31

OZET
IMMUNOSTIMULATOR OLIGODEOKSINUKLEOTITLER

Mevcut bulug, imminostimilatér oligodeaksintkleotitler, bu tir oligodecksinlikleotitleri
iceren vektdrler ve asilar, bunlarin ilag¢ olarak kullanimi, bunlarin, bulasici hastaliklarin
Onlenmesi  veya bunlarla  savasiimasindaki  kullanmlan  ve  bu  tir

oligodeoksinlikleotitlerin tespit edilmesine yonelik yontemler ile ilgilidir.
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iISTEMLER

Kimes hayvanlannda bulagici bir hastali@i engellemeye veya bununla
savasmaya yonelik asi olup, 6zelligi; séz konusu asinin (a) asagidaki genel
formule sahip olan bir imminostimdlator metillenmemis oligodeoksinukleotitin

bir immunostimilatér miktarin

YIGK{TCGTCGWKTCGI[GL”

burada

x = 3-20;
z =0-10;
n=2-100:

veya bunlarin farmasdtik olarak kabul edilebilir bir tuzunu ve/veya
oligodeoksinikleotiti iceren bir vekiord, (b) bir antijen bileseninin imminojenik
bir miktarini veya bir antijen bilesenini kodlayan genetik bilgiyi, burada stz
konusu antijen hileseni kendi dogal susu formunda kiimes hayvanlarina karsi
patojenik olan bir virlis veya mikro-organizmadir veya bunlardan tiretilir, ve (c)
farmasotik olarak kabul edilebilir bir tasiyiciyl icermesi ile karakterize

edilmesidir.

istem 1'e gore bir asi olup, dzelligi;
x = 3-10;
z<5

n = 3-18 olmasi ile karakterize edilmesidir.

istem 1 veya 2'ye gére bir asi olup, dzelligi; ¥ [G]x ve * [G]z nilkleotitlerin bir
fosforotiyoat baglanmasina sahip olmasi ve diger nikleotitlerin bir fosfodiester

baglanmasina sahip olmasidir.

istemler 1-3'ten herhangi birine goére bir asi olup, 6zelligi; sdz konusu

oligodeoksinukleotitin bir tasiyiciya veya haptene baglanmasidir.

Onceki istemlerden herhangi birine gore asi olup, ézelligi; s6z konusu virlisin
veya mikro-organizmanin Bulagicr Brongit virdsunden, Newcastle Hastahgi

virislinden, Bulasici Bursal Hastaligindan {Gumbaro), Tavuk Anemi ajanindan,



30

Kuslara ait Reovirlisten, Mycoplasma gallisepticum, Hindi Rhinotracheitis
virlisten, Haemophilus paragallinarum (Coryza), Tavuk Poksviriisten, Kuslara
ait Encephalomyelitis virusten, Egg Drop sendromu virislt, Bulagic
Laryngotracheitis virlslnden, Hindi Herpes Virlsiinden, Eimeria turlerinden,
Ornithobacterium rhinotracheale, Pasteurella multocida, Mycoplasma synoviae,
Salmonella tirleri ve Escherichia coliden olugsan gruptan secilmesi ile

karakterize edilmesidir.
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TARIFNAME
IMMUNOSTIMULATOR OLIGODEOKSINUKLEOTITLER

Mevcut bulug imminostimilatdr oligodeoksindkleotitleri iceren asilarla ve/veya bu

oligodeoksinlkleotitleri iceren vektdrlerle ilgilidir.

Son yirmi yilda omurgall immun sisteminin mikrobiyal enfeksiyonu tespit etmek ve
patojenlerin kendine 6zgl 6zelliklerinin soydas konak patojen tanima reseptorleriyle
(PRR’ler) ile etkilesen patojenle iliskili molekiler paternler (PAMP’lar) olarak
adlandirilan paternlerle reseptér araciikh taninmasi vasitasiyla hizli  immin
aktivasyonunu tetiklemek icin mekanizmalara sahip oldugu ortaya ¢ikmistir (lwasaki A,
Medzhitov R. 2001. Science 327, 291-295. Medzhitov R., 2009. Immunity 30, 766-775).

Su anda patojen deoksiribonikleik asitlerin (DNA) belirli formlarinin bu PAMP’lar
arasinda oldugu aciktir. 1295te bakteriyel DNA'daki metillenmemis CpG maotiflerinin
murin B-hiicre aktivasyonunu tetikledigi raporlanmistir (Krieg et al., 1995). Bu galisma
ilk kez bakteriyel immuinostimilatdor metillenmemis Cpg-iceren DNA'nin  spesifik
taninmasi ve 6nceden taninmig CpG baskilanmasinin yani sira memeli DNA'sinda
yaygin CpG metilasyonu arasinda bir baglanti olusturmustur. En etkili B hcre
stimilatér metillenmemis CpG oligodeoksinikleotitin  (CpG ODN) GACGTT dizi

elemanina sahip oldugu gdsterilmistir.

Alanda bir sonraki ¢idir agan makale Shizuo Akira’nin Osaka/Japonya'daki laboratuvari
tarafindan yayinlanmistir (Hemmi et al., 2000). Farelerde bir gen klonlama ve bir
hedeflenmis gen knockout yaklasimi vasitasiyla farelerde CpG-ODN'lere kargi hiicresel
tepkiye toll-benzeri reseptdr Q'un (TLR9) aracilik ettidi kesin olarak gdsterilebilmigtir.
Sonrasinda CpG-ODN’lerin  NF  kappa-B yolu aracihdiyla baskin olarak TLR9
sinyallemesine ydnelik agonistler oldugu goésterilmistir (Medzhitov 2001). Sonraki on
yolda temel arastirma konulari ve genel potansiyel imminoterapdtik uygulamalar
uzerine oldukga fazla galisma yayinlanmistir (Ornegin, Krieg 2002, 2003, 2006;
Klinman 2004, Voleler 2005, Wilson et al., 2006, Kindrachuk et al., 2008, Dorn and
Kippenberger 2008, Vollmer and Krieg 2009, Wilson et al. 2009 gbzden gecirilmigtir).
Birka¢ derleme makale CpG-ODN'’lerin anti-enfektif uygulamalara (Krieg 2007), kanser
tedavisinde TLRS agonistlerinin kullamimina (Krieg 2007, Weiner 2009), astim ve alerji
tedavisi icin (Kline 2007, Kline and Krieg 2008, Fonseca and Kline 2009) ve asl
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adjuvanlari olarak TLR9 aktivasyonuna (Klinman et al., 2004, Klinman 2006,
Daubenberger 2007, Wagner 2009, Mutwiri et al., 2009, Klinman et al., 2009)

odaklanmaktadir.

WQ02004/005476, memelilerde terapotik kullanima yonelik cesitli CpG  motiflerini

agiklamaktadir.

WQ02012/089800, CpG motiflerini ve bunlann TLR etkilesimindeki uygulamalarini
aciklamaktadir.

CpG ODN'ler ayrica veteriner uygulamalarinda, dzellikle buylikbaglarda, domuzlarda,
koyunlarda, kopeklerde, tavuklarda ve balikta immdlnostimdlatér ajanlar ve asl
adjuvanlarn olarak acgiklanmis ve tartisilmistir (Babiuk et al., 2003, Carrington and
Secombes 2006, Griebel et al., 2005, Mutwiri et al., 2003, Singh ve O'Hagan 2003,
Werling ve Jungi 2003).

Tavuklarda veteriner kullanimi alaninda CpG oligodeoksinikleotitlerin - érnedin
Newcastle Hastaligina karsi tavuklan korumak i¢in asilarda kullammi anlatilmigtir
(Linghua 2007).

Yakin zamanda TLR21in CpG oligodeoksinikleotitlerin taninmasinda memeli
TLRQuna karsi bir fonksiyonel homolog olarak hareket ettigi tavuklarda gosterilmigtir
(Brownlie et al., 2009).

Spesifik CpG ODN'lerin immunomodulatorler olarak tasarimi simdiye kadar son derece
yaygin olmustur. Bu dzellikle memeli olmayan CpG ODN'ler igin dogrudur. Bunun
nedeni g¢ok faktorlGdir; bunlarnn birinci insan TRL'lerine yonelik ve insan olmayan
TLR'lere yonelik immino modilatér CpG motifleri arasindaki korelasyon hakkinda hig
bilgi yoktur. Ikinci olarak CpG ODN'lerin ¢ok diislik konsantrasyonlarinin etkilerini
segime bagl olarak test etmek icin giriltii seviyesine karsi yeteri kadar dislik arka
plani olan mevcut hiicre sistemleri yoktur. Bunun 6tesinde mevcut yiiksek ¢iktili tarama
ybntemi yoktur ve olsa dahi CpG ODNlerin memeli olmayan turderde immuno-
modiilatorler olarak in vivo ila in vitro etkinlidi arasinda agik bir korelasyon yoktur.
Dolayisiyla acikga yuksek bir immuno-modulatdr etkiye sahip olan ve dolayisiyla dusuk

dozlarda etkili olan yeni CpG ODN'’lere ybnelik bir ihtiyag vardir. Ve CpG-aktivitesinin in
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vifro ve in vivo aklivitesi arasinda bir korelasyon gosteren, veteriner kullanimlarina

yonelik secici ve hassas CpG ODN secim sistemlerine yonelik bir ihtiya¢ vardir.

Mevcut bulusun amaglarindan biri bu yeni CpG ODN’leri iceraen asilar saglamaktir.

Bu acgidan mevcut bulus kiimes hayvanlarinda bulasici bir hastali§i engellemeye veya
bununla savasmaya yonelik bir asi ile ilgili olup, asagidaki genel formiile sahip olan bir

immunostimilator metillenmemis oligodeoksintkleotitleri

"IGK{TCGTCGHTCG[G]:*

burada x = 3-10; z = 0-10; n = 2-100'dir; veya bunlarin farmasétik olarak kabul edilebilir
bir tuzunu vefveya oligodeoksintkleotiti igeren bir vektord, bir antijen bileseninin
immuinojenik bir miktarini veya bir antijen bilesenini kodlayan genetik bilgiyi, burada stz
konusu antijen bileseni kendi dogal susu formunda kiimes hayvanlarina kargl patojenik
olan bir virlis veya mikro-organizmadir veya bunlardan tiiretilir, ve farmasotik olarak

kabul edilebilir bir tasiyiciyi igermektedir.

Bir “imminostimilatdr metillenmemis oligodeoksinlkleotit” NF-«kB veya interferon
Regiilator Faktor 3 (IRF3) gibi transkripsiyon faktérlerinin aktivasyonuna neden olan
sinyalleme kaskatlarinin baslatimasini stimile eden bir metillenmemis sitidinfosfat-
guanozin di-nukleotit dizisini ihtiva eden bir oligodeoksinlkleotit anlamina gelmektedir.
Bu aktivasyon karsihiginda inflamatuar sitokinlerin ve dider hiicresel aktivasyon
olaylarinin ekspresyonu ile sonuglanmaktadir. NF-kB badlanma alanlari ve NF-kB
alanindan etkilenen gen ekspresyonu, digerlerinin yaninda Schindler ve Baichwal

(1994) tarafindan aciklanmigtir.

Oligodeoksinikleotit terimi deoksinlkleotitlerin kisa bir nikleik asit polimeri, bagka bir
deyisle bir fosfat grubuna ve bir degisebilir organik haza hadlanan birden ¢ok
deoksiriboz igeren bir molekil anlamina gelmektedir. Bu tiir bir organik baz sibstitlie
edilmis bir pirimidin veya slbstitiie edilmis bir parindir. Ornekler sitozin ve timin

sirasiyla adenin ve guanindir.

Buluga goére oligonukleotitler modifikasyonlar igerebilmektedir. Bu modifikasyonlara

iliskin &rnekler érnedin, bir nikleositin 3° ve/veya 5 ucuna vyerlesen fosfodiester
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interndkleosit kdprudeki modifikasyonlardir. Bu modifikasyonlar diderleri arasindan
ormegin bir fosforotiyoat veya bir fosforoditiyoat ile bir fosfodiesterin yer degistirmesiyle

ilgilidir.

Diger modifikasyonlar érnegdin bir defosfo koprusu ile bir fosfodiester kbprasunin yer
degistirmesidir. Defosfo koprilerine iligkin dmekler metilhidroksilamin, formasetal ve

dimetilensilfon gruplarndir.

Yine baska modifikasyonlar dopal bir niikleosit bazin inosin, 5-florositozin, 7-deaza-7-
substitie edilmis guanin, 7-deaza-8-sibstitlie edilmis guanin, 2-tiyourasil, dihidrourasil,
5-bromao-sitozin, 6-substitie edilmis sitozinler, N4-substitte edilmis sitozinler, gibi dogdal

olmayan bir nlkleosit bazi ile yer dedistirmesiyle ilgili olan modifikasyonlardir.

Yine baska maodifikasyonlar bir seker biriminin; bir B-riboz seker veya bir B-D-2'-riboz
seker biriminin drnedin, L-2’-deoksiriboz veya 2'-L-arabinoz gibi modifiye edilmis bir

seker ile yer dedistirmesiyle ilgili modifikasyonlardir.

Oligonikleotitler hakkinda ayrica anlayis kazandiran bir ders kitabi drnedin, Carl W.
Dieffenbach tarafindan gdzden gegirilen, "PCR Primer: A Laboratory Manual”, ikinci
Baski, 2003, Ulusal Alerji ve Bulasici Hastaliklar Enstitisu; Gabriela S. Dreksler,
Uniformed Services University of the Health Sciences, Cold Spring Harbor Laboratory
Press ISBN 978-087969654-2'dir.

CpG motifini tasiyan * {T C G T C G}, ¥ yapisi bulusa gore bir ODN'nin akiif
immuanostimule edici kismini temsil etmektedir. Dolayisiyla mevcut bulug “omurga”
olarak adlandinlan bu kismi iceren immuinostimulatdr oligodeoksinikleotitler

sadlamaktadir.

Bulusa gore bir oligodeoksiniikleotitin omurgasinda * {T C G T C G}, ¥ yapisinin en az
iki, tercihnen U¢ kere mevcut olmasi gerektigi bulunmustur. Dolaysiyla n en az iki
olmahdir. Ayrica oligodeoksinukleotitlerin aktivitesinin n arttigi zaman arttigi
bulunmustur. Bu etki n arttifi zaman dengelenmektedir. Temel olarak omurga yapisinin
n sayisi bu dogrultuda en az 2 olmalidir. Sentetik dizi ne kadar uzunsa yapilmasinin da
0 kadar zor olmasindan dolayr tercihen n'nin araligr sadece 3 =z n 2z 100'dur.

Uygulamada tercihen n’in araliy) 3 2 n 2 18dir. Daha da tercihen n'nin araligi 4 2 n 2
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18'dir, daha da tercihen n'nin arahdi 5 = n =2 18'dir, yine daha da tercihen n’nin araligi 6

=n z184dir.

Bulusta kullanima ydnelik CpG ODN’nin tanimlanmasi digerlerinin yaninda halihazirda
kullanimda olan NF-kB aktivasyonunun tanimlanmasina yoénelik sistemlerden daha
segici bir tespit sistemi kullaniimasi vasitasiyla mimkin kilnmistir. Brownlie et al.
(2009) bir NF-kB lisiferaz tabanli raportor sistemi acgiklamaktadir. Diger sistemler
omegdin IL-8 transkript dlglimiine veya sitokin sekresyonuna veya NO sekresyonunun

tespitine dayanmaktadir.

Bunun aksine mevcut bulusta sekrete edilmis alkalin fosfat tabanh bir tespit sistemi
(SEAP) kullanmiimigtir. SEAP memeli sistemlerindeki bir raportér enzimdir (Yang et al.,
1997). Bu sistemin sasirtici sekilde duyarh oldugu ve sasirtici sekilde test edilen CpG
ODN'nin in vitro ve in vivo aktiviteleri arasinda yakin hir korelasyon sagladigi ortaya

gikmistir. SEAP sistemi bir substrat olarak para-nitrofenilfosfat (pNPP) ile kullaniimistir,

Mevcut sistemler Uzerinde bagka bir gelisme SEAP genini tasiyan plazmidin
hicrelerine dahil olma ve stabil korunmadir. Bu zamana kadar bitldn tespit sistemleri
hacrelerin raportdor gen ile gegici transfeksiyonunu kullanmisgtir. Raportor genin
hiicrelerine dahil olma ve stabil korumadan dolay! simdi ilk kez bir doz/tepki edrisi
olusturulabilmektedir. Eder cesiti CpG ODN aktiviteleri arasinda givenilir bir

karsilagtirma yapilacaksa bu tlr bir egri dnemlidir.

Dolayisiyla mevcut bulusun Ornekler béliimiinde detayh sekilde agiklanan yéntemler
ve hucre hatlan ilk kez cesiti CpG ODN'ler arasinda guvenilir bir yan yana

karsilagtirma yapmaya olanak saglamaktadir.

Kullanilan sisteme iligkin diger detaylar Ornekler bdlimiinde veriimektedir.

"I[Gk{TCGTCG} TC G I[G].* yapisinin 5'-ucundaki G'lerin sayisindaki bir artisin
CpG ODN aktivitesine iligskin bir artisa neden oldudu bulunmustur. x degeri tercihen en
az 3 olmahldir ancak G'nin sayisinin 20 G'ye kadar ¢ikmasi CpG ODN'nin aktivitesini
gelistirmektedir. Dolayisiyla artan tercih sirasina gore daha da tercihen x 4, 5, 6, 7, 8,
9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 veya 20°dir.
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Ayrica > [Glx {TC G T C G}a T C G [G]. ¥ yapisinin 3-ucundaki G'lerin sayisindaki bir
artisin CpG ODN aktivitesine iliskin (az) bir azalmaya neden oldugu bulunmustur. Z
degeri tercihen 10 veya 10°dan az olmalidir ancak G'nin sayisini 0 G'ye kadar
dustrmek CpG ODN aktivitesini arttirmaktadir. Dolayisiyla artan tercih sirasina goére z
9,8,7,6,5,4,3,2,1veya0dr.

Yukarida belirtildidi gibi bir nlkleositin 3’ vefveya 5 ucuna yerlesen fosfodiester
interntikleosit kdpriide farkh modifikasyon tarleri uygulanabilmektedir. Ancak temel
olarak sentez yoluna dayanarak iki ntkleotit arasindaki yaygin bag tipleri: fosfodiester
(PDE) badlar ve fosforotiyoat (PTO) baglardir. CpG ODN'nin stabilitesini ve
imminostimulator etkisini arttirmak igin sentetik oligodecksinikleotitlerin yapi bloklan
genellikle fosforotiyoatlarla  donatilmaktadir, béylece bunlar PTO  baglan

olusturmaktadir.

Ancak sasirtici sekilde sadece * [G]x ve * [G]. niUkleotitler PTO baglan aracihdiyla
baglandiginda ve dider nikleotitler PDE baglarn araciiiyla badlandidinda bulusa gore
oligodeoksiniikleotitlerin etkinliginin ayrica arttigi bulunmustur. {Bu tir durumlarda *
[GLila{TCGTCG} TCGI[G]:*badibirPTOiken* [G.{TCGTCGLTCGila

[G): ¥ bagi bir PDE'dir.)

Dolayisiyla tarifname, oligodeoksinikleotitleri agiklamakta olup, burada ° [G]. ve * [G].
nikleotitler bir fosforotiyoat badlanmasina sahiptir ve diger nikleotitler bir fosfodiester

baglanmasina sahiptir.

Normalde CpG oligodeoksinukleotitler hem in vitro test sistemlerinde hem de in vivo

nanomolar miktarlarda aktiftir.

Ancak sasirtict sekilde bulusa goére CpG oligodeoksinikleotitler pikomolar (alt-

nanomolar) miktarlarda bile aktiftir; bunlarin EC50’si 1 nM’nin altindadr.

Bir oligodeoksinlkleotitin yari-maksimal etkili konsantrasyonu (EC50) raportor
hicrelerde (HEK293-pNifty2-tavukTLR21 veya HD11-pNifTy2Hyg) bir raportdr enzim
SEAP miktarini (405 nM’de abzorbe edilen renkli Grand dretmektedir) indiklemek icin

gerekli olan bir yan-maksimal enzimatik reaksiyon oranim veren oligodecksinukleotit
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miktandir. Eg§er bir oligodeoksiniikleotidin EC5C’si bu hicrelerde 1 nM'nin altinda ise

pikomolar (alt-nanomolar) miktarlarda aktif olarak degerlendiriimektedir.

Bulusa goére bir oligodeoksinlikleotiti bir tasiyiciya veya bir haptene bir reaktif kimyasal
grup aracihdiyla badlamak gayet mumkunddr. Bu baglantt kombine molekillerin

immunostimilator etkisini arttirmaktadir.

Bu tiir bilesenlere iliskin safi ornekler 6rnegin digoksigenin, aminohegzil-, Teksas

kirmizisi ve biotindir.

Tercih edilen tagiyicilar veya haptenler 3’- ve 5'-etiketli Teksas kirmizisi ve 5-etiketli
digoksigenindir. Oligodeoksinikleotitlerin haptenlere/tasiyicilara baglantisi teknikte iyi

bilinmektedir.

Bulusun baska bir dlzenlemesi agiklandidi gibi bir imminostimilatér metillenmemis
oligodeoksinlikleotit iceren bir vektor igeren bir asi ile ilgilidir. Bu tlr bir vektdr bir
plazmid, bir virls, bir bakteriyofaj gibi bir nlkleik asit molekluli veya molekiler
biyolojide kullanilan herhangi baska bir vektdr olabilmektedir. Sadece bir érnek olarak
bir imminostimilatdér metillenmemis oligodeoksinlkleotit iceren bir vektdr &rnegin,
bulusa gdre bir imminostimilatér metillenmemis oligodeoksinikleotitin klonlanmis
oldugu, bakteride cogaltilabilen bir plazmid gibi bir DNA molekilil olabilmektedir. Bu tir
bir plazmid tercihen konakta yliksek sayida plazmidin bulunmasina neden olan bir aktif
replikasyon orijinine sahiptir. Plazmidlerin izolasyonunu takiben bu tir bir bakteriyi
yiksek oranda buyitmek bulugsa gdére imminostimilatér  metillenmemig

oligodeoksintkleotitin sentetik Uretimi icin bir alternatif saglamaktadir.

Mevcut bulusun amaglardan biri bir antijen bileseni veya bir antijen bilesenini kodlayan
genetik hilgi ve farmasdtik olarak kabul edilebilir bir tasiyici ile birlikte bulasici hastalid)
engelleyen veya bununla savasan basanh imminostimile edici bilesenler olarak

kullanilabilen yeni CpG ODN'ler saglamaktir.

Genelde antijen bileseni terimi bir insan veya bir hayvana uygulandigi zaman bir
immin tepkiyi indikleyebilen, stimule edebilen veya arttirabilen en az bir epitop i¢ceren

ilgili bir bilesim anlamina gelmektedir.
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Antijen bileseni herhangi bir tir antijen bileseni olabilmektedir ancak tercihen kendi
dogal sus formunda insanlara veya hayvanlara karsi patojenik olan bir viristen veya

mikro-organizmadan turetiimektedir.

Antijen bileseni tercihen inaktive edilmis veya atenide formda tam patojen veya bir

patojen ekstrakti veya patojenin bir immiinojenik proteinidir.

Eger antijen bileseni patojenin bir imminojenik proteinidir, bu immunojenik protein
tercinen in vitro kaltdrlenmis hicrelerde eksprese edilmekte veya bunlardan geri

kazanilimaktadir.

Dolayisiyla bulus bulasici hastalidi engellemeye veya bununla savasmaya yoénelik bir
asl olup, o6zelligi; sd6z konusu asinin buluga gére bir immuinostimile edici miktarda bir
oligodeoksiniikleotit velveya bulusa gére bir vektor, bir antijen bileseninin immiinojenik
bir miktarini veya bir antijen bilesenini kodlayan genetik bilgiyi ve farmasétik olarak

kabul edilebilir bir tasiyiciyi igermesi ile karakierize edilmesidir.

Elbette oligodeoksinikleotiti imminostimile edici miktari ve antijen bileseninin
immunaojenik miktari aralarinda gugli bir sekilde iliskilidir. Mevcut bulusun yararlanndan
birisi mevcut bulusa gbére oligodeocksinikleotitin bulasici hastali§i engellemek veya

bununla savagmak igin gerekli olan antijen bileseni miktarini distrebilmesidir.

Bulagici hastalidi engellemek veya bununla savagmak igin gerekli olan antijen bilegeni

miktar antijen bileseninin immunojenik miktari olarak anilmaktadir.

Oligodeoksiniikleotitin immunostimile edici bir miktar antijen bileseninin immunojenik
miktarini, bagka bir deyisle bulasici bir hastali§i engellemek veya bununla savasmak

icin gerekli olan antijen bileseni miktanini azaltabilen miktardir.

Yani temel olarak “oligodeoksinUkleotitin imm(nostimile edici miktar” ve “immunojenik

miktar” ifadeleri birbiriyle iligkili gérilmelidir.

Eger asi bir antijen bilesenini kodlayan genetik bilgiyi igeriyorsa bu genetik bilgi

tarafindan eksprese edilen antijen bileseni miktarinin bulagici hastahdr engellemeye
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veya bununla savasmaya yeterli olmasi gerektigini; baska bir deyigle bir immunojenik

miktar olmasi gerektigini belitmeye gerek yoktur.

Bulusa gére metillenmemis oligodeoksinlklectitlerin immiUinostimilatdr oldugu gercedi
bunlarin asilardaki antijen bilesenlerinin immanolojik etkinligini arttirabildigi anlamina
gelmektedir. Bu nedenden dolay! bulusa gbre asilar birgok durumda bulusa gdre
oligodeoksiniikleotitlerin bulunmadigi durumdakinden daha az antijen bileseni veya

antijen bilesenini kodlayan genetik bilgiyi icerecektir.

Bazi durumlarda bu sekildeki bir antijen bileseni  immudnostimilatdr
oligodeoksintkleotitleri eklemeden istenen immunojenik seviyeye ulagamamasina
ragmen her Kosulda ylksek miktarlarin veriimesini gerektiren bu tir disdk immunojenik
ozelliklere sahip olabilmektedir., Ancak simdi istenen immiincjenesite seviyesini elde
etmek icin bu tir durumlarda antijen bileseni bulusa gore bir oligodeoksiniklectit ile

birlikte olagan yiksek konsantrasyonda verilebilmektedir.

Dolayisiyla bulusa goére bir oligonikleotit ile uygulanacak antijen bileseninin veya
antijen bilesenini kodlayan genetik bilginin miktari pratik olarak oligonikleotitin
yoklugunda verilen miktara esit veya bu miktarin altinda olmaldir. Spesifik bir asinin
iretimine dahil olan uzman kisi bu spesifik asinin miktarini bilmelidir. Ayrica Ornekler
ornegin kullanilacak antijen bileseninin miktar igin birgok kilavuz, drnegin Ug farkl
inaktive edilmis viral asiyr vermektedir. Newcastle hastaligi virlisi asisi, Bulasici

Bronsit virtisi agisi ve Hindi Rhinotracheitis agisi.

Antijen bileseni veya antijen bilesenini kodlayan genetik bilgiyle birlikte uygulanmasi
gereken, buluga goére oligodeoksinikleotit miktarr hem secilen oligodeoksinikleotite

hem de antijen bilesenine dayanmaktadr.

Bulusa gdre ¢ok uygun bir oligodeoksinlikleotit miktar genel olarak 1 ve 100 nanomol
arasinda degisiklik gostermektedir. Cok iyi in vivo sonuglar érnegdin, bulusa gore 1-10
pHg oligodeoksiniikleotit ile elde edilmig olup, burada nanomolar aralkta in vitro

testlerde 30 deoksinlkleotitlik bir ortalama uzunlugun aktif oldugu gdsterilmistir.

Eder bir oligodeoksinikleotit pikomolar arahkta aktif olan oligodeoksintkleotitlerden

olusan gruptan segilirse uzman kisi 1 nanomolun altindaki, muhtemelen ¢ok altindaki
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miktarlarin, baska bir deyisle pikomolar miktarlarin nanomolar miktarlar test etmeden

once test edilmeye deger oldugunu anlayacaktir.

Bulusa gdre asllar farmasdtik olarak kabul edilebilir bir tasiyici icermektedir. Bu
tasiyicinin  dogasi digerlerinin  yaninda uygulama yoluna dayanmaktadir. Eder
uygulama yolu oral veya intranazal yol aracihdiyla ise tasiyici steril su, bir fizyolojik tuz
sollisyonu veya bir tampon kadar basit olabilmektedir. Tercih edilen yol enjeksiyon ise
tasiyici tercihen izotonik olmalidir ve bunu enjeksiyon icin uygun kilan pH
kisittamalarina sahip olmalidir. Ayrnica bu tasiyicilar teknikte kapsamli olarak

bilinmektedir.

Bulusa gore asilar antijen bilesenine veya antijen bilesenini kodlayan genetik bilgiye ve
bulusa gbére bir oligodecksinlkleotite ek olarak bir adjuvan igermektedir. Adjuvanlar

genel olarak konaktaki immun tepkiyi spesifik olmayan bir sekilde arttiran maddelerdir.

Freund tamamlanmis ve tamamlanmamis adjuvan, E vitamini, iyonik olmayan blok
polimerler ve dekstran silfat, karbopol ve piran gibi poli-anyonlar, alum hidroksit gibi
bircok adjuvanin uygun oldugu bilinmektedir. Ayrica alum fosfat, saponinler, tokoferol
ve mineral yaglar gibi bitkisel yaglar sikhkla kullanilimaktadir. Cok etkili adjuvanlar su
icinde yag emdlsiyonlan ve 6zellikle ayrica su iginde yag adjuvanlar ve yag iginde su
adjuvanlar olarak bilinen su iginde yag emilsiyonlandir. Bu emdlsiyonlar teknikte iyi

bilinmektedir. Dolayisiyla tercihen asi bir yag i¢inde su adjuvan igerir.

Tercihen antijen bileseni kendi dogal susu formunda kiimes hayvanlarn icin patojenik

olan bir viris veya mikro-organizmadir veya bunlardan tiretiimektedir.

Daha da tercihen séz konusu virls veya mikro-arganizma Bulasici Bronsit viristnden,
Newcastle Hastaligi virisinden, Bulasici Bursal Hastahgindan (Gumboro), Tavuk
Anemi ajanindan, Kuslara ait Reovirlisten, Mycoplasma gallisepticum, Hindi
Rhinctracheitis virlisten, Haemophilus paragallinarum {Coryza), Tavuk Poksvirtsten,
Kuslara ait Encephalomyelitis viristen, Egg Drop sendromu virist, Bulasic
Laryngotracheitis virlisinden, Hindi Herpes Virlsiinden, Eimeria tlrlerinden,
Ornithobacterium rhinotracheale, Pasteurella multocida, Mycoplasma synoviae,

Salmonella tirleri ve Escherichia coliden olusan gruptan segilir.
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Tarifname ayrica bir ilag olarak kullanima ydnelik bir immunostimilatér metillenmemisg

oligodeoksinukleotit agiklamaktadir.

Mevcut bulus kiimes hayvanlarinda bulasici hastaligi engellemekte veya bununla
savasmakta kullanima ydnelik bir immaunostimalatér metillenmemis oligodecksinikleotit

iceren asllarla ilgilidir.

Bu zamana kadar bitin tespit sistemleri hicrelerin raportdor gen ile gegici
transfeksiyonunu kullanmistir. Bu gegici sistemler CpG ODN'’lerin etkinlidinin givenilir
yan yana bir karsilastirmasina olanak saglamamaktadir. Yukarnda belirtildigi gibi
mevcut sistemler Gzerindeki énemli bir gelisme raportdér genini tagiyan plazmidin
hicrelere dahil olmasi ve stabil korunmadir. Stabil plazmidin gesitli hicre bdlinme

déngulerinden sonra hdcrede mevcut kaldigi anlamina gelmektedir.

Siklikla bir plazmide iligkin stabil koruma hiicrelerin bir direng geninin plazmid (zerinde
bulundugu antibiyotikler gibi bir veya daha fazla secici ajanin basinci altinda
biayltilmesi vasitasiyla elde edilmektedir. Plazmid kaybi daha sonra plazmidi
kaybeden hiicrenin élmesine neden olmaktadir. Geriye kalan yasayabilir hiicreler halen

plazmidi barnindirmaktadir,

Stabil korumanin baska bir yolu lineer hale getiriimis plazmidlerle transfeksiyondur. Bu
plazmidler genel olarak hiicrenin genomuyla entegre hale gelmekte ve dolayisiyla
stabil olarak korunmaktadir. Dolayisiyla mevcut bulugun yine baska bir dizenlemesi bir
TLR21-reseptéri ve bir NF-kB raportdr genini kodlayan bir plazmid igeren bir hicre ile
ilgili olup, burada plazmid hdcre iginde stabil olarak korunmaktadir. Bu hicreler CpG
molekullerinin taranmasinda, daha spesifik clarak bulugsa gére CpG molekullerinin

taranmasinda kullanim igin cok uygundur.

Ornekler hiicrede stabil olarak korunabilen bir raportér genini kodlayan bir plazmidi

iceren bu tlr bir hiicrenin nasil elde edilecegine dair yeterli birgok kilavuz vermektedir.

Ayrica yukarida bahsedildigi gibi sekrete edilmis alkalin fosfata (SEAQO) dayall tespit

sistemlerinin kullanilan tespit sistemi i¢in ¢ok uygun oldugu gdsterilmistir.

Dolayisiyla tercihen raporttr gen sekrete edilmis alkalin fosfati kedlayan bir gendir.



10

15

20

25

30

35

12

Temel olarak yukarida agiklandidi gibi bir NF-kB raportér genini, tercihen SEAP genini
tasiyan bir plazmidin dahil ediimesine ve tercihen stabil korunmasina olanak saglayan
bir TLR21'i tagiyan ve eksprese eden herhangi bir hiicre veya hucre hattt TLR-21'e
6zgl CpG ODN'leri test etmek icin uygundur.

TLR-21’e 6zgli CpG ODN'nin test edilmesi igin uygun bu tur bir hiicre hattina iligkin

tercih edilen bir 6rnek tavuk hicre hatti HD11'dir.

Dolayisiyla tercihen tespit sisteminde kullanima yonelik bir hiicre hatti bir raportdr geni
kodlayan bir stabil plazmid igeren bir HD11 hiicre hattidir.

HD11 hiicre hatti gibi tavuk hiicre hatlan tavuk-TLR'sine iliskin bir tam panel

gostermektedir. Bu belirli kosullarda belirli bir arka plan aktivitesi olusturabilmektedir.

Dolayisiyla kiimes hayvani olmayan memeli hiicre hatlan gibi hiicre hatlan daha gok
tercih edilmektedir. Bu tir bir memeli hiicre hattina iliskin bir rnek TLR21’in klonlanmis
oldugu bir HEK293 hicresidir. Bu tar bir hiicre hattt TLR21 aktive edici sinyaller igin

daha spesifik olarak secicidir.

Dolayisiyla daha cok tercihen tespit sisteminde kullanima yénelik bir hiicre hatti stabil
olarak korunmus bir raportdér geni ve TLR21'in klonlanmis oldugu HEK293'G igeren
memeli hiicre hattt HEK293't(ir.

Tarifname ayrica imminostimilatdr oligodeoksinlkleotitleri tespit etmeye ydnelik bir
yontem aciklamakta olup, burada bu ydntem a) bir oligodeoksinikleotitin bulusa gore
bir hucreyle temas ettiriimesini, b) raportdr genin Grun seviyesinin tespit edilmesini

icermektedir.

Bu yontemin tercih edilen bir formunda raportér genin Griinid SEAP'tIr.

Bu yontemin daha da tercih edilen bir formu imminostimilator oligodeoksintkleotitlerin
tespitine yonelik bir ydntemle ilgili olup, burada hiicre tavuk hiicre hatti HD11'in bir
hiucresi veya tavuk TLR21'inin klonlanmis oldugu bir HEK293 htcre hattinin  bir

hucresidir.
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Ornekler

Ornek 1:

Tavuk TLR21'in gen klonlamasi ve heterclog ekspresyonu

Tavuk TLR arastirmalarinda son dénem ilerlemeleri TLR21'in kus tlrlerinde memeli
TLR®un fonksiyonel homolodu oldugunu énermektedir (Keestra 2008, Brownlie et al,,

2009).

TLRZ1 gen klonlamasinin tasladi

Gen bankasi veri taban dizisi NM_001030558'e bagl olarak bir primer ¢ifti tavuk
TLR21 geninin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) amplifikasyonuna vyonelik

sentezlenmigtir:

Ga-TLR21-for1
GAAGCTTACCATGATGGAGACAGCGGAGAAGGC
Ga-TLR21-rev1
GGCGGCCGCTACATCTGTTTGTCTCCTTCCCTG

Primerler kodonlarn (koyu renk) baslatmak ve bitirmek igin bitisik kisittama klonlama
alanlar (alt ¢izili) ve bir Kozak dizisi (italik) sadlamak tzere tasarlanmistir. RT-PCR bir
gablon olarak tavuk dalak toplam RNA’st ve bu primerler kullanilarak
gerceklestiriimigtir. Beklenen blyuklikte (~ 3000 bp) bir PCR urind pCR2.1-Topco'ya
klonlandi ve 5 plazmid klon (PI, P2, P12, P13, P14) dizilimi yapimistir.

Kullanildigh sekilde, tavuk TLR21'ine iliskin DNA dizisi.
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HEK293-pNifTy2-Zeo'nun (klonal hiicre hatti) pcDNA3.1(+)-Neo-chiTLR21 ile

transfeksiyonu
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insan embriyonik bdbrek (HEK) hiicreleri 293 viral transformasyon araciligiyla
1970'lerde olusturulmustur (Graham et al., 1977) ve simdi ATCC gibi hidcre hatt

havuzlan aracih@iyla arastirma topluludu i¢in bulunmaktadir.

pNifty2 bircok immunostimilator etkiye iliskin bir ayminct o6zellik olan, NFkB
transkripsiyon faktér aktivasyonunun, digerlerinin arasindan toll-benzeri reseptor
aktivasyonlarinin tespitine olanak saglayan hir plazmiddir. pNifTy2’'de NFkB Gzerindeki
kendi transkripsiyonuna/gevrimine bagli raportdr gen sekrete edilmis alkalin fosfatazdir
(SEAP). Detaylar bu plazmidi satan sirketin veri foylnde agiklanmaktadir: Invivogen.
pNifty2 aracihdiyla transformasyon/transfeksiyon olaylar biyime ortamina zeokin

eklenmesi vasitasiyla hem bakteri hem de memeli hicrelerinde secilmektedir.

HEK293 hicreleri standart yontemler (lipofeksiyon) aracilidiyla pNifTy2 ile transfekte
edilmistir, stabil bir hiicre hatti secilmistir, NF-kB/SEAP ekseninin islevselliji insan
tiimor nekroz faktéri a'nin (Sigma) stimilasyonu vasitasiyla olusturulmustur. Stimile
edilmis hicrelerin kiltiir siipernatantindaki sekrete edilmis SEAP bir alkalin tampon {50
mM NaHCO3;, pH9.6, 2 mM MgCl:) icinde kromojenik substrat p-nitrofenilfosfat kullanan
bir mikrotitre plaka kolorimetrik analiz vasitasiyla belirlenmistir. Renk gelisimi (A = 405
nm) bir mikrotitre plaka okuyucu vasitasiyla gdzlemlenmistir. Bu okuma ayrica klonal
hatlarin gurilti oranlarina kars) yiksek sinyal ile secgilmesi (kisith dilisyon yontemi
vasitasiyla) icin kullaniimistir. Bu segilen klonlarin biri (dublaj klon 11) daha sonra tavuk

TLR21 ile baska galismalara yonelik kullanilimisgtir.

pcDNA3.1(+)-neo Invitrogen’den satin alinan standart bir memeli ekspresyon
vektoradar. TavukTLR21 geninin bu vektdre alt klonlanmasi PCR vasitasiyla dahi
edilen bitisik Hind Il (haglangi¢ kodonu) ve Not | (bitis kodonu) alanlarn araciligiyla
yapimistir. (Bakiniz, sekil 1).

Bu plazmid daha sonra klonal HEK293-pNifty2-zeo hattina transfekte edilmistir ve
rekombinant hiicreler hem zeckinin hem de G418'in bilylime ortami igine eklenmesi
vasitasiyla secilmistir. Meydana gelen poliklonal rekombinant hiicre hattinin islevsellidi
kdltirin ODN-X4 ve ODN-HEK1-PTO ile stimilasyonu ve SEAP tespiti vasitasiyla
degerlendirilmigtir. Daha Gstin klonal hicre hatlann daha sonra kisith dilisyon

yonteminin ardindan stimalasyon ve SEAP tespiti vasitasiyla tanimlanmigtir.
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SEAP memeli sistemlerindeki bir raportér enzimdir (Yang et al., 1997). SEAP insan
embriyonik alkalin fosfatazin sekrete edilmis bir formudur. Esas avantajlan tespitin
hassasiyetini ve saglamligini saglayan yiuksek stabilite ve son derece yuksek spesifik
aktivitedir. SEAP tespiti icin ¢esitli substratlar agiklanmistir ancak reaksiyon Grdnd p-
nitrofenolatin yUksek hassasiyette {€4s = 18500 M cm™) tespit edilmesinden dolayi
ekonomik ve sadlam pNPP secilmigtir. Test dilizeneklerimizde kinetik analizler
gerceklestirmekieyiz c¢ilink(l bunlar daha genis bir dinamik niceliklendirme aralgi

saflamaktadir.

HEK293-pNifTy2-Zeo hicreleri pcDNA3J ile transfekte edilmigtir. 1(+)-Neo-chiTLR21
(Pvu I ile lineer hale getiriimigtir) ve bir poliklonal hicre hatti ortamin 350 pg/ml zeokin
ve 600 pg/ml G418 ile desteklenmesi vasitasiyla seg¢ilmistir. Hucrelerin ODN-X4 (PDE)
ile ve ODN-HEK1 (PTO) ile stimile edilmesi vasitasiyla bir islevsellik testi
gerceklegtiriimistir. Sekrete edilmis alkalin fosfataz (SEAP) parental HEK293-pNifTy2-
Zeo hiicre hattl vasitasiyla dedil de secilen hiicreler vasitasiyla retilmistir. Tekli hiicre
klonlama gerceklestirilmistir ve munferit klonlar ODN-X4'e (PDE)
(GGGGGGTTCGTTTTCGTTTTCGTTGGGGG) ve ODN-HEK1'e (PTO)
(TCGTCGTTTTGTCGTTTGTCGTT) karsi yanit vermelerine yénelik analiz edilmigtir.

46 zeo/G418-¢ift-direncli klonal hiicre hattindan sadece 3’0 ODN stimilisine kars! yanit
verirken 3 - 4 bagka hlicre hatti daha zayif sinyaller gdstermistir. Dolayisiyla segilen

klonlarin %85'i bu islevsel degildir.

Batln dider calismalar icin ODN-X4 (PDE) ve ODN-HEK1'e (PTO) stimilasyonuna
kargi yanit Uzerine uzak ara en yuksek SEAP okuma sinyali ile Uretilen klonal hicre
hatti 38 kullaniimistir.

Sekiller 2-5 gesitli zeo/G418-¢ift-direngli klonal hicre hattinin SEAP aktivitesine iliskin

bir 6zet vermektedir.

Ornek 2:

YIGK{TCGTC G} TC G [G]. ® motifine bagll bu homopolimer serisinde 3'-dG turu
test edilen butin ODN'ler igin bir G'ye kisaltilmigtir.
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Ornegin: X23N - * [GIk{TC G T C G}» T C G [G]. ¥ temsil etmekte olup,

burada x=7,z=0 ve n=2'dir: G; {TCGTCGLTCG

Ormegin: X23N -7 [Glx{TC G TC G} T C G [G]. * temsil etmekte olup,

burada x=7, z=0 ve n=3'dir Gz {TCGTCG}TCG

X23N-5 GGGGGGGTCGTCGTCGTCGTCG

X23N-7 GGGGGGGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCG

X23N-9 GGGGGGGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCG

X23N-11 GGGGGGGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCG
X23N-13 GGGGGGGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCG
X23N-15
GGGGGGGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCG
X23N-17
GGGGGGGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTC
GTCG

X23N-19
GGGGGGGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTC
GTCGTCGTCG

X23N-21
GGGGGGGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTC
GTCGTCGTCGTCGTCG

X23N-23
GGGGGGGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTC
GTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCG

X23N-25
GGGGGGGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTC
GTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCG

X23N-27

ol--idCc-CcoCcoCcrCcolCc-CcoCoCoC CoCoC-C-CTCIClCLCG CG G 'G! G

Sekiller 6-8, X23 - 4 ila 3N - 27nin raportdor hicreler HEK293-pNifty2-
tavukTLR21'indeki raportér enzim SEAP'In 405 nm’de abzorbe edilen bir renkli iriin

miktarini induklemedeki etkisini gostermektedir.
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Sasirtict sekilde Sekil 6'dan efer n = 3 ise immino-stimdlatér etkinin beklenmedik
sekilde yuksek oldugu cikartilabilmektedir. Bu etki Sekil 9'da heklenmedik gekilde
dusuk bir ECsq degeri seklinde acikga niceliklendiriimektedir.

Bunun dtesinde Sekiller 6-8'den n=3ten n=13'e bir artigin aktivitede ayrica bir artis da
(= EC50'de bir azalma) verdigi g¢ikartilabilmektedir. Bu artis n 5 degerine eristiginde

daha da hizl bir diisiis gostermektedir.

Sekil 9, X23 - 4 ila X23N - 27'nin pikomol cinsinden ECsy dederini gostermektedir.

Sekil 9'dan gérulebildigi tzere n=10 ve Ustinde bir degerde ECsy degeri 100 pM'in
biraz altinda bir diizliige erisirken halihazirda n=4'lik bir degerde ECsy'nin 200 pM'nin

sadece bhiraz Ustinde oldugu gdrilebilmektedir.

Ornek 3:

Y[GIk{TC GTC G}T C G [G]: * motifine bagh bu homopolimer dizilerinde
n =4 iken 3'-G'lerin sayisi modifiye edilmisgtir.

Asadidaki yapilar test edilmistir:

X23-s5ix 5'-GGGGGGTCGTCGTCGTCGTCGTCGGGGG-3

(=X23, standart 1)

X4-pent 5'-GGGGGGTTCGTTTTCGTTTTCGTTTTCGTTTTCGTTGGGGG-3'
(= standart 2)

X23-nine-3455 5'-GGGGGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGGGGG-3
(— n=4, x=5, z=4)

X23-nine-3451 5-GGGGGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCG-3'

(— n=4, x=5, z=0)

Sekil 10, raportdr hiicreler HEK293-pNifty2-tavukTLR21'indeki raportdr enzim SEAP'In
405 nm’'de abzorbe edilen bir renkli (riin miktarini indiklemede 3'-G'lerin sayisinin

degistiriimesinin etkisini gostermektedir.

Bu CpG motiflerine yonelik asagidaki ECsp gibidir:

X4-pent (standart kontrol) 340 pM
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X23-nine-3455 (n=4, x=5, z=4) 100 pM

X23-nine-3451 (n=4, x=5, z=0) << 100 pM

Buradan ECs ile iligkili olarak z=4 veya 4'ten az olmasi kosuluyla 3'-G’lerin sayisinin

ozellikle ilgili olmadigr ¢ikartilabilmektedir.

Sekillerin agiklamas::

Sekil 1: pcBNA3.1(+)-chiTLR21'in plazmid haritasi

Sekiller 2-5: gesitli zeo/G418-gift-direngli klonal hiicre hattinin SEAP aktivitesine iligkin

Hzet.

Sekiller 68-8: bu sekiller X23 - 4 ila 3N - 27'nin raportdr hiicrelerin HEK293-pNifty2-
tavukTLR21'indeki raportdr enzim SEAP'In 405 nm'de abzorbe edilen bir renkli (riin

miktarini indiklemedeki etkisini gostermektedir.

Sekil 9: bu sekil X23 - 4 ila X23N - 27'nin pikomol cinsinden ECsy degerini

gostermektedir.

Sekil 10: bu sekil X4-pent (standart kontrol), X23-six, X23- nine-3455 ve X23-nine-
34571’in ECsy degerlerini géstermektedir.

Literatiir Referanslan

Babiuk L.A., Gomis S., Hecker R., 2003. Molecular approaches to disease control.
Poult. Sci. 82, 870-875.

Brownlie, R., Zhu J., Allan B., Mutwiri G.K., Babiuk L.A., Potter A., Griebel P., 2009.
Chicken TLR21 acts as a functional homologue to mammalian TLR® in the recognition
of CpG cligodeoxynucleotides. Mol. Immunol. 46, 3163-3170

Carrington A.C., Secombes C.J., 2006. A review of CpGs and their relevance to
aquaculture. Vet. Immunol. Immunopathol. 112, 87-101.

Daubenberger C.A., 2007. TLR® agonists as adjuvants for prophylactic and therapeutic
vaccines. Curr. Opin. Mol. Ther. 9, 45-52.



10

15

20

25

30

35

20

Dorn A., Kippenberger S., 2008. Clinical application of CpG-, non-CpG-, and antisense
oligodeoxynucleotides as immunomodulators. Curr. Opin. Mol. Ther. 10, 10-20.
Fonseca D.E., Kline J.N., 2009.Use of CpG oligodeoxynucleotides in treatment of
asthma and allergic disease. Adv. Drug Deliv. Rev. 61, 256-262.

Graham, F.L., Smiley, J., Russell, W.C., Nairn, R., 1977. Characteristics of a human
cell line transformed by DNA from human adenovirus type 5. J. Gen. Virol. 36, 59-74.
Griebel P.J., Brownlie R., Manuja A., Nichani A., Mookherjee N., Popowych Y., Mutwiri
G., Hecker R., Babiuk L.A., 2005. Bovine toll-like receptor 9: a comparative analysis of
molecular structure, function and expression. Vet. Immunol. Immunopathol. 108, 11-16.
Hemmi H., Takeuchi O., Kawai T., Kaisho T., Sato S., Sanjo H., Matsumoto M.,
Hoshino K., Wagner H., Takeda K., Akira S., 2000. A Toll-like receptor recognizes
bacterial DNA. Nature 408, 740-745.

lwasaki A, Medzhitov R. Regulation of adaptive immunity by the innate immune
system. 2010, Science 327, 291-295.

Keestra A.M., 2008. Molecular dissection of the chicken Toll-like receptor repertoire.
PhD thesis (Proefschrift), University of Utrecht, The Netherlands

Kline J.N., 2007. Immunotherapy of asthma using CpG oligodeoxynucleotides.
Immunol. Res. 39, 279-286.

Kline J.N., Krieg AM., 2008. Toll-like receptor 9 activation with CpG
oligodeoxynucleoctides for asthma therapy. Drug News Perspect. 21, 434-439,

Klinman D.M., 2004. Immunotherapeutic uses of CpG oligodeoxynucleotides. Nat. Rev.
Immunol. 4, 249-258.

Klinman D.M, Currie D., Gursel [, Verthelyi D., 2004. Use of CpG
oligodeoxynucleotides as immune adjuvants. Immunol. Rev. 199, 201-216.

Klinman D.M., 2008. Adjuvant activity of CpG oligodeoxynucleotides. Int. Rev.
Immunol. 25, 135-154,

Klinman D.M., Klaschik S., Sato T., Tross D., 2009. CpG oligodeoxynucleotides as
adjuvants for vaccines targeting infectious diseases. Adv. Drug Deliv. Rev. 61, 248-
255.

Kindrachuk J., Potter J., Wilson H.L., Griebel P., Babiuk L.A., Napper S., 2008.
Activation and regulation of toll-like receptor 9: CpGs and beyond. Mini Rev. Med.
Chem. 8, 580-600.

Krieg AM., Yi A K., Matson S,, Waldschmidt T,J., Bishop G.A., Teasdale R., Koretzky
G.A., Klinman D.M., 1995. CpG motifs in bacterial DNA trigger direct B-cell activation.
Nature 374, 546-549.



10

15

20

25

30

35

21

Krieg A.M., 2002. CpG motifs in bacterial DNA and their immune effects. Annu. Rev.
Immunol. 20,709-760.

Krieg A.M., 2003. CpG motifs: the active ingredient in bacterial extracts? Nat. Med. 9,
831-835.

Krieg A.M., 2006. Therapeutic potential of Toll-like receptor 9 activation. Nat. Rev. Drug
Discov. 5, 471-484.

Krieg A.M., 2007a. Anti-infective applications of toll-like receptor 9 agonists. Proc. Am.
Thorac. Soc. 4, 289-294.

Krieg A.M., 2007b. Development of TLR9 agonists for cancer therapy. J. Clin. Invest.
117, 1184-1194.

Linghua Zhang et al., 2007. Vaccination with Newcalle disease vaccine and CpG
oligodeoxynucleotides induces specific immunity and protection against Newcastle
disease virus in SPF chicken. Vet. Immun. And Immunopath. 115, 216-222.

Medzhitov R., 2001, CpG DNA: security code for host defense. Nat. Immunol. 2, 15-16.
Medzhitov R., Approaching the asymptote: 20 years later. 2009. Immunity 30, 766-775)
Mutwiri G., van Drunen Littel-van den Hurk S., Babiuk L.A., 2009. Approaches to
enhancing immune responses stimulated by CpG oligodeoxynucleotides. Adv. Drug
Deliv. Rev. 61, 226-232.

Mutwiri G., Pontarollo R., Babiuk S., Griebel P., van Drunen Littel-van den Hurk S.,
Mena A., Tsang C., Alcon V., Nichani A., loannou X., Gomis S., Townsend H., Hecker
R., Potter A., Babiuk L.A., 2003. Biological activity of immunostimulatory CpG DNA
motifs in domestic animals. Vet. Immunol. Immunopathol. 91, 89-103.

Schindler, U., and Baichwal, V.R., 1994. Moll. Cell. Biol. 14: 5820-5831.

Singh M., O'Hagan D.T., 2003. Recent advances in veterinary vaccine adjuvants. Int. J.
Parasitol. 33, 469-478.

Vollmer J., 2005. Progress in drug development of immunostimulatory CpG
oligodeoxynucleotide ligands for TLRS. Expert Opin. Biol. Ther. 5, 673-682.

Vollmer J., Krieg AM. 2009. Immunotherapeutic applications of CpG
oligodeoxynuclectide TLR9 agonists. Adv. Drug Deliv. Rev. 61, 195-204.

Wagner H., 2009. The immunogenicity of CpG-antigen conjugates. Adv. Drug. Deliv.
Rev. 61, 243-247.

Weiner G.J., 2009. CpG oligodeoxynucleotide-based therapy of Ilymphoid
malignancies. Adv. Drug Deliv. Rev. 61, 263-267.

Werling D., Jungi TW., 2003. TOLL-like receptors linking innate and adaptive immune

response. Vet. Immunol. Immunopathol. 91, 1-12.



10

15

20

25

30

22

Wilson H.L., Dar A., Napper S.K., Marianela Lopez A., Babiuk L.A., Mutwiri G.K., 2006.
Immune mechanisms and therapeutic potential of CpG oligodeoxynucleotides. Int. Rev.
Immunol. 25, 183-213.

Wilson K.D., de Jong S.D., Tam Y.K., 2009. Lipid-based delivery of CpG
oligodeoxynucleotides enhances immunotherapeutic efficacy. Adv. Drug Deliv. Rev.
61, 233-242.

Yang, T.T., Sinai, P., Kitts, P.A., Kain, S.R., 1997. Quantification of gene expression

with a secreted alkaline phosphatase reporter system. Biotechniques 23, 1110-1114.

Dizi LISTESI

<110> Intervet Interational BY

<120> imminostimdlatér oligodeoksinikleotitler
<130>2011.014

<160> 19

<170> PatentIn versiyonu 3.5

<210> 1

< 211> 33

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA

<400> 1

gaagcttacc atgatggaga cagcggagaa ggc 33
<210> 2

< 211> 33

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA

<400> 2

ggcagcecgct acatetgtit gtetecttec ctg 33
<210>3

< 211> 2935

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA

<400> 3



aagcttacca
cactgctgtc
ccgtatggcet
cagcgcttece
ctcaatctgt
cagctgcata
aatgggctgg
gaaggggtgt
agcacggtgt
ggcgggcggce
gagctgttgy
gcctegetge
ccggagatgce

gaggtettea

tgatggagac
cactctggcet
ttcgcaactg
tgcagtcgcecce
catacaacaa
ccctggacct
gtgtgctggt
tcaacagctt
caccaagtgc
tgaatgggtt
acctatgtga
tcaccctgeca
tatggcacgt

ceccagotecea

agcggagaag
gctgectgetg
cattgaggat
ggcectggea
aatgcgetge
gacctacaac
ggtgctggac
gggcaacectg
tctgctacee
gggggcagtg
aaacaacetyg
gctgtgcaac
gaagatacte

cotgegoaac

23

gcatggccca
gtgacagtga
gtcaaggcac
gtgtctgace
ctgcagecct
ctcectggaga
ctgtcteaca
tcoctegetge
ctggtcaacec
gcagtggcag
acaacgetgy
aactcgctga
gacctectect

atcagecetge

gcaccaggat
cactgatgce
ctttgtactt
tgccaccaca
ctgeetttge
cccteteocee
acaagctgac
aggtacaaca
tgcgecegect
tgcagggctt
ggccaggoce
gggagttagc
acaacagtat

tccacectgat

gtgcecectee
gatggtgecac
cecgectgeatce
tgccatcgeg
ccacctgaca
tggtgececttce
cacacttgct
taaccccete
gtctectacgg
ggcacagcetg
accgetacec
ggggggcagc
ctcacaggcg

cggcaacoac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



ttggatgtet
gggttggtgc
gecettgegge
cagttgtgte
tgtgccggeco
cacaacctge
aacatttcct
cegygeectge
ctgtggagge
tatcacaact
gtctcocegtee
gggggcaaca
aggctgtacce
caggctacce
ctgcgcaage
cagcagccect
cagcagctgt
ttgggccage
gacggcatcet
cactogetca
agaaacgagc
ctggacctge
ctgaacaaca
aatgcctaca
tttgctggga
gcctactgga
cggcgggagyg
agttgggtgt
caccaccgcg
aacagccgga

ctagaggtge

tccacctgtt
tgggggctca
ggctgcaget
ctgtgectgag
ggctgctggg
tgaagaaact
tccgetttaa
aggtgttgtg
tgcacaacct
ccttcattga
tcttetetgg
acttgcgcca
tggaccgcaa
tgggggtgct
cgccaccctt
atggactgaa
cgctgtcaca
tgcgetceect
tcagaaacct
ctetggaagt
tgaagacctt
gcaagtgtce
gcegtgtgea
tccacagett
ctgcaccggce
ggctgaagta
aaaagtgcta
tgcagaagct
acttccagece
agacggtgtg

agttggccag

ggacatctct
ggggctggat
acaacgcaac
agagctggac
caagaagcag
gecgtettge
ccgcatcctg
gctcaatatt
gacagagctg
cctccacaga
tgtctteccag
cctgactgca
cagattgctg
ggacctgcgg
ccgcaaccetyg
gatgctgect
gaacatgctyg
ggcattgget
gggcaacctyg
ctteggeaat
caatgacagc
gctcagctge
ggttgtctac
tgacacacac
agtgctgctg
ccactggtac
cectetatgac
ggtgcctgag
gggccgcagce
cgtggtgage

ctaccggetyg

24

gacatccaac
aaggtgtgcc
gggctgaagg
ctgtcectgga
cgggagaagc
ctgggggece
actgttgggc
aacagcectgy
cgectggaca
ctgcgcaccece
gggctggctg
cagtcactgc
gaggtgagca
gccaacaacce
agcagcctgt
cactacttct
cggtocatce
gacagcagca
cggtteetgy
cteageegge
gttgccagcc
acctgtgaca
ccctacaact
gtctgettee
ctgetggtgg
cttetgeggt
agctttgtgt
ctggagcacy
atcattgaca
cgcagctacc

ttggatgage

ctegecagect
tgaggctgca
tgctgcattg
accggctaca
tggaagtgct
aggtgctgee
cccaagcctt
tgtggctgga
acaacctgct
tcaacctgeg
agctgcagac
aggggctgcc
gcactgtgtt
tgcagtacat
acgacctgaa
tccagggett
caccggatgt
atgggctgca
acctggagaa
tgecaggtgcet
ggctgtcctce
acatgtggct
acacctgtgyg
tggacctggg
tgccggtggt
gctgggtcaa
cctacaattc
gtgccttecyg
acattgtgga
tgcgcagcga

ggcgtgacat

ggatttectct
gggtccccag
taatgcactg
gcacgtgggc
gacagtggaa
teggetgtac
tgcctacgece
caggcaggca
gacegaccete
caacaaccgt
gctggattta
caaactgcgc
cgceccagtg
ctcacagtqgqg
gctgeaggey
ggtgaggctyg
cttegaggac
tgacctgcect
tgcagggcty
gcacttggcece
cttgcgctac
gcagggctgg
ctcacagcac
gctctatete
gtaccaccgc
ccagcggtgg
agctgatgaa
cctetgettg
tgctgtctac
gtggtgctct

cectggtactyg

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



10

15

20

25

30

25

gtgctgctgg aggacgtggg tgatgectgag ctgtctgeoct accaccgeat geggogggtg
ctgectgegge gecacctacet gogetggect cttgacceceg cagetcagece getcottttgg
gcacggctga agagggcact gaggtgggga gagggaggag aggaggagga agaagaaggt

ttgggtggag ggacgggaag gcccagggaa ggagacaaac agatgtageg gecgce

<210> 4

< 211> 22

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA

<400> 4

gggggggteg tegtegtegt cg 22

<210>5

<211>28

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA

<400> 5

gggggggtcg tcgtegtegt cgtegteg 28
<210> 6

< 211> 34

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA

<400> 6

gggggggtcg tcgtegtegt cgtegtegte gteg 34
<210>7

< 211> 40

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA

<400=7

gg9gggggtceg tegtegtegt cgtegtegte gtegtegteg 40
<210> 8

<211>46

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA

<400> 8

g9gggagtcg tcgtegicgt cgtegtegte gtegtegteg tegicg 46

2760

2820

2880

2935



10

15

20

25

30

26

<210=9

< 211> 52

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA

<400>9

gggggggatceg tecgtegtegt cgtegtegte gtegtegteg tegtegtegt cg 52
<210> 10

< 211> 58

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA

<400> 10

gggggggteg tegtegtegt categtegte gtegtegteg tegtegtegt cgtegteg 58
<210> 11

< 211> 64

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA

<400> 11

gggggggtcg tcgtegtegt cgtegtegte gtegtegteg tegtegtegt cgtegtegte
gtecg

<210>12

<211>70

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA

<400> 12

gggggggtceg tcgtegtegt cgtcgtegtc gtegteogtcg tcogtegtegt cgtcgtegte
gtcgtegteg

<210> 13

<211>76

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA
<400> 13

gggggggtcg tcgtcgtegt cgtegtegte gtecgtcecgteg tcgtcegtcecgt cgtegtegtce

gtegtocgteg tegteg

60

64

60

70

60

76



10

15

20

25

30

27

<210> 14

<211=82

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA
<400> 14

gggggggtceg tcgtegtegt cgtegtogte gtegtegteg togtegtegt cgtegtegte
gtcgtcgteg tegtcgtegt cg

<210>15

< 211> 88

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA
<400> 15

gggggggtcg tcgtegtcegt cgtegteogte gtegtogteg tcocgtegtegt cgtceogtegte

gtegtegteg tegtegtegt cgtegteg

<210> 16

<211>28

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA

<400> 16

ggggggtcgt cgtegtegte gtcgggag 28
<210> 17

<211= 41

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA

<400> 17

ggggggttcg tittcgtttt cgtittegtt ttegttgggg g 41
<210> 18

<211=> 36

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA

<400> 18

ggggagtegte gtcgtegteg tegtcgtegt cgggag 36

60

82

60

g8



<210> 19

< 211> 32

< 212> DNA

< 213> sentetik DNA
<400> 19

gggggtcgtc gtcgtegteg tegtegtegt cg

28

32



Sexkil 1

1/6

P6-pcDRAS 1-Neo-cniTLR?1 seq

8289 op

Aol

s



2/%

HEK-252-pHif yZ-chi"LR2 1-tek hucre tlonlan 1-22-0OCH-X4-PCE stimulasyonu

I
P
;
Tt
T
i
[ -
i i H
H '
i ﬁ
; ]
; 1
1
\‘
i ’
:_|;__1:>:1:_-:J:_E;LZEI;_B;mmn.ﬂ.ﬂ._zﬂ_ﬁiujn.n
/' ,' - o ‘.‘ - r . a - B B - - - .‘ .,- -~ o = . g - H ) D ‘i " -
. B S S Lo N A T VA P

Sekil 2

HEKZS2-cHif y2-chi"LR21-tek hiucre klonlar 22-44-
CCHN-X£-PLE stimulasyenu

3

b

w om o
g g 3

muUL4ien=
z

pU]
20t

2]

N i I I T

Kot Koo #mlu- Sk Sk B Heze Bhks Koo Kun Kt Bon Ble Shos
n u 3% I e 1% W N PR L L A |

Sekil 3



3/6

HEKZS2- cHif y2-chi"LR21-tek hucre klonlar 1-22-0CH-HEK1-PT0 stimulasyonu

Sekil 4

HEKZG3-pNif yZ-chi"LR2-tek hucre klonian 23-45-
OCH-HEK-PTO stimulasyonu

w

o1
H
w1 x
Ehl] A
i B
Fm gy
) .
T -
K
ol o
Rt

11

a
l_-J.m-._.‘lE:____;ﬁ_

Hun Hiin Wkin Hion Koo Hen Kon Kea Hiie Kan Kbin Kes Kop K
1 10 1R % 1w W AL an 4 432 L3l 44 an 4k

Sekil 5




4/6

HEKZ93-pNitty2-chi-TLR21:0O0Ns X23-N4-N11

E
H
5
uy
%
£
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
pM agonist
i eeEN e LN et i At —— A
Soa
Sekil &

HEK293-pNifty2-chi-TLR21:ODNs X23-N12-N19

mOD4D5Snm/min
&
=]

pLl]
Fol]
100
]
2 10 200 300 40 M0 60D 700 800 90C  te00
pM agomist
—TA e h eamb A4 TAIL N E et A AP RS a3 A

Sekil 7



5/6

HEK293-pNifty2-chi-TLR21:0DNs X23-N20-N27

[ TR T}

[ SR V)
2 & 8 R

ulwauugorgow

00 ano 400 ED0 6Ca 700 L {s1] |00 1000

10c

PM agorust

Lo _—wmar

- BIUMCE _a 1AM

TN araz

I m IMN e

—_—

X23-N6-N27, EC50 degerleri

X2A-N2T
RN
AONPS

223824

AN

RNz
wAANA

’2I-N20

XA N1y

NN TH
AIINIT

HANNIR

o] RIS

e R PARNME

[e.0] [

QL

S-
o < o o < Q
o (e o (] = [en]
W uy ~} [ag] [ —

{wd} 0523

saosansacan [RESSME

WA NG
x-S
HAA NI
A2d-NY
X23-Ng
WALNT

X2A-NG

Sekil 9



6/6

HEK293-pNifTy2-chiTLR21: X23-dG varyantian

450 -
400
350
300
250
200
150
100

50

mOD/min

0 2 4 6 8 0 12 14 16 18 20
nM ODN

—— X23-six === X23-nine-3455 —— X23-nine-3451 —= X4-pent

Sekil 10




