilmis, asilanmamis ("RSV") pamuk sicanlarindan
gelen havuz haline getirilmis serum. 10 ml/kg seyreltilmemis serum, alict pamuk
siganlar1 gruplarina i.p. yoldan enjekte edildi.

bim. yoldan 15 ug RSV SAM asis1 veya asilama yok

©1x10° pfu RSV i.n.

Yukaridaki agiklama, genel bir tariftir. Sadece agiklama amaglari igin
verilmis olan asagidaki spesifik orneklere bakilarak daha tam bir

anlayis elde edilebilir.
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Tablo 12: Pamuk sigan1 modelinden gelen sonuglarin ézeti

Pamuk sicani tedavisi Tehditten 5 giin sonra akciger viral
yiikiiyle dl¢iillen sekilde, belirtilen
giinde RSV tehdidinden korunma®

Transfer edilen | RNA asilamasi® | Giin 2 Giin 49

serumun tipi’ ip. | im. (gin 2 ve

(giin 0) 20)

yok yok hayir hayr

Sadece RSV yok hay1r test edilmedi

RSV + alt birim yok evet hayir

yok RSV SAM hayir evet

RSV +alt birim RSV SAM evet evet (ancak tam degil)

" RSV ile enfekte edilmis, F alt birim asis1 ile immiinize edilmis ("RSV + alt
birim") veya RSV ile enfekte edilmis, asilanmamis ("RSV") pamuk sicanlarindan
gelen havuz haline getirilmis serum. 10 ml/kg seyreltilmemis serum, alict pamuk
siganlar1 gruplarina i.p. yoldan enjekte edildi.

bim. yoldan 15 ug RSV SAM asis1 veya asilama yok

©1x10° pfu RSV i.n.

Yukaridaki agiklama, genel bir tariftir. Sadece agiklama amaglari igin
verilmis olan asagidaki spesifik orneklere bakilarak daha tam bir

anlayis elde edilebilir.
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<221> kaynak

<223> /not="Suni Sekansin Tarifi: Sentetik polipeptit"

<400> 12
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<212>PRT
<213> Suni Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> /not="Sun1 Sekansin Tarifi: Sentetik peptit"

<400> 10
Ile Glu Gly Arg
1

<210> 11

<211> 42

<212> PRT

<213> Suni Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> /not="Suni Sekansin Tarifi: Sentetik polipeptit"

<400> 11

Thr Pro Ala Thr Asn Asn Arg Ala Arg Arg Glu Leu Pre Arg Phe Met
1 5 10 15

Asn Tyr Thr Leu Asn Asn Ala Lys Lys Thr Asn Val Thr Leu Ser Lys
20 25 30

Lys Arg Lys Arg Arg Ser Ala Ile Ala Ser
35 40

<210> 12
<211>45

<212> PRT

<213> Suni Sekans

<220>
<221> kaynak

<223> /not="Suni Sekansin Tarifi: Sentetik polipeptit"

<400> 12
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Thr Pro Ala Thr Asn Asn Arg Ala Arg Arg Glu Leu Pro Arg Phe Met
1 5 10 15

Asn Tyr Thr Leu Asn Asn Ala Lys Lys Thr Asn Val Thr Leu Ser Lys
20 25 30

lys Arg Lys Arg Arg Gly Val Gly Ser Ala Ile Ala Ser
35 40 45

<210> 13
<211>24

<212> DNA
<213> Bilinmiyor

<220>
<221> kaynak
<223> /mot="Bilinmeyenin Tarifi: Alfaviral genom alt1 promoter sekans1”

<400> 13
ctetctacgg ctaacctgaa tgga 24

<210> 14

<211> 8

<212> PRT

<213> Suni Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> /not="Suni Sekansin Tarifi; Sentetik konsensis sekans"

<220>

<221> VARYANT
<222>(2)..(2)
<223> /degistir="1le"

<220>

<221> misc feature

<222>(2)..(2)

<223> /not="Sekansta verilen tortunun, bilgi notuna gére ad1 gecen pozisyon igin
higbir tercihi yoktur"

<220>
<221>MOD RES



10

15

20

25

30

35

166

Thr Pro Ala Thr Asn Asn Arg Ala Arg Arg Glu Leu Pro Arg Phe Met
1 5 10 15

Asn Tyr Thr Leu Asn Asn Ala Lys Lys Thr Asn Val Thr Leu Ser Lys
20 25 30

lys Arg Lys Arg Arg Gly Val Gly Ser Ala Ile Ala Ser
35 40 45

<210> 13
<211>24

<212> DNA
<213> Bilinmiyor

<220>
<221> kaynak
<223> /mot="Bilinmeyenin Tarifi: Alfaviral genom alt1 promoter sekans1”

<400> 13
ctetctacgg ctaacctgaa tgga 24

<210> 14

<211> 8

<212> PRT

<213> Suni Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> /not="Suni Sekansin Tarifi; Sentetik konsensis sekans"

<220>

<221> VARYANT
<222>(2)..(2)
<223> /degistir="1le"

<220>

<221> misc feature

<222>(2)..(2)

<223> /not="Sekansta verilen tortunun, bilgi notuna gére ad1 gecen pozisyon igin
higbir tercihi yoktur"

<220>
<221>MOD RES
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<222> (4)..(4)
<223> Herhangi bir amino asit

<400> 14
Asp Val Glu Xaa Asn Pro Gly Pro
1 5

<210> 15

<211> 8

<212> PRT

<213> Ayak ve agiz hastaligi viriisii

<400> 15
Asp Val Glu Ser Asn Pro Gly Pro
1 5

<210> 16

<211>3

<212> PRT

<213> Bilinmiyor

<220>
<221> kaynak
<223> /not="Bilinmeyenin Tarifi: Integrin reseptdrii baglayic: yanm peptidi”

<400> 16
Arg Gly Asp
1

<210> 17

<211>4

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> /mot="Suni Sekansin Tarifi: Sentetik oligoniikleotit"

<400> 17
tttt 4
<210> 18
<211>4

<212> DNA
<213> Suni Sekans
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<222> (4)..(4)
<223> Herhangi bir amino asit

<400> 14
Asp Val Glu Xaa Asn Pro Gly Pro
1 5

<210> 15

<211> 8

<212> PRT

<213> Ayak ve agiz hastaligi viriisii

<400> 15
Asp Val Glu Ser Asn Pro Gly Pro
1 5

<210> 16

<211>3

<212> PRT

<213> Bilinmiyor

<220>
<221> kaynak
<223> /not="Bilinmeyenin Tarifi: Integrin reseptdrii baglayic: yanm peptidi”

<400> 16
Arg Gly Asp
1

<210> 17

<211>4

<212> DNA

<213> Suni Sekans

<220>
<221> kaynak
<223> /mot="Suni Sekansin Tarifi: Sentetik oligoniikleotit"

<400> 17
tttt 4
<210> 18
<211>4

<212> DNA
<213> Suni Sekans
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<220>
<221> kaynak
<223> /not="Suni Sekansin Tarifi: Sentetik oligoniikleotit"

<400> 18
ceee 4

<210> 19

<211> 100

<212> PRT

<213> Suni Sekans

<220
<221> kaynak
<223> /not="Suni Sekansin Tarifi: Sentetik polipeptit"

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(100)

<223> /not="Bu sekans, 3-100 arasi tortuyu kapsayabilir"

<400> 19
- 3 1 1 cay e 3 ¥
E 1 LR ¥ b 1
- ! <
Lys by oy x ¥
-
1.0 1 I
: L
- T e SoLen Lo Lyt Lt Ler Lot Lynoas owm
T 1 1. ‘ T M
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<220>
<221> kaynak
<223> /not="Suni Sekansin Tarifi: Sentetik oligoniikleotit"

<400> 18
ceee 4

<210> 19

<211> 100

<212> PRT

<213> Suni Sekans

<220
<221> kaynak
<223> /not="Suni Sekansin Tarifi: Sentetik polipeptit"

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(100)

<223> /not="Bu sekans, 3-100 arasi tortuyu kapsayabilir"

<400> 19
- 3 1 1 cay e 3 ¥
E 1 LR ¥ b 1
- ! <
Lys by oy x ¥
-
1.0 1 I
: L
- T e SoLen Lo Lyt Lt Ler Lot Lynoas owm
T 1 1. ‘ T M
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TARIFNAME ICERISINDE ATIF YAPILAN REFERANSLAR

Basvuru sahibi tarafindan atif yapilan referanslara iligkin bu liste,
yalnizea okuyucunun yardimi icindir ve Avrupa Patent Belgesinin bir
kismini olusturmaz. Her ne kadar referanslanin derlenmesine biiyiik
onem verilmis olsa da, hatalar veya eksiklikler engellenememektedir

ve EPO bu baglamda hi¢bir sorumluluk kabul etmemektedir.

Tarifname i¢erisinde atifta bulunulan patent dokiimanlar:

* US 61436355 A [0001]

« US 6299834 B [0029]
 US 7641911 B [0029]

« US 7306805 B [0029]

« US 20070207090 A [0029]

« WO 2005042728 A [0048] [0065]

« US 5340740 A [0049]
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