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OZET
SALGI BEZLERIYLE ILiSKILi VIRUS YAPILARINI iCEREN ILETKEN
HAVA YOLU HUCRELERININ HEDEFLENMESINE YONELIK
BILESIMLER

Bir heterolog iletken hava yolu hedefleme sekans: iceren bir yapay AAV kapsidi
saglanmaktadir. Yapay AAV, bununla iliskilendirilen heterolog molekiillerin
iletilmesi igin bir hedefleme kismi olarak kullanilmaktadir. Yapay AAV ayrica,
yapay kapside sahip AAV vektorlerinin meydana getirilmesinde kullanilmaktadur.
Ayriea, iletken hava yolu hiicrelerini doniistiirme yetilerinin gelistirilmesi ve/veya
yok edilmesi vasitasiyla vektorlerin natif tropizminin ve doéniistiirme veriminin
modifiye edilmesine yonelik ydntemler burada agiklanmaktadir. Iletken hava yolu
hiicrelerinin hedeflenmesi ve buraya terapétik ve diger molekillerin iletilmesine

yonelik yontemler de saglanmaktadir.
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ISTEMLER

. Bir AAV Kladi A kapsidinin degisken kivrim bdlgesi IV ve degisken kivrim

bolgesi V'ini kapsayan amino asit fragmentinden bir hava yolu iletken hiicre
hedeflemeli peptidi iceren bir yapay AAV kapsidi olup, sdz konusu peptid,
klad A’dan baska bir klada ait olan parental AAV’den AAV kapsid sekanslar
tarafindan yandan desteklenen, SEKANS KIMLIK NUMARASI:1’in amino
asidi 447 ila 521’in sekansina sahiptir, burada hava yolu iletken hiicre
hedeflemeli peptid, parental AAV kapsidine heterologdur, burada degisken
kivrim bdlgelerinin lokasyonu Sekil 2°de tasvir edildigi gibidir, burada hava
yolu iletken hiicre hedeflemeli peptidi, kapsid sekansiun karsihik gelen
degisken kivrim bolgelerinin natif lokasyonunda bulunmaktadir, karsilik gelen

bu degisken kiviim bélgeleri koparak eksilmistir.

. Yapay AAV kapsidinin, ayrica, sdz konusu hava yolu iletken hiicre

hedeflemeli peptide ait amino asit sekanslarinin karboksi ve/veya amino
terminusunu  yvandan destekleyen bir aralayict icerdigi, s6z konusu

aralayicinin, bir ila bes amino asit icerdigi, istem 1’e gore yapay AAV kapsidi.

3. Istem 1’e gbre yapay AAV kapsidi olup, burada hava yolu iletken hiicre

hedeflemeli peptid ayrica asagidakileri igermektedir:

(a) fonksiyonel Klad A AAV’lerinden degisken kivrim IV nin amino asit
terminusu tizerinde olan, ancak degisken kivrim bdélgesi III’ten ayri olan,
bir ila bes amino asit; ve/veya

(b) fonksiyonel Klad A AAV'lerinden peptidin karboksi terminusuna ait
olan, ancak degisken kivriim bélgesi VI'nin herhangi bir amino asidinden

ayr1 olan, bir ila bes amino asit.

4. Hava yolu iletken hiicre hedeflemeli peptidini yandan destekleyen AAV
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kapsid sekanslarinmn, AAV9, AAV)S, AAV2, AAVE ve AAVrh32.33’ten
olusan grup arasindan secilen tek bir parental AAV tarafindan saglandig,

istem 1’e gore yapay AAV kapsidi.

. Yapay AAV kapsidinin, burada paketlenen higbir fonksiyonel AAV gen

sekansina sahip olmadigy, istem 1’e gére yapay AAV kapsidi.

6. Istem 1’e gore yapay AAV kapsidi olup, burada hava yolu iletken hiicre

hedeflemeli peptid, SEKANS KIMLIK NUMARASIL: 4’iin amino asit

sekansina sahiptir:

NRTOQNQSGSAQNKDLLFSRGSPAGMSVQP
KNW-
LPGPCYRQQRVSKTKTDNNNSNFTWTGAS
KYNLNGRESIINPG.

. S6z konusu ekspresyon kasetinin, en az bir AAV ters terminal tekrar sekansi

ve iletken hava yolu hiicrelerinde heterolog genin ckspresyonuna izin veren
diizenleyici sekanslara islevsel olarak baglantilandirilan bir heterolog gen
icerdigi, istemler 1 ila 6’dan herhangi birine gore bir yapay AAV kapsidi ve

kapsid i¢erisinde paketlenen bir ekspresyon kaseti igeren bir AAV vektori.

. Heterolog genin, kistik fibrozun semptomlarinin tedavi edilmesi veya

tyilestirilmesi i¢in faydali olan bir gen iirliniinii kodladigi, istem 7’ye goére

AAV vektori.

. Heterolog genin, bir fonksiyonel kistik fibroz transmembran diizenleyici

(CFTR) sekansi, alfa-1 antitripsin (A1AT), yluzey aktif madde protein C (SPC)
ve yiizey aktif madde protein D’den (SPD) olusan gruptan secilen bir {liriini

kodladig, istem 8’e gore AAV vektorii.
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10. Istemler 7 ila 9°dan herhangi birine gére AAV vektbriinii ve fizyolojik olarak

11.

uyumlu olan bir tasiyici igeren bir farmasotik bilesim.

Iletken hava yolu hiicrelerini hedeflemesi icin, secilmis bir AAV vektorinin
ozgllliigiinin degistirilmesine yonelik bir ydntem olup, s6z konusu ydntem,
AAV’nin, bir AAV Klad A kapsidinin degisken kivrim bélgesi IV ve V’ten bir
hava vyolu iletken hiicre hedeflemeli peptid ile donatilmasi adimim
igermektedir, s6z konusu peptid, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1’in amino
asidi 447 ila 521°in sekansina sahiptir, burada hava yolu iletken hiicre
hedeflemeli peptid, parental AAV kapsidine heterologdur, burada segilen
AAV’nin degisken kivrim bélgesi IV ve V'i iceren natif AAV kapsidi bélgesi
yok edilmektedir.
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TARIFNAME

SALGI BEZLERIYLE iLiSKIiLI VIRUS YAPILARINI iCEREN ILETKEN
HAVA YOLU HUCRELERININ HEDEFLENMESINE YONELIK
BILESIMLER

Bu ¢alisma, kismen PO1-HL051746 numarali Ulusal Saglik Enstitiileri’nin fonu
ile gerceklestirilmistir. ABD hiikiimeti bu bulusta belirli haklara sahip olabilir.

ONCEKI TEKNIK

Parvoviriis ailesinin bir {iyesi olan, salgi bezleriyle iligkili virlis (AAV), 4.7
kilobaz (kb) ila 6 kb arasi, tek zincirli bir lineer DNA genomuna sahip, kiiciik,
zarfli  olmayan, yirmi vyiizli bir virlistir. AAV, Dependovirus cinsine
atanmaktadir, zira virls, saflastinlmis adenoviriis stoklarindaki bir kontaminant
olarak kesfedilmistir. AAV’nin yasam dongiisili; enfeksiyondan sonra AAV
genomlarimin konak genomlarina entegre edildigi bir latent evreyi ve adenoviriis
veva herpes simpleks viriisii enfeksiyonunu takiben, entegre edilen AAV
genomlarmin kurtarildigi, ¢ogaltildig: ve bulasici viriislerin igerisine paketlendigi
bir bulasici evreyi kapsamaktadir. Hastalilk meydana getirmeme nitelikleri,
béliinmeyen hiicreler de dahil olmak tizere genis enfektivite konak arahgr ve

entegrasyon, AAV yi 1lgi ¢ekici bir iletim vehikiilli haline getirmektedir.

Bir AAV'nin kapsidi, T=1 yirmi ylzlii simetri ile diizenlenen, 1:1:10°luk bir
tahmini orandaki ti¢ viral proteinin (VP’ler), yani VP1, VP2, ve VP3%in
(toplamda) 60 kopyasini icermektedir [H-J Nam, ve ark., J Virol., 81(22): 12260-
12271 (Kasim 2007)]. Bu ii¢ VP ayn1 mRNA’dan ¢evrilmekte olup, VP1, C-
terminal bolgesindeki tim VP2 sekansina ilaveten Ozgin bir N-terminal alani
icermektedir [Nam ve ark., referanst yukarida verilmistir]. VP2, C-

terminusundaki VP3’e ilaveten ckstra bir N-terminal sekansi icermektedir. AAV?2



10

15

20

25

30

28834.1263

[Q. Xie, ve ark., Proc Natl. Acad. Sci. ABD 99:10405-10410 (2002)] ve AAV4
[L. Govindasamy, ve ark., J. Virol., 80:11556-11570] kapsidlerinin X-1s1m1 kristal
yapilarinda ve parvovirlis kapsidleri i¢in belirlenen tim diger yapilarda, yalmizca,
AAV kapsid proteinlerindeki C-terminal protein sckanst  (~530 amino asit)
gizlemlenmektedir. VP1'in N-terminal 6zgiin bolgesi ve VPI-VP2 kesisme
bélgesi ve VP3’in ilk 14 ila 16 N-terminal kalintilar1 kesfedilmistir [L.
Govindasamy, ve ark., ve Q. Xie ve ark., referansi yukarida verilmistir]. Soguk-
elektron mikroskobu ve imge geri catilma verileri, intakt AAV kapsidlerinde, VP1
ve VP2 proteinlerinin N-terminal bolgeleri, kapsidin icerisinde bulunmaktadir [E.
Padron, ve ark., J. Virol. 79:5047-5058 (2005); Q. Xie ve ark., referanst vukarida
verilmistir) ve reseptdr ve antikor baglama igin bunlara erisilememektedir [S.
Kronenberg, ve ark., J. Virol., 79:5296-5303 (2005)]. Dolayisiyla, reseptor
tutturma ve transdiiksiyon fenotiplerinin, VP1-VP3’lin ortak C-terminal alam
icerisindeki amino asit sekanslan taratindan belirlendigine inanilmaktadir [Nam
ve ark., referanst yukarida verilmistir]. VP1 6zgiin bdlgesinin, niikleer hedefleme
igin nikleer lokalizasyon sekanslarini igermesinin  yani sira, reseptor
tutturmasindan sonra niikleusa gidis gelis sirasinda endozomal kagis 1¢in gereken
bir fonksiyonel fosfolipaz A2 enzimini barindirdig gosterilmistir [JC Grieger, ve
ark, J. Virol. 80:5199-5210 (2006}); F., Sonntag, ve ark, J. Virol., 80:11040-11054
(2006)].

Yillar boyunca, farkli sekanslara sahip yalnizca alti AAV teknikte bilinmekteydi
ki bunlarin ¢ogu, kiltlrlerdeki adenovirlis preparasyonlarinin kontaminantlar
olarak izole edilmistir. Yakin zamanda, arastirmacilar dokudan elde edilen farkh
sekanslara sahip ¢ok sayida AAV aciklamiglardir [G. Gao, ve ark., Proc Natl
Acad Sci ABD, 100(10):6081-6086 (Mayis 13, 2003); US-2003-0138772-A1
(Temmuz 24, 2003)] ve bu AAV’ler1 farklt serotipler ve kladlar olarak karakterize
etmislerdir [G. Gao, ve ark., J. Virol.,, 78(12):6381-6388 (Haziran 2004),
Uluslararas1 Patent Yaymi No: WO 2005/033321]. Farklh AAV’lerin farkh

transfeksiyon verimleri sergiledigi ve ayrica farkli hiicreler veva dokulara yonelik
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tropizm sergiledigini rapor edilmistir.

Salgr bezleriyle iligkili virtis serotipi 6 (AAV6), hem fare akcigerinin iletken hava
yolu epitelyumunu hem de insan hava yolu epitelyal (HAE) hiicre kiiltirlerini
etkili sekilde doniistirebilmektedir. CL. Halbert ve ark., “Adeno-associated virus
Type 6 (AAV6) Vectors Mediate Efficient Transduction of Airway Epithelial
Cells in Mouse Lungs Compared to That of AAV2 Vectors”, J. Virol.,, 75(14):
6615-6624 (Temmuz 2001). Ayrica bakimz, CL Halbert ve ark, J Virol, 74(3):
1524-1532 (Subat 2000} (AAV2/6, AAV2/3 ve AAV2'nin ¢esitli psddotiplerini
kargilastirmaktadir) ve EA Rutledge ve ark, J Virol, 72(1): 309-319 {Ocak 1998)
(AAV6, AAV2, AAV3 ve AAV4’e ait bulasici klonlart karsilastirmaktadir).
Birka¢ yeni AAV sekansina dayanan vektorlerin dontistiirme verimlilikleri de in
vivo fare hava yolu epitelyumunda ve in vitro insan kirpikli hava yolu
epitelyumunda degerlendirilmistir [MP Limberis ve ark., Molecular Therapy,
17(2):294-301 (Subat 2009).] Fare karacigerinde ii¢ vektér verimli doniistiirme
sergilerken, farede gozlemlenen yiiksek dontstiirme, vektorlerden yalnizea ikisi

i¢in insan hiicrelerinde yeniden gergeklestirilebilmigtir,

In vivo sekilde, hastalikli hava yolu epitelyumuna terapétik genlerin iletilmesi,
kistik fibroz (CF) hava yolu hastaligi, o-l-antitripsin (AAT) eksikligi, kronik
obstriiktif akciger hastalifn ve akciger hipertansiyonunu kapsayan cesitli akciger
hastaliklarimin genetik tedavisi acisindan umut verici bir segenektir [MK Aneja ve
C Rudolph, Curr Opin Mol Ther, 8: 432-438 (2006); PE Cruz ve ark,
Pharmacogenomics, 8: 1191-1198 (2007); TR Flotte ve ark, Mol Ther, 15: 229-
241 (2007)]. Bununla birlikte, glinlimlizde giivenli ve tesirli bir terapotik vektoriin

bulunmasi zordur.

BULUSUN KISA ACTKLAMASI

Mevcut bulus, akcigerin iletken hava yolu hiicrelerinin yam sira alveolar epiteltal
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hiicrelerin, tercihen diger, akcigere ait olmayan hiicrelerin tercihe bagh sekilde
hedeflenmesi icin AAV kapsidlerine modifikasyona izin veren bir izole peptid ile

ilgilidir.

Bir yonde, bulus, bir AAV Kladi A kapsidinin degisken kivinm bdlgesi IV ve
degisken kivrim bolgesi V’sini kapsayan amino asit fragmentinden bir hava yolu
iletken hiicre hedeflemeli peptid igeren bir yapay AAV kapsidi saglamakta olup,
56z konusu peptid, klad A’dan farkh olan bir klada ait olan parental AAV’den
AAV kapsid sekanslari tarafindan yandan desteklenen, SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 1’in amino asit 447 ila 521°in sekansina sahiptir, burada hava yolu
iletken hiicre hedeflemeli peptid, parental AAV kapsidine heterologdur, burada
degisken kivrim bolgelerinin lokasyonu Sekil 2°de tasvir edildigi gibidir, burada
hava yolu iletken hiicre hedetlemeli peptid, kapsid sekansinin karsilik gelen
kivrim bdlgelerinin natif lokasyonunda bulunmaktadir, karsilik gelen bu degisken
kivrim bélgeleri koparak eksilmistir. Bir yapilandirmada, Klad A kapsidi, AAV1,
AAV6 ve hud8R3’ten se¢ilmektedir.

Bir baska ydnde, bulus, agiklandig1 lizere yapay bir kapsid ve kapsidin icerisinde
paketlenen bir ekspresyon kaseti igeren bir AAV vektorii saglamaktadir, burada
stz konusu ekspresyon kaseti, en az bir AAV ters terminal tekrar sekansi ve
iletken hava yolu hiicrelerinde heterolog genin ekspresyonuna izin veren regiilatér

sekanslar ile islevsel olarak baglantilandirilan bir heterolog gen icermektedir.

Bulug, tamimlandig tizere bir yapay AAV kapsidi igeren bir iletken hava yolu
hedefleme kisminin saglanmasi icin kullanilabilmektedir, burada yapay AAV
kapsidi, hava yolu iletken epitelyuma iletim i¢in bir molekil ile
baglantilandirilmaktadir. Ayrica, hava yolu hedetleme kismini ve fizyolojik olarak

uyumlu bir tagryicryt igeren bir farmasoétik bilesim de burada agiklanmaktadir.

Bir bagka yonde, bulus, iletken hava yolu hiicrelerini hedeflemesi icin segilen bir
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AAV vektorilinlin dzgiilligiiniin degistirilmesine yonelik bir yontem saglamakta
olup, s6z konusu yontem, AAV nin, bir AAV Klad A kapsidinin degisken kivrim
bélgesi IV ve V’den bir hava yolu iletken hiicre hedetlemeli peptid ile donatilmas:
adimini igermektedir, séz konusu peptid, SEKANS KiMLIK NUMARASI:1’in
amino asidi 447 ila 521’in sekansina sahiptir, burada hava yolu iletken hiicre
hedeflemeli peptid, parental AAV kapsidine heterologdur, burada segilen
AAV'nin degisken kivim bolgesi IV ve V’yi igeren natif AAV kapsidi bolgesi
kesilerek c¢ikarilmaktadir. Ayrica, iletken alveolar epitelyum hiicrelerini natif
sekilde hedeflemeyen bir parental AAV’nin 6zgiilliigliniin, buna séz konusu
hiicreleri hedefleme yetisinin saglanmasi icin degistirilmesine yonelik bir yontem

aciklanmaktadir,

Bulus, bir yapay AAV kapsidi veya aynisini igeren bir AAV vektoriinl igeren

kiiltiir igerisinde bir konak hiicrenin saglanmasi i¢in kullanilabilmektedir.

Bir baska yonde, bulus, aciklandign lizere bir AAV vektorii ve fizyolojik olarak

uyumlu bir tastyici igeren bir bilesim saglamaktadir.

Bulus, iletken hava yolu hiicrelerinin ve alveolar epitelyum hiicrelerinin, 6zellikle
akcigere ait olmayan hiicrelerin tercihe bagh olarak hedeflenmesine yonelik bir
yontemin saglanmasi igin kullanilabilmektedir. Yontem, burada a¢iklandig iizere

bir AAV vektorii ile hiicrenin temas ettirilmesini kapsamaktadir.

Spesifik olarak, ihtiyag halindeki bir sujeye burada agiklandig: iizere bir yapay
kapside sahip bir AAV vektérlinlin veya bir hedefleme kisminin iletilmesi
vasitasiyla, kistik fibroz (CF) hava yolu hastaligi, a-1-antitripsin (AAT) eksikligi,
kronik obstriiktif akciger hastaligi (COPD) ve akciger hipertansiyonunun tedavi

edilmesine yonelik bir yontem burada agiklanmaktadir.

Meveut  bulusun bu  ve dider avantajlan, bulusun asagidaki ayrintili
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actklamasindan kolaylikla anlasilacaktir.

Sekillerin Kisa Aciklamasi

Sekil 1A, VP1 ve VP2 6zgilin bdlgelerini ve dokuz varsayimsal degisken
kivrim alanim gdsteren, AAV kapsid sekansmin bir semasidir. Yapilan yer
degisimleri A-F ile gosterilmektedir. Sekil 1B, Sekil 1A’da tanimlanmis
bilgelere referansla, PCR vasitasiyla bireysel fragmentlerin meydana
getirilmesine dair bir divagramdir. Sekil 1C, dig primerlerin varliginda, Sekil
IB’de gosterildigi iizere olusturulan fragmentler arasinda meydana gelen,
kesisim uzatma (SOE) reaksiyonlart vasitasiyla ug¢ birlestirmenin  bir
diyagramudir.

Sekil 2, AAV6 [SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1] ve AAV9 (SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 2] kapsidinin amino asit sekanslarmnin bir hizalamasi
olup, vpl, vp2, vp3, sekiz B-fig1 zinciri ve dokuz degisken kivrim alanmi 1, 11, 11,
IV, V, VI, VII, VIII ve IX’in lokasyonlarin1 géstermektedir.

BULUSUN AYRINTILI ACIKLAMASI

Mevcut bulug, aslen bu tropizme sahip olmayan AAV’lere iletken hava yolu
tropizmi kazandiran, izole edilmis bir peptid ile ilgilidir. Iletken hava yolu
tropizmli peptid, yapay AAV kapsidlerinin, iletken hava yolu epitelyumunun yani
sira, aveolar epitelyuma, tercihen akcigere ait olmayan hiicrelere ve dokulara
hedeflenmesine izin vermektedir. Bu hem terapétik ag¢idan hem de giivenlik
acisindan arzu edilmektedir, zira burada agiklanan yapilar, hastalikli hiicrelerin
daha spesifik sekilde hedeflenmesine izin vermektedir ve hedef olmayan,
pulmoner olmayan hiicrelerin ve dokularin déntisiimiinli minimuma indirgemekte

veya elimine etmektedir.

Mevceut bulug, bir heterolog hava yolu iletken hiicre hedeflemeli peptid igeren
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vapay, salgi bezleriyle iliskili bir viriis kapsidi ile ilgilidir. Bu peptid, degisken
kivreim bélgesi IV ve defisken kiviim bélgesi V’yi kapsayan AAV kapsid
bélgesinden elde edilmektedir. Sekil 2°de kolaylikla goriilebildigi tizere, degisken
kivrim bélgeleri, dogrudan birbirine bitisik degillerdir, daha ziyade aralarinda
diger AAV kapsid sekanslarina sahiplerdir. Meveut bulusa gore, heterolog hava
yolu iletken hiicre hedeflemeli peptid, ayrica, degisken kivrim bolgesi IV nin
amino terminusunda bulunan, ancak degisken kivrim bdélgesi III'te bulunmayan
fonksiyonel Klad A - AAV’lerden bazi amino asitleri kapsayabilmektedir. Islevsel
Klad A - AAV’lere ybnelik bu bdélgede yaklasik 57 amino asit meveutken,
hedefleme peptidi, hi¢cbir amino asit icermeyebilmektedir, bir ila bes amino asit
veya degisken kivrim IV’nin amino terminusu iizerinde birkag bagka fragment
igerebilmektedir. Dahasi, heterolog hava yolu iletken hiicre hedeflemeli peptid,
ayrica, peptidin karboksi terminusunda bulunan, ancak degisken kivrim bélgesi
VI'nin herhangi bir amino asitinin dahil olmadig:1 fonksiyonel Klad A - AAV’den
baz1 amino asitleri icerebilmektedir. Islevsel Klad A - AAV’lere kivrimlar V ve
VI arasindaki bu bdlgede 13 amino asit mevcutken, peptid, bu bdlgenin 0, 1 ila 5

veya birka¢ baska fragmentini icerebilmektedir.

Bir yapilandirmada, fonksiyvonel Klad A AAV, AAVI1, AAV6, hud44R2, ve
hud48R3’ten secilmekte olup [WO 2006/110689], bunlarm tamami, bu bdlgede
0zdes bir amino asit sekansini paylagsmaktadir. Bir yapay AAV kapsidi; parental
AAV’deki bu bélgeyi yandan destekleyen amino asit sekanslaria heterolog olan
AAV degisken kiviim IV ve/veya degisken kiviim V bdlgesine ait karboksi
ve/veya amino terminus Uzerinde amino asit kalintilari taratindan yandan

desteklenen bu peptidi icermektedir.

Hava yolu iletken hiicre hedeflemeli peptid, bir fonksiyonel Klad A AAV’den
farkli olan bir AAV kapsidinin karsihk gelen degisken kivrim bdlgesi igerisine
tasarlanmaktadir. Sonug; parental (kaynak) AAV’nin tropizminden farkh olan

iletken hava yoluna (ve tercihe bagh olarak alveolar epitelyum) yonelik bir
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tropizm ve/veya doniistirme verimliligine sahip bir yapay kapsiddir. Bu tiir bir

yapay kapsid, ¢esitli teknikler ile meydana getirilebilmektedir.

Burada kullanildigi iizere, “parental AAV kapsidi”, burada aciklandigi iizere
heterolog hava yolu iletken hiicre hedeflemeli peptid tarafindan modifiye edilen
natif tropizme sahip kapside isaret etmektedir. Parental AAV kapsid sekanslarimin
kaynagi, bu klada ait {yelerin g¢ogu, iletken hava yolu tropizminin bazi
seviyelerini sergiledigi icin klad A’nin disindaki bir AAV dir. Islevsel klad A
AAV’leri, AAV6, AAV 1, hu44R2, ve hu48R3i kapsamaktadir. Diger klad A
AAV’leri ise digerlerinin yam sira hu. 44, hu.46, hu.43, ve hu.48’1 kapsamaktadir
[WO 2005/033321 ve WO 2006/110689].

Diger AAV kladlan, Klad B (AAV?2 tarafindan temsil edilmektedir), Klad C
(AAV2-AAV3 hibridi tarafindan temsil edilmektedir), Klad D (AAV7 tarafindan
temsil edilmektedir), Klad E (AAVS tarafindan temsil edilmektedir) ve Klad F’yi
(insan AAV9 tarafindan temsil edilmektedir) kapsamaktadir. Yukanda agiklanan
AAV3, AAVS, ve rh32/33 ve rh34, acik sekilde birbirinden farklidir, ancak
burada agiklanan ekranda belirlenmemigtir ve bu kladlardan hig¢birine dahil
edilmemistir. AAV kladlarina dair ilave bir tartisma, G. Gao, ve ark., J. Virol.,
78(12):6381-6388 (Haziran 2004) ve WO 2004/028817 ve WO 2005/033321
numarali Uluslararasi Patent Yaymlarinda saglanmaktadir. En sondaki dokiiman

ayrica yeni insan AAV sekanslarini da saglamaktadir.

Ancak, bir bagka yapilandirmada, parental kapsid sekanslari, herhangi bir
terapotik veya diger lirtiniin bir vektdrli veya tasiyict olarak kullanilacak olan
AAV’nin iletimini olanaksizlastiran bir seviyede iletken hava yolu hiicrelerini

aslen doniistiiren bir AAV’ ye aittir.

fletken hava yolu hedefleme peptidi, bir fonksiyonel Klad A salgt bezleriyle
iligkili viriisin degisken kivnim bolgesi IV ve degisken kiviim bdlgesi V’yi
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kapsayan bolgeden elde edilmektedir. Bir yapilandirmada, fonksiyonel Klad A -
AAV, AAVI1, AAV6, hud4R2 ve hud48R3’ten sec¢ilmektedir. AAV6 kapsidi,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1'in numaralandinlmasindan hareketle, bu
peptid, SEKANS KIMLIK NUMARASI 1’in AAV6 kapsidine ait amino asit 447

ila amino asit 521°¢ karsilik gelmektedir.

Dolayisiyla, bir yapilandirmada, bu hedefleme peptidi su amino asit sekansina
sahiptir: SEKANS KIMLIK NUMARASI:4:
NRTONQSGSAQNKDLLFSRGSPAGMSVQPKNWLPGPCYRQQRVSKTKTD
NNNSNFTWTGASKYNLNGRESIINPG. AAV6 amino asit lokasyonlariyla 1lgili
burada saglanan bilgiye dayanarak, teknikte uzman bir kisi, teknikte bilinen
yontemler kullanilarak sekanslarin hizalanmasi vasitasiyla ve/veya kapsidlerinin
kristal yapisi vasitasiyla diger Klad A AAV kapsidinin karsilik gelen sekanslarim
kolaylikla belirleyebilmektedir.

Ayrica, iletken hava yolu hedefleme peptidinin, yukaridaki peptidin amino
ve/veya karboksi terminusundan kesilmis yaklasik bir ila vaklagik sekiz kalintiya
sahip oldugu 6mekler de burada agiklanmaktadir. Bir bagska émekte, hava yolu
iletken hiicre hedefleme peptidi, bu bélge igerisindeki fonksiyonel bir fragmenttir,
vani istenen hedeflemeyi saglayan, bu bdlgenin dahili bir fragmentidir. Bu tiir bir
fragment, uzunluk bakimindan en az yaklasik 65 amino asit, uzunluk bakimindan
en az vaklagik 50 amino asit, uzunluk bakimindan en az yaklagik 45 amino asit
uzunlugundadir veya daha kisadir. Uygun sekilde, bu tiir fragmentler, AAV6
kapsidinin numaralandirmasidan hareketle (SEKANS KIMLIK NUMARASI:1),
amine asitler 447 ila 469, amino asitler 447 ila 472, amino asitler 451 ila 469,
amino asitler 451 ila 474’ten degisken kiviim IV araligindan elde edilmektedir.
Bir 6rnekte, bu fragmentler, bir Klad A AAV’den degisken kiveim V sekanslarina
baghdir. Omegin, degisken kiviim V, Klad A AAV nin amino asitleri 487 ila 521
veya 489 ila 532 arah@inda olabilmektedir veya bunun istenen hedeflemeyi

saglayan bir fragmenti olabilmektedir (6rnegin 487 ila 506; 487 ila 510; 489 ila
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506, 487 ila 510). Bir 6mekte, degisken kivrimlar TV — V’ten bolge araligi, yani
amino asitler 447 ila 510, iletken hava yolu peptidi olarak kullamilmaktadir. Bir
baska ornekte, degisken kivrimlar IV ve V igerisindeki fragmentler, baglayici
AAV6 amino asit sekanslart  olmaksizin  kimerik  yapimn  igerisinde
saglanmaktadir. Bir Ornekte, kimerik yapi, diger AAV6 kapsid sekanslar
olmaksizin (6rnegin degisken kivrim IV sekanslari olmaksizin) AAV nin veya bir
baska Klad A AAV’nin degisken kivnim bolgesi V'i kapsamaktadir. AAV6 amino
asit lokasyonlariyla ilgili burada saglanan bilgiye dayanarak, teknikte uzman bir
kisi, sckanslarin hizalanmasi vasitasiyla ve/veya Kkapsidlerin Kkristal vapisi
vasitasiyla diger Klad A AAV kapsid sekanslarinin karsilik gelen sekanslarini
kolayca belirleyebilmektedir.

Bir diger 6rnekte, bir kimerik kapsid, Klad A AAV’nin diger degisken kivrim
bélgeleri (6rnegin AAV6) olmaksizin, bir kimerik kapsid igerisinde, burada
aciklandigi gibi AAV6’nmin  degisken kiviim bdélgesi 5’1 veya bunun bir
fragmentini  kapsamaktadir. Bir baska ornekte, kimerik kapsid, en azindan,
AAV6'nin her iki degisken kiveim bdlgesi IV ve V’ye ait fragmentleri
kapsamaktadir. AAV6 amino asit lokasyonlariyla ilgili burada saglanan bilgiye
dayanarak, teknikte uzman bir kisi, sekanslarin hizalanmasi vasitasiyla ve/veya
kapsidlerin kristal yapis1 vasitasiyla diger Klad A AAV kapsid sekanslarmin

karsilik gelen sekanslarint kolayca belirleyebilmektedir.

Hava yolu iletken hava volu hedefleme peptidi, ana AAV nin kapsid proteininin
icerisindeki karsilik gelen bolgeye verlestirilebilmektedir. Burada saglanan bilgi
g6z Oniinde bulundurularak, teknikte uzman bir kisi, bir baska AAV nin (6rnegin
bir Klad A AAV’den farkhi olan) karsilik gelen degisken bolgesini kolayca
konumlandirabilmektedir. Buradaki degisken bblgeler, H-J Nam, ve ark., J Virol,
81(22):12260-12271 (Kasim 2007) referansinda saglanan AAVS ile ilgili yapisal
bilgi 1le uyumludur. Buradaki Sekiller 1 - 2, sematik ¢izimler1 ve AAV6 kapsidini

kapsayan bir drnek hizalamayr saglamaktadir. Diger kapsid protein hizalamalari
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da agiklanmustir [bakwmiz drnegin WO 03/042397 Al ve WO 2005/033321] veya

hazirlanabilmektedir.

Tipik olarak, AAV kapsid vpl proteinine dayanarak bir hizalama hazirlandiginda,
hizalama, bir referans AAV sekansina (0medin AAV2 veya AAV6) gore
tamumlanan insersiyonlart ve delesyonlann kapsamaktadir ve amino asit
kalintilarmin numaralandirilmasi, hizalama ig¢in saglananan bir referans 6l¢egine
dayanmaktadir. Bununla birlikte, herhangi bir belirli AAV sekansi, referans
Olcegine kiyasla daha az amino asit kalintisina sahip olabilmektedir. Mevcut
bulusta, parenteral AAV ve referans kiitiiphanesine ait sekans tartisihrken, “aym
pozisyon™ veya “karsilik gelen pozisyon™ terimi, hizalanan sekanslara y&nelik
referans Olcegine gbre sekanslardan her birindeki aym1 kalinti numarasinda
konumlandinllan amino aside isaret etmektedir. Bununla birlikte, hizadan
cikanldiginda, AAV vpl proteinlerinden her biri, farkli kalint1 numaralarinda

konumlandirilan bu amino asitlere sahip olabilmektedir.

Hizalamalar, halka agik veya piyasada mevcut olan birgok Coklu Sekans
Hizalama Programindan herhangi biri kullamlarak gerceklestirilebilmektedir.
Sekans hizalama programlari amino asit sekanslari i¢in uygun olup, bunlar,
ornegin “Clustal X7, “MAP”, “PIMA”, “MSA”, “BLOCKMAKER”, “MEME”,
ve “Match-Box” programlanidir. Genel olarak, bu programlardan herhangi biri
varsayilan ayarlarda kullanilmaktadir, ancak teknikte uzman bir kisi ihtiyag
duyulmas: halinde bu ayarlann degistirebilmektedir. Alternatif olarak, teknikte
uzman bir kisi, en azindan bahsi gegen algoritmalar ve programlar seviyesinde
Ozdeslik veya hizalama saglayan bir bagka algoritmadan veya bilgisayar
programindan faydalanabilmektedir. Bakimiz, drnegin, J. D. Thomson ve ark,
Nucl. Acids. Res., “A comprehensive comparison of multiple sequence

alignments”, 27(13):2682-2690 (1999).

Teknikte, yukarida agiklanan programlarda bulunanlar da dahil olmak izere,
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niikleotit sekans dzdesliginin 6lgiilmesi i¢in kullanilabilen bir takim algoritmalar
da mevcuttur. Bir baska ornek olarak, poliniikleotit sekanslari, GCG Versiyon
6.1’deki bir program olan Fasta kullamlarak karsilastirilabilmektedir. Fasta, soru
ve arama sekanslar arasindaki en iyi drtismeye ait bolgelerin hizalamalarim ve
yiizde sekans ozdesliklerini saglamaktadir. Ornegin, niikleik asit sekanslar
arasindaki ylizde sekans oOzdesligi, GCG Versiyon 6.1°de saglandigi iizere,
varsayilan parametreleri (kelime boyutu 6 ve skor matrisine yonelik NOPAM
faktérii)  ile birlikte Fasta kullamlarak belirlenebilmektedir. Amino asit
hizalamalarinin gergeklestirilmesine yoénelik benzer programlar da mevcuttur.
Genel olarak bu programlar varsayilan ayarlarda kullanmilmaktadir, ancak teknikte
uzman bir kisi ihtiya¢ duyulmas: halinde bu ayarlart degistirebilmektedir.
Alternatif olarak, teknikte uzman bir kigi, en azindan bahsi gegen algoritmalar ve
programlar tarafindan saglanan seviyede oOzdeslik veya hizalama saglayan bir

baska algoritmadan veya bilgisayar programindan faydalanabilmektedir.

Yukanda tartigildigi iizere, hava yolu iletken peptid sekansi, heterolog kapsid
sekansina ait karsilik gelen degisken kiveim bdlgelerine ait natif lokasyonda
bulunmaktadir. Bu, &rnegin buradaki orneklerde gosterilen veya teknikte
bilinenler gibi teknikler kullamilarak istenen bdlgelerin karsilikli olarak yerinin
degistirilmesi de dahil olmak iizere teknikte uzman kisiler tarafindan bilinen
gesitli teknikler wvasitasiyla gergeklestirilebilmektedir. Asagidaki &rneklerde
gdsterildigi Gizere, bu, tipik olarak, heterolog kapsid sekansina ait karsilik gelen
degisken kivrim bolgelerinin eksize edilmesini kapsamaktadir. Bununla birlikte,
ornegin degistirilecek olan amino aside yonelik kodon iizerinde konvansiyonel,
alan hedefli mutajenez teknikleri de dahil olmak Uizere uygun olan diger teknikler
de kullanilabilmektedir. Tipik olarak, alan hedefli mutajenez, muhafaza edilen
amino asit kalintisina yOnelik arzu edilen kodonun elde edilmesi igin gereken
birkag adim kullamlarak gerceklestinilmektedir. Bu tiir yontemler teknikte uzman
kisiler tarafindan iyi bilinmektedir ve yayinlanan yontemlerin ve/veya piyasada

mevcut olan kitlerin (6rnegin Stratagene ve Promega’dan temin edilebilmektedir)
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kullammiyla gerceklestirilebilmektedir. Alan hedefli mutajenez AAV genomik
sekans lizerinde gerceklestirilebilmektedir. AAV sekansi, uygunluk icin bir vektér
(0rnegin bir plazmid omurgasi) tarafindan tasinabilmektedir. Alternatif olarak,
teknikte uzman bir kisi, 6megin kimyasal olarak sentezlenen bir peptidin
yerlestirilmesi ve benzeri gibi teknikte uzman kisiler tarafindan bilinen diger

teknikleri kullanarak parental AAV’yi degistirebilmektedir.

Bulusa gore kapsidlerde, degisken kivrim bélgeleri islevsel sekilde koparak
eksilmigtir. Tercihe bagh olarak, tercihe bagh bir aralayici, hava yolu iletken
hedefleme peptid degiskenine ait karboksi ve/veya amino terminusu yandan
desteklemektedir. Belirli yapilandirmalarda, aralayict, dogada mevcut olmamasi,
yani sentetik olarak veya yapay sekilde tasarlanan veya hazirlanan bir polipeptid
olmas1 bakimindan natif olmayan bir ckzojen amino asit sekansidir. Bu
aralayicilar, bir Klad A kapsisinden farkli olan bir kaynaktan veya AAV’den
farkli olan bir kaynaktan elde edilen bir ila bes amino asit icerebilmektedir. Bir
yapilandirmada, bir fonksiyonel delesyon secilen bir degisken kivrim icerisinde
gerceklestirilmektedir ve buraya hicbir molekiil eklenmemektedir. Bu, érnegin
kapsiddeki bir bagka yerde biliylikk bir ekin bulundurulabilmesi gibi bir¢ok
sebepten dolay1 arzu edilebilmektedir. Islevsel sekilde koparak eksilen bu tiir bir
AAV, diger kullammmlarin yam swa bir AAV viryonunun {iretilmesi igin

kullanilabilmektedir.

Bulusun vyapis1 vasitasiyla, AAV veya AAV Kkapsidine ait natif tropizm
degistirilmektedir. Dolayisiyla, “degistirilmis tropizm”™ ifadesi, modifiye edilmis
AAV kapsidinin veya AAV vektoriiniin, degistirilen veya elde edildigi yaban tipi
viriisten farkli olan bir hedef hiicre baglama o6zgiilliigii sergiledigi anlamina
gelmektedir. Dolayisiyla, bir yapilandirmada, bulus, burada agiklandigi iizere bir
heterolog hava yolu iletken hilicre hedefleme peptidinin saglanmasi vasitasiyla,
iletken hava yolu hiicrelerini hedeflemesi i¢in, se¢ilmis bir AAV vektdriiniin

ozgiilliigliniin degistirilmesine yonelik bir yontem saglamaktadir. Hedefleme
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peptidi ayrica alveolar epitelyumun hedeflenmesine yonelik  yetiyi  de

saglayabilmektedir.

Bir yapilandirmada, kapsid sekanslar1 tek bir AAV kaynag tarafindan
saglanmaktadir, Uygun AAV’ler, dmmegin AAV9, AAV5, AAV2, AAVE, ve
AAVIh32.22 de dahil olmak tizere, normalde herhangi bir verimlilik ile iletken
hava yolu hiicrelerini dénilistirmeyen AAV 'ler arasindan segilebilmektedir. Baska
AAV’ler de, agiklananlar arasindan [WO 03/042397 Al; WO 2005/033321; WO
2006/110689] ve ozellikle Klad A’nin disindaki AAV’ler arasindan kolayca
secilebilmektedir, Alternatif olarak, AAV kapsidi, birden fazla AAV’den elde
edilebilmektedir.

Bir yapilandirmada, secilen AAV kapsidi, bir heparin baZlama motifinden
yoksundur. AAYV, bir heparin baglama motifinden dogal olarak yoksun
olabilmektedir veya heparin baglama motifi, drnegin WO 2008/027084 numaral
dokiimanda agiklanan ydntemler gibi yontemler kullamlarak yok edilebilmektedir.
Ornegin, yapay kapsid proteini veya yapay kapsid proteinine sahip bir AAV
vektdriiniin Uiretiminin, veriminin ve/veya geri kazaniminm artirilmasi ig¢in yaban
tipi AAV sekanslarina yonelik baska modifikasyonlar da
gergeklestirilebilmektedir.

“Fonksiyonel” terimi, natif {iriin ile ayni seviyede olmasa da, kendi natif islevini
gergeklestiren bir {irline (Ornegin bir protein veya peptid) isaret etmektedir.
“Fonksiyonel” terimi ayrica, bir {iriinii kodlayan ve arzu edilen bir {iriniin
eksprese edilebildigi bir gene isaret etmektedir. Bir “fonksiyonel delesyon”,
tirtiniin kendi natif islevini gergeklestirme yetisini tahrip eden bir delesyona isaret

etmektedir.

Aksi belirtilmedigi  stirece (yukandaki gibi), fragmentler terimi, uzunluk

bakimindan en az & amino asit, uzunluk bakimindan en az 15 amino asit, uzunluk
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bakimindan en az 25 amino asit uzunlugunda olan peptidleri kapsamaktadur.
Bununla birlikte, arzu edilen diger uzunluklara sahip fragmentler, arzu edilen
baglama bagh sekilde kolayca kullanilabilmektedir. Bu tir fragmentler
rekombinant sekilde veya diger uygun yollarla, O6rnegin kimyasal sentez

vasitasiyla iiretilebilmektedir.

“Yiizde (%) oOzdeslik” terimi, bir protcinin veya bunun bir fragmentinin tam
uzunlugu Uzerinden, amino asit sekanslar icin kolayca belirlenebilmektedir.
Uygun sekilde, bir fragmentin uzunlugu en az yaklasik 8 amino asit kadardir ve
yaklagik 700 amino aside kadar ¢ikabilmektedir. Genel olarak, salgi bezleriyle
iliskili iki farkli viriis arasindaki “6zdeslik™, “homoloji” veya “benzerlige™ isaret
edildiginde, “0zdeslik”, “homoloji” veya “benzerlik”, “hizalanan™ sekanslara
referansla belirlenmektedir. “Hizalanan” sekanslar veya “hizalamalar”, bir
referans sekansa kiyasla kayip veya ilave bazlar veya amino asitler i¢in siklikla
diizeltmeler iceren, coklu niikleik asit sekanslarima veya protein (amino asit)

sekanslarma isaret etmektedir.

Bu tarifname boyunca ve istemlerde kullamldigr tizere, “icermek™ ve “kapsamak™
terimleri  ve diger varyantlarn  arasindan, “igermektedir”, “igeren”,
“kapsamaktadir” ve “kapsayan” da dahil olmak iizere bunun varyantlari, diger
bilesenleri, elemanlari, tam sayilann, adimlar1 ve benzerini biinyesinde
barmdirmaktadir. “Olugmak™ veya “olusan”™ terimi, diger bilesenleri, elemanlari,

tam sayilari, adimlari ve benzerini digsarida birakmaktadir.

Akciger/Iletken Hava Yolu Hedefleme Kismi

Bir yapilandirmada, bulus, bir “bos kapsid” olan, yani paketlenmis higbir
fonksiyonel sekansa sahip olmayan bir kapsid olan bir yapay AAV kapsidi

saglamaktadir. Bir baska ifadeyle, kapsid bir AAV viral genomdan yoksundur

ve/veya hicbhir ekspresyon kaseti icermemektedir. Bir yapilandirmada, yapay
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AAV kapsidi, paketlenmig higbir fonksiyonel AAV sekansina sahip degildir. Bir
bagka yapilandirmada ise AAV, hi¢bir fonksiyonel AAV gen kodlama sekansi

veya higbir endojen veya heterolog ekspresyon kaseti igermemektedir.

Bir “bos” AAV kapsidi, bir heterolog molekiil i¢in bir hedefleme proteini olarak
kullanilabilmektedir. Arzu edilen terapdtik veya immiinojenik veya bir baska
molekiil, bir “baglayic1” sckans vasitasiyla bulusun yapay AAV kapsidi ile
iliskilendirilebilmektedir.

Bir yapilandirmada, AAV kapsidi ve molekill arasindaki kimyasal capraz
baglama, kovalent veya kovalent olmayan bag vasitasiyla gergeklestirilmektedir.
Bununla birlikte, teknikte bilinen diger afinite baglama ciftlerinden de
faydalanilabilmektedir. Teknikte bilinen diger konjugasyon kimyalar1 da
tasarlanmakta ve buradaki yapilandirmalarda kullanilabilmekte olup, bunlar,
teknikte uzman kisiler tarafindan bilinen diger baglantilarin arasindan, aktif
polietilen glikol (PEG), maleimid veya siiksinimid ester bazli ¢apraz baglayicilar
veya SATA-SMCC iki islevli capraz baglayicilar1 kapsamaktadir, ancak bunlarla
sinirh degildir, Bir baska yapilandirmada, ilgilenilen molekiil, Destito, ve ark.,
Chem Biol 2007 Ekim; 14(10):1152-1162 (2007) ve Oh, ve ark., Bioconjug Chem
2006; 17:721-727 (2006) referanslarinda agiklandig1 iizere, bir PEG baglayicis:
(“aralayict’) vasitasiyla bos AAV kapsidi ile baglantilandirilabilmektedir.

Bir bagka yapilandirmada, ilgilenilen molekiil, Chatterji, ve ark., Bioconj Chem ;
15:807-813 (2004) referansinda agiklandigi iizere, N-hidroksisiiksinimid (NHS)
esterleri kullanilarak AAV yiizey lisin kalintilarinin  veya maleimid ve
haloasetamid  tepkenlert  kullamilarak  siilthidril  gruplarmin  kimyasal
modifikasyonu vasitasiyla tutturulmaktadir. Bir baska yapilandirmada, yiizey

karboksilat gruplar, spesifik tutturma i¢in modifiye edilmektedir.

Bir baska yapilandirmada, ilgilenilen molekiil, bir immimoglobulin molekiine ait
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AAV baglama alam vasitasiyla bir AAV kapsidi ile baglantilandirilabilmektedir.
Diger yapilandirmalarda ise baglama alani, bir Fab, Fab’, (Fab’),, veya bir
immiinoglobulin molekiiliiniin bir Fv fragmenti olabilmektedir. Baglama alani,
yukarida not edilenler de dahil olmak Gizere bilinen herhangi bir sekilde ilgilenilen
molekiil ile baglantilandinlabilmektedir. Bir yapilandirmada, bir PEG baglayicist,

baglama alani ve ilgilenilen molekiil arasina dahil edilmektedir.

Bir baglayict sekansina tutturma vasitasiyla DNA’nin veya amino asit
sekanslarinin  dahil edilmesine yonelik bu tir yapr teknikleri, teknikte

bilinmektedir ve bir protein/genetik mithendisinin rutin becerisi dahilindedir,

Bir AAV kapsidine baglantilandirma ve hedef hiicrelere iletme i¢in faydali olan
molekiiller, &rnegin kistik fibroz, o-1-antitripsin (AAT) eksikligi, kronik
obstriikktif akciger hastaligi (COPD), akciger hipertansiyonu, astum, akciger
kanseri gibi rahatsizliklarin tedavisi bakimmdan faydah olanlar kapsamaktadir.
Uygun molekiil émekleri, gen {iriinlerini eksprese eden niikleik asitleri tasiyan,
viral temelli olmayan vektérleri (6rnegin plazmidler, “giplak-DNA”, kozmidler,
vb.) kapsayabilmektedir, Uygun gen iiriinleri omekleri, asagida ckspresyon
kasetleri ile baglantih olarak aciklananlart kapsamaktadir. Ilaveten, niikleik asit
temelli olmayan diger molekiiller bu yapilandirmada kullanilabilmekte olup,
bunlar, drnegin steroidler, steroid tiirevleri, immiin diizenleyici molekiiller,

enzimler, proteinler, kiigiik molekiiller ve diger kimyasal kisimlar1 kapsamaktadir.
Bir bagka yapilandirmada, heterolog hava yolu iletken hiicre hedefleme sekansini
kapsayan yapay AAV kapsidi, hedeflenen hiicrelere bir tiriini ileten bir

ekspresyon kasetini paketleyen bir vektériin tiretiminde kullanilmaktadir.

Iletken Hava Yolu Hedefleme Alanmi Kapsayan Yapay AAV Kapsidlerine Sahip
AAV Vektorleri
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Bulus, bulusun yeni bir AAV kapsidine sahip bir rekombinant, salg1 bezleriyle
iliskili virlisiin (AAV) meydana getirilmesine yoOnelik bir y&ntemi olanakli
kilmaktadir. Bu tlir bir yontem, burada agiklandig {izere bulugun yeni bir AAV
kapsid proteinini veya bunun fragmentini kodlayan bir niikleik asit sekansi; bir
tonksiyonel rep genini; minimum olarak, AAV ters terminal tekrarlardan
(ITR’ler) ve bir transgenden olusan bir ekspresyon kaseti; ve AAV kapsid proteini
icerisinde ekspresyon kasetinin paketlenmesinin olanakli kilinmasina yonelik
yeterli yardimci islevleri igeren bir konak hiicrenin kiiltlirlenmesini

kapsamaktadir.

Bir AAV kapsidi icerisinde bir AAV ekspresyon kasetinin paketlenmesi igin
konak hiicre igerisinde kultiirlenmesi gereken bilesenler, frans sekilde konak
hiicreye saglanabilmektedir. Alternatif olarak, gereken bilesenlerden biri veya
daha fazlas1 (6rnegin ekspresyon kaseti, rep sekanslar, cap sekanslart ve/veya
yardimecr iglevler), teknikte wuzman kisiler tarafindan bilinen yontemler
kullanilarak, gereken bilesenlerin birini veya daha fazlasim kapsamasi igin
tasarlanmig olan dengeli bir konak hiicre tarafindan saglanabilmektedir. Daha
uygun sekilde, dengeli olan bu tiir bir konak hiicre, indiiklenebilir bir promotoriin
kontrolii altinda gerekli bilesenleri kapsayacaktir. Bununla birlikte, gereken
bilesenler kurucu bir promotoriin kontrolii altinda olabilmektedir. Uygun olan
indiiklenebilir ve kurucu bilesenlerin &rnekleri, burada, transgen ile birlikte
kullamim i¢in uygun diizenleyici clemanlarin tartismasinda saglanmaktadir. Bir
bagka alternatifte, secilen dengeli bir konak hiicre, kurucu bir promotoriin
kontrolii altinda segilmis bilesenleri ve bir veya daha fazla indiiklenebilir
promotoriin Kontrolii altinda diger secilmis bilesenleri kapsayabilmektedir.
Ornegin, dengeli bir konak hiicre meydana getirilebilmekte olup, bu, 293
hiicreden (bir kurucu promotoriin kontrolii altinda E1 yardimer islevlerini iceren)
elde edilmektedir, ancak indiiklenebilir promotorlarin kontrolii altinda rep ve/veya
cap proteinlerini kapsamaktadir. Diger dengeli konak hiicreler teknikte uzman bir

kisi tarafindan meydana getirilebilmektedir.
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Bulusun rAAV sinin iiretilmesi igin gerekli ekspresyon kaseti, rep sekanslan, cap
sekanslart ve yardimci islevler, bunun {izerinde tasinan sckanslann aktaran
herhangi bir genetik eleman formunda, paketleme konak hiicresine
iletilebilmektedir. Sec¢ilen genetik eleman, burada agiklananlar da dahil olmak
lizere uygun olan herhangi bir yontem vasitasiyla iletilebilmektedir. Bu bulusun
herhangi bir yapilandirmasimin meydana getirilmesinde kullanilan yontemler,
niikleik asit manipiilasyonunda uzman olanlar tarafindan bilinmektedir ve genetik
miihendisligi, rekombinant miihendisligi ve sentetik teknikleri kapsamaktadir.
Bakimiz, drregin, Sambrook ve ark, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY. Benzer sekilde, rAAV
viryonlarinin meydana getirilmesine ydnelik yontemler iyi bilinmektedir ve uygun
bir yontemin segilmesi mevcut bulusu sinirlandirmamaktadir. Bakimz, drrnegin K.
Fisher ve ark, J. Virol., 70:520-532 (1993) ve 5,478,745 numarali US Patent

dokiimani.

Aksi belirtilmedigi siirece, AAV ITR ler ve burada aciklanan, se¢ilmis diger AAV
bilesenleri, bunlarla sinirh olmamak lizere AAV2, AAV7, AAVY veva diger AAV
sekanslar1 da dahil herhangi bir AAV arasindan kolayca secilebilmektedir
(6rnegin WO 03/042397 Al; WO 2005/033321; WO 2006/110689]. Bu ITR’ler
veya diger AAV bilesenleri, bir AAV sekansindan, teknikte uzman kisiler
tarafindan ulasilabilir olan teknikler kullanilarak kolayca izole edilebilmektedir.
Bu tiir bir AAV, akademik, ticari veya kamusal kaynaklardan izole edilebilmekte
veya elde edilebilmektedir (drnegin American Type Culture Collection,
Manassas, VA). Alternatif olarak, AAV sekanslari, Ornegin GenBank®,
PubMed® veya benzeri gibi literatiirden veya veritabanlarindan ulagilabilir olan
sekanslar gibi yaymnlanan sekanslara referansla sentetik vollarla veya uygun olan

diger yollarla elde edilebilmektedir.

A. Ekspresyon Kaseti
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Ekspresyon kaseti, minimum olarak, en az bir AAV ters terminal tekrar sekansi,
bir transgen ve bunun diizenleyici sekanslarindan olugmaktadir. Bir
yapilandirmada, hem 5° AAV ters terminal tekrarlart (ITR’ler) ve 3’ ITR ler,
ckspresyon kasetine dahil edilmektedir, Arzu edilen bir yapilandirmada,
ekspresyon kaseti, AAV kapsid sekanslarimi saglayanlardan farkli bir AAV
sekansindan ITR’leri kapsamaktadir. Ornegin, AAV 2 ITRleri kapsayan psodo
tipli vektdrler, uygunluk icin kullanilabilmektedir. Bununla birlikte, uygun olan
diger kaynaklara ait ITR’ler segilebilmektedir. Bu ekspresyon kasedi, bir kapsid
proteini igerisine paketlenen ve segilen bir konak hiicreye iletilen bir ekspresyon

kasetidir.

1. Transgen

Transgen, bir polipeptid, peptid, protein, enzim veya ilgilenilen bir bagka triinii
kodlayan, transgeni yandan destekleyen vektdr sckanslarma heterolog olan bir
niikleik asit sekansidir. Bir yapilandirmada, ekspresyon kaseti bir niikleik asit
sekansini, 6rnegin bir RNA’y1 tasimaktadir. Arzu edilen RNA molekiilleri tRNA,
dsRNA, RNAI, ribozomal RNA, katalitik RNA’lar, siRNA, kiiciik hairpin RNA,
trans ug birlestirme RNA’s1 ve antisens RNA’lar kapsamaktadir. Faydali bir RNA
sekansinin bir Ornegi, tedavi edilen hayvanda hedeflenmis bir nlkleik asit
sekansmin ekspresyonunu inhibe eden veya ortadan kaldiran bir sekanstir. Tipik
olarak, uygun hedef sekanslar onkolojik hedefleri ve viral hastaliklart

kapsamaktadir. Bu, 6rmegin kanser terapilerinde ve asilarda faydalidir.
Niikleik asit kodlama sekansi, bir konak hiicrede transgen transkripsiyonunun,
translasyonun ve/veya ekspresyonun olanakli kilinacagi sekilde diizenleyici

bilesenler ile faal sekilde baglantilandirilmaktadir.

Bulusun yapilan kullanmlarak her gesit uirtin iletilebilirken, bulus dzellikle, iletken
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hava yolu hiicreleri ile iliskilendirilen rahatsizhiklarin teshisinde, tedavisinde ve
asilanmasinda ve bunlarin semptomlarimin iyilestirilmesinde faydali olan {irlinlerin
iletimi i¢in uygundur. Bu tiir rahatsizhklar, bunlarla sinirhh olmaksizin, kistik
fibroz, a-1-antitripsin (AAT) eksikligi, kronik obstriiktif akciger hastaligi (COPD)
ve akciger hipertansiyonunu kapsamaktadir. Uygun gen triinleri, bir fonksiyonel
fibroz transmembran regilatér (CFTR) sekansi, o-l-antitripsin, sekretuvar
lokoproteaz inhibitor, yiizey aktif madde protein C (SPC), yiizey aktif madde
protein D (SPD) ve Omnegin interlokin-12 gibi interlokinler gibi immiin
diizenleyiciler, graniilosit makrofaz koloni stimiilasyon faktori (GM-CSF),
interferon-f gibi interferonlar ve herpes simpleks viriisii timidin kinazi (HSV-TK)
kapsamaktadir. Diger gen Urtinleri, digerlerinin arasindan, 6rnegin p53, FUSI
dahil kanser terapdtikleri, RNAi gibi RNA’y1 kapsayabilmektedir. Diger uygun

ekspresyon iirlinler1 teknikte uzman bir kisi tarafindan kolayca secilebilmektedir.

2. Diizenleyici Elemanlar

Ekspresyon kasetine yonelik yukarida tanimlanan ana elemanlara ilaveten, vektor
ayrica, plazmid vektdr ile transfekte edilen veya bulus tarafindan diretilmis viriis
ile enfekte edilen bir hiicre igerisinde transkripsiyonu, translasyonu ve/veya
ekspresyonu olanakli kilinacak sekilde transgen ile islevsel olarak
baglantilandinlan konvansiyonel kontrol elemanlarini kapsamaktadir. Burada
kullanildig: iizere, “islevsel olarak baglantilandirilan” sekanslar, hem ilgilenilen
gen ile komsu olan ekspresyon kontrol sekanslarimi hem de ilgilenilen genin
kontrol edilmesi igin trans sekilde veya belirli bir mesatede islev gosteren

ekspresyon kontrol sekanslarini kapsamaktadir.

Ekspresyon kontrol sekanslarn, uygun transkripsiyon baslatici, sonlandirics,
promotor ve artirict sekanslart; ug birlestirme ve poliadenilasyon (poliA) sinyalleri
gibi etkili RNA islem sinyallerini; sitoplazmik mRNA’y1 stabilize eden sekanslar;

translasyon verimliligini artiran sekanslan (yani Kozak konsensus sekansi);
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protein stabilitesini artiran sekanslari; ve arzu edildiginde, kodlanan iiriiniin
salgilanmasimi artiran sekanslar kapsamaktadir. Natif, kurucu, indiiklenebilir
ve/veya dokuya 0Ozgii olan promotorlar da dahil olmak {izere ¢ok sayida

ckspresyon kontrol sekansi teknikte bilinmekte ve kullanilmaktadir.

Kurucu promotorlarin drnekleri, bunlarla sinirli olmamak {izere, retroviral Rous
sarkoma virilisii (RSV) LTR promotoru (tercihe bagli olarak RSV artirici ile
birlikte), sitomegaloviriis (CMV) promotoru (tercihe bagh olarak CMV artiric ile
birlikte) [bakimz, d&rregin Boshart ve ark, Cell, 41:521-530 (1985)], SV40
promotoru, dihidrofolat rediiktaz promotoru, B-aktin promotoru, fosfogliserol
kinaz (PGK) promotoru ve EF1 promotorunu [Invitrogen] kapsamaktadir.
Indiiklenebilir promotorlar, gen ekspresyonunun diizenlenmesini miimkiin
kilmaktadir ve ckzojen olarak saglanan bilesikler, sicaklik gibi ¢evresel faktorler
veya Ornegin akut faz, hiicrenin belirli bir farklilasma durumu gibi spesifik bir
fizyolojik durumun wvarligi tarafindan veya yalnizca c¢ogalan hiicrelerde
diizenlenebilmektedir. Indiiklenebilir promotorlar ve indiiklenebilir sistemler,
bunlarla sinirli olmamak iizere Invitrogen, Clontech ve Ariad da dahil g¢esitli ticari
kaynaklardan elde edilebilmektedir. Uygun olan bircok baska sistem de
aciklanmistir ve teknikte uzman bir kisi tarafindan kolayca secilebilmektedir.
Ekzojen olarak saglanan bilesikler tarafindan diizenlenen indiiklenebilir
promotorlarin 6rnekser, ¢inko ile indiklenebilir koyun metallotiyonin {MT)
promotoru, decksametazon (Deks) ile indiiklencbilir fare meme timér viriisii
(MMTYV) promotoru, T7 polimeraz promotor sistemi [WO 98/10088 numaral
Uluslararas1 Patent Yayini]; ekdizon bdcek promotoru [No ve ark, Proc. Natl.
Acad. Sci. ABD, 93:3346-3351 (1996)], tetrasiklin ile baskilanabilir sistem
[Gossen ve ark, Proc. Natl. Acad. Sci. ABD, 89:5547-5551 (1992)], tetrasiklin ile
indliklenebilir sistem [Gossen ve ark, Science, 268:1766-1769 (1995), ayrica
bakimz Harvey ve ark, Curr. Opin. Chem. Biol., 2:512-518 (1998)], RU486 ile
indiiklenebilir sistem [Wang ve ark, Nat. Biotech., 15:239-243 (1997) ve Wang ve
ark, Gene Ther., 4:432-441 (1997)] ve rapamisin ile indiiklenebilir sistemi
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[Magari ve ark, J. Clin. Invest.,, 100:2865-2872 (1997)] kapsamaktadir. Bu
baglamda faydali olan diger indiiklenebilir promotor tiirleri, &regin sicaklik, akut
faz, hiicrenin belirli bir farklilasma durumu gibi spesifik bir fizyolojik durum

tarafindan veya yalnizca ¢ogalan hiicrelerde diizenlenen promotorlardir.

Bir baska yapilandirmada, transgene yonelik natif promotor kullamlacaktir.
Transgen ckspresyonunun natif ekspresyonu taklit etmesi arzu edildiginde natif
promotor tercih edilebilmektedir. Natif promotor, transgen ekspresyonunun gegici
olarak veya gelisimsel sekilde veya dokuya 6zgii bir sekilde veya spesifik
transkripsiyonel uyarana yanit olarak diizenlenmesinin gerekmesi durumunda
kullanilabilmektedir. Bir bagka yapilandirmada, artirict elemanlar, poliadenilasyon
alanlarn veya Kozak konsensus sekanslann gibi diger natif ekspresyon kontrol

elemanlan da natif ekspresyonun taklit edilmesi igin kullanilabilmektedir.

Transgenin bir baska yapilandirmasi, dokuya &zgii bir promotor ile islevsel olarak
baglantilandirlan bir geni kapsamaktadir. Omegin, pulmoner dokuya dzgii olan
veya uygun olmast durumunda iletken hava yolu hiicrelerine Gzgii olan
promotorlar kullanilabilmektedir. Bu tiir promotorlarin drnekleri, digerlerinin
arasindan, Ornegin catal baglantt kutusu JI (FOXIJ1) promotoru, poliubikitin
promotoru UbC, SAM noktal1 alan iceren ETS transkripsiyon faktoérii (SPDEF)
promotoru, Clara hiicre salgilayici protein/uteroglobin (CCSP/UG) promotorunu
kapsayabilmektedir. Akcigere 6zgii diger gen promotorlari, digerlerinin arasindan,
Ornegin yizey aktif madde protein B (SPB), viizey aktif madde protein C (SPC)
ve yizey aktif madde protein A (SPA), ektojenik insan karsinoembriyonik antijen
(CEA) promotoru, Tiroid transkripsiyon faktorii 1 (TTF1) ve insan yiizey aktif
madde protein Al’1 (hSPA1) kapsayabilmektedir.

Tercihe baglh olarak, terapdtik olarak faydali transgenleri tasiyan plazmidler

ayrica, digerlerinin arasindan genetisin, higromisin veya purimisin direncini

kodlayan sekanslann kapsayan, segilebilir isaret¢ileri veya haberci genleri
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kapsayabilmektedir. Bu tiir uygun haberci veya isaret¢i genler (tercihen, bulusun
yontemi ile kurtarilacak olan viral genomun disinda bulunmaktadir), ampisillin
direnci gibi, bakteriyel hiicrelerde plazmidlerin mevcudiyetinin sinyallenmesi i¢in
kullanilabilmektedir. Diger plazmid bilesenleri bir replikasyon kaynagim
kapsayabilmektedir. Bu ve diger promotorlarin ve vektdor elemanlarinin secimi

konvansiyoneldir ve bu tiir sekanslarin ¢cogu mevcuttur.

Burada, transgen, promotor/artirici ve AAV ITR’lerin kombinasyonu, referansin
kolaylagtirilmasi1 igin bir ekspresyon kaseti olarak adlandirilmaktadir. Bu
tarifnamede saglanan Ogretiler ile birlikte, bu tiir bir ekspresyon kasetinin

tasarimi, konvansiyonel tekniklere basvurarak gerceklestirilebilmektedir.

3. Bir Paketleme Konak Hiicresine Ekspresyon Kasetinin Iletilmesi

Ekspresyon kaseti, bir paketleme konak hiicresine iletilen, érnegin bir plazmid
gibi herhangi bir uygun vektdr lizerinde taginabilmektedir. Bu bulusta faydali olan
plazmidler tasarlanabilmektedir, bdylelikle bunlar, prokaryotik hiicrelerde,
memeli hiicrelerinde veya her ikisinde birden replikasyon ve tercihe baglh olarak
entegrasyon ic¢in uygun hale gelmektedir. Bu plazmidler (veya 57 AAV ITR-
heterolog molekiil-3° AAV ITR’yi tasivan diger vektorler), 6karyolarda ve/veva
prokaryotlarda ekspresyon kasetinin replikasyonunu olanakli kilan sekanslar ve
bu sistemlere yonelik secim isaretcilerini kapsamaktadir. Segilebilir isaretgiler
veya haberci genleri digerlerinin arasindan genetisin, hidromisin veya purimisin
direncini kodlayan sekanslan kapsayabilmektedir. Plazmidler ayrica, ampisillin
direnci gibi, bakteriyel hiicrelerde vektdriin mevcudiyetinin sinyallenmesi igin
kullanilabilen,  belirli  segilebilir  haberci veya isaret¢gi genleri de
kapsayabilmektedir. Diger plazmid bilesenleri, Epstein Barr virlisii niikleer
antijenini  kullanan amlikon sistemi gibi bir amplikonu ve bir replikasyon
kaynagini kapsayabilmektedir. Bu amplikon sistemi veya benzer diger amplikon

bilesenleri, hiicrelerde yiiksek kopyali epizomal replikasyonunu olanaklh
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kilmaktadir. Tercihen, ekspresyon kasetini tagiyan molekiil, kisa siireligine
mevcut olabildigi hiicreye transtekte edilmektedir. Alternatif olarak, ekspresyon
kaseti (5 AAV ITR-heterolog molekiil-3> ITRyi tasiyan), kromozomal olarak
veya bir episom olarak konak hiicrenin genomuna dengeli bigimde entegre
edilebilmektedir. Belirli yapilandirmalarda, ekspresyon kaseti ¢oklu kopyalarda,
tercihe bagli olarak katadan-kafaya, kafadan-kuyruga veya kuyruktan-kuyruga
konkatamerlerde mevcut olabilmektedir. Uygun transfeksiyon teknikleri
bilinmektedir ve konak hiicreye ekspresyon kasetinin iletilmesi i¢in kolayca

kullanilabilmektedir.

Genel olarak, transfeksivon vasitasiyla ekspresyon kasetini igeren vektdr
iletilirken, vektdr yaklasik 5 pg ila vaklasik 100 pg DNA, yaklasik 10 pg ila
yaklasik 50 pg DNA ila yaklasik 1 x 10 hiicre ila yaklasik 1 x 10" hiicre veya
vaklasik 1 x 10° hiicre miktarmda verilmektedir. Bununla birlikte, vektér DNA ila
konak hiicrelerin ilgili miktarlari, segilen vektér, iletim ydntemi ve secilen konak
hiicreler gibi faktorleri gbz 6niinde bulundurablen, teknikte orta derecede uzman

bir kisi tarafindan ayarlanabilmektedir.

B. Rep ve Cap Sekanslan

Ekspresyon kasetine ilaveten, konak hiicre, ekspresyon Kkasetinin i¢erisinde
bulunan AAV ITR’lerin kaynaf1 veya bir ¢apraz-dengeleme kaynagi ile ayni olan
kaynaktan rep sekanslari ve konak hiicrede bulusun vyeni bir AAV kapsid
proteininin (veya bunun bir fragmentini iceren bir kapsid proteini) ekspresyonunu
yonlendiren sekanslar1 kapsamaktadir. AAV cap ve rep sekanslari, yukarida
aciklandig iizere bir AAV kaynagindan bagimsiz sekilde elde edilebilmektedir ve
yukarida agiklandign (izere teknikteki bir kisi tarafindan bilinen herhangi bir
sekilde konak hiicreye verilebilmektedir. Tlaveten, bir AAV  vektérii
psodotiplenirken, temel rep proteinlerinden her birini kodlayan sekanslar farkl

AAV kaynaklan tarafindan tedarik edilebilmektedir (6rnegin AAV2, AAV3,
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AAV4, AAVS, AAV7, AAVE, AAV9 veya burada agiklanan veya teknikte
bilinen diger AAV sekanslarmdan biri). Ornegin rep78/68 sekanslart AAV2’ye ait
olabilmekteyken, rep52/40 sekanslar ise AAVSE e ait olabilmektedir.

Bir omekte, konak hiicre stabil olarak, yukarida aciklananlar gibi uygun bir
promotorun kontrolii altinda kapsid proteinini kapsamaktadir. En ¢ok arzu
edilebilir sckilde, bu Ornekte, kapsid proteini, indiiklenebilir bir promotorun
kontrolii altinda eksprese edilmektedir. Bir bagka 6rnekte, kapsid proteini frans
sekilde konak hiicreye tedarik edilmektedir. Trams sekilde konak hiicreye
iletildiginde, kapsid proteini, konak hiicre igerisinde secilmis kapsid proteininin
ekspresyonunun yoénlendirilmesi i¢in gereken sekanslari kapsayan bir plazmid
vasitasiyla iletilebilmektedir. En ¢ok arzu edilebilir sekilde, trans sekilde konak
hiicreye iletildiginde, kapsid proteinini tagiyan plazmid ayrica rAAV nin
paketlenmesi igin gereken diger sekanslari, Ornegin rep sekanslarini da

tasimaktadir.

Bir baska drnekte, konak hiicre stabil olarak, yukarida agiklananlar gibi uygun bir
promotorun kontrolii altinda rep sekanslarmm kapsamaktadir, En ¢ok arzu
edilebilir sekilde, bu 6rnekte, temel rep proteinleri, indiiklenebilir bir promotorun
kontrolii altinda eksprese edilmektedir. Bir baska Ornekte, rep proteinleri trans
sekilde konak hiicreye tedarik edilmektedir. 7Trans sekilde konak hiicreye
iletildiginde, rep proteinleri, konak hiicre igerisinde segilmis rep proteinlerinin
ekspresyonunun yonlendirilmesi i¢in gereken sekanslar kapsayan bir plazmid

vasitasiyla iletilebilmektedir.

Dolayisiyla, bir drnekte, rep ve cap sekanslar, tek bir niikleik sit molekiilil
iizerinde konak hiicreye transfekte edilebilmektedir ve bir epizom olarak hiicrede
dengeli sekilde mevcut olabilmektedir. Bir bagka drnekte, rep ve cap sekanslar,
hiicrenin kromozomu igerisinde dengeli sekilde entegre edilmektedir. Bir baska

omekte, rep ve cap sekanslarn konak hiicre igerisinde kisa siireli olarak eksprese
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edilmektedir. Ornegin, bu tiir bir transfeksiyon igin faydal olan bir niikleik asit
molekiild, 5 ila 37 arasi, bir promotor, promotor ve rep gen sekansinin baslangic
alam arasina yerlestirilen tercihe bagl bir aralayici, bir AAV rep gen sekansi ve

bir AAV cap gen sekansi igermektedir.

Tercihe bagh olarak, rep ve/veya cap sekanslari, konak hicrelerin igerisine
verilecek olan diger DNA sekanslarini kapsayan bir vektor lizerinde tedarik
edilebilmektedir. Omegin, vektor, ekspresyon kasetini iceren rAAV yapisini
kapsayabilmektedir. Vektor, yardimer islevleri kodlayan genlerden biri veya daha
fazlasim, 6émegin adenoviral proteinler E1, E2a, ve E4 ORF6 ve VAI RNA’ya

yonelik geni icerebilmektedir.

Tercihen, bu yapida kullanilan promotor, teknikte uzman bir kisi tarafindan
bilinen veya yukarida tartisilan kurucu, indiiklenebilir veya natif promotorlardan
herhangi biri olabilmektedir. Bir yapilandirmada, bir AAV P5 promotor sekansi
kullanilmaktadir. Bu sekanslardan herhangi birinin saglanmasina yonelik AAV

se¢imi bulusu siirlandirmamaktadir,

Tercih edilen bir baska omekte, rep’e yonelik promotor, transgen diizenleyici
elemanlar ile baglantili olarak tartisilanlar gibi indiiklenebilir bir promotordur. rep
ekspresyonuna yoénelik tercih edilen bir promotor, T7 promotorudur. T7
promotoru tarafindan diizenlenen rep genini ve cap genini iceren vektdr, T7
polimerazini kurucu sekilde veya indiiklenebilir sekilde eksprese eden bir hiicreye
transfekte edilmektedir veya doniistiriilmektedir. Bakimiz, 12 Mart 1998°de

yayinlanan, WO 98/10088 numarali Uluslararast Patent Yayini.

Aralayici, vektorlin tasariminda tercihe bagli bir elemandir. Aralayici, promotor
ve rep geni ATG baslangic alami arasina yerlestirilen bir DNA sekansidir.
Aralayici istenen herhangi bir tasarima sahip olabilmektedir; yani, niikleotitlerin

rastgele bir sekansi olabilmektedir veya alternatif olarak bir isaret¢i gen gibi bir
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gen Triiniinii kodlayabilmektedir. Aralayici, tipik olarak baslangig¢/durdurma ve
poliA alanlarim dahil eden genleri kapsayabilmektedir. Aralayici, bir prokaryot
veya Okaryottan kodlamasiz bir DNA sekansi, tekrarli, kodlamasiz bir sekans,
transkripsiyonel kontrollerin olmadif1 bir kodlama sekansi veya transkripsiyonel
kontrollerin oldugu bir kodlama sekans! olabilmektedir. Aralayici sekanslarm iki
ornek kaynag, Ornegin digerlerinin arasindan Gibco veya Invitrogen’de ticari
olarak mevcut olan A faj merdiven sekanslan veya maya merdiven sekanslaridir,
Aralayicy, eksprese edilen rep52, rep40 ve cap gen Uriinlerini normal seviyelerde
birakarak, rep78 ve rep68 gen lrlinlerinin ekspresyonunun indirgenmesi i¢in
yeterli herhangi bir boyuta sahip olabilmektedir. Aralayicinin uzunlugu,
dolayisiyla, yaklagik 10 bp ila yaklasik 10.0 kbp araliginda, tercihen yaklasik 100
bp ila yaklasik 8.0 kbp araliginda olabilmektedir. Rekombinasyon olasiliginin
azaltilmasi icin, aralayicinin uzunlugu tercihen 2 kbp’den azdir; ancak bulus

bununla sinirl degildir.

rep ve cap’i saglayan molekiiller kisa siireli olarak konak hiicrede meveut olabilse
de (yani transfeksiyon vasitasiyla), rep ve cap proteinlerinden birinin veya her
ikisinin ve bunlarin ekspresyonunu kontrol eden promotorlarin, 6rnegin bir
epizom olarak veya konak hiicrenin kromozomuna entegrasyon vasitasiyla konak
hiicre icerisinde dengeli sekilde eksprese edilmesi tercih edilmektedir. Bu bulusun
yapilandirmalarinin meydana getirilmesi i¢in kullanilan yontemler, yukaridaki
referansta  ag¢iklananlar  gibi, konvansiyonel genetik  miihendisligi  veva
rekombinant miihendisligi teknikleridir. Bu tarifname belirli yapilarin agiklayici
orneklerini saglasa da, burada saglanan bilgileri kullanarak, teknikte uzman bir
kisi, en az bir translasyonel baslangic ve durdurma sinyali ve poliadenilasyon
alanlarinin tercihe bagli ilavesi de dahil olmak iizere aralayicilar, PS5 promotorlari
ve diger elemanlara dair bir tercihi kullanarak, uygun olan diger yapilar da

secebilmekte ve tasarlayabilmektedir.

Bir bagka yapilandirmada, rep veya cap proteini bir konak hiicre tarafindan
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dengeli sekilde saglanabilmektedir.

C. Yardime Islevler

Paketleme konak hiicresi ayrica, bulusun rAAV sinin paketlenmesi i¢in yardimci
iglevler de gerektirmektedir. Tercihe bagh olarak, bu islevler bir herpes viriisii
tarafindan saglanabilmektedir. En ¢ok arzu edilebilir sekilde, gerekli yardimci
islevlerin her biri, yukarida agiklananlar gibi bir insan veya insan olmayan primat
kaynagindan veya Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC), Manassas, VA
(US) da dahil olmak {izere gesitli kaynaklardan saglanmaktadir. Halihazirda tercih
edilen bir 6mekte, konak hiicre, bir Ela gen iirinii, bir E1b gen iiriinii, bir E2a gen
uriinli ve/veya bir E4 ORF6 gen firiinii ile donatilmaktadir ve/veya bunlari
kapsamaktadir. Konak hiicre VAI RNA gibi diger adenoviral genleri
kapsayabilmektedir, ancak bu genler gerekli degildir. Tercih edilen bir 6rnekte,

diger hi¢bir adenoviriis geni veya gen islevi konakta mevcut degildir.

Adenoviriis Ela, E1b, E2a, ve/veya EAORF6 gen iirlinlerinin yani sira, istenen
diger herhangi bir yardimci islev, bunlarin bir hiicre icerisinde ekspresyonunu
miimkiin kilan herhangi bir yolla saglanabilmektedir. Bu triinleri kodlayan
sekanslardan her biri ayn bir vektdr lizerinde olabilmektedir veya bir veya daha
fazla gen aym vektor iizerinde olabilmektedir. Vektdr plazmidler, kozmidler ve
viriisler de dahil olmak lizere teknikte bilinen veya yukarida ag¢iklanan herhangi
bir vektdr olabilmektedir. Vektoriin konak hiicresine iletim digerlerinin arasindan,
transfeksiyon, enfeksiyon, elektroporasyon, lipozom iletimi, membran fiizyon
teknikleri, yiiksek hizli DNA-kaplamali peleltler, viral enfeksiyon ve protoplast
fiizyonu da dahil olmak {izere, teknikte bilinen veya yukarda agiklanan herhangi
bir yoldan gergeklestirilebilmektedir. Adenoviral genlerin biri veya daha fazlasi,
konak hiicrenin genomuna dengeli sekilde entegre edilebilmektedir, epizomlar
olarak dengeli sekilde eksprese edilebilmektedir veya kisa siireligine eksprese

edilebilmektedir. Gen irlnleri bir epizom Uzerinde kisa siirelifine eksprese
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edilebilmektedir veya dengeli sekilde entegre -edilebilmektedir veya gen
iirlinlerinden bazilan dengeli sekilde eksprese edilirken, digerleri kisa stireligine
cksprese edilebilmektedir. Dahasi, adenoviral genlerden her birine yonelik
promotorlar, bir kurucu promotor, bir indiiklenebilir promotor veya bir natif
adenoviral promotor arasindan bagimsiz sekilde secilebilmektedir. Promotorlar,
organizmaya veya hiicre ait belirli bir fizyolojik durum tarafindan (yam,
farklilasma durumu tarafindan veya cogalan veya devinimsiz hiicreler icerisinde)
veya Ornegin ekzojen olarak eklenen faktorler gibi diger yollarla

diizenlenebilmektedir.

D. Konak Hiicreler ve Paketleme Hiicresi Hatlari

Konak hiicrenin kendisi, prokaryotik (érnegin bakteriyel) hiicreler ve bécek
hiicreleri, maya hiicreleri ve memeli hiicreler1 de dahil olmak {lizere 6karyotik
hiicreler de dahil herhangi bir biyolojik organizmadan segilebilmektedir, Ozellikle
arzu edilen konak hiicreler, bunlarla sinirli olmaksizin, A549, WEHI, 3T3,
10T1/2, BHK, MDCK, COS 1, COS 7, BSC 1, BSC 40, BMT 10, VERO, WI38,
HeLa gibi hiicreler, 293 hiicreler (fonksiyonel adenoviral E1°1 eksprese eden),
Saos, C2C12, L hiicreleri, HT1080, HepG?2 ve insan, maymun, fare, sigan, tavsan
ve hamster da dahil olmak lizere memelilerden elde edilen birincil fibroblast,
hepatosit ve miyoblast hiicreleri de dahil olmak iizere herhangi bir memeli tiirii
arasindan segilebilmektedir. Hiicreleri saglayan memeli tiirlerinin se¢imi bulusu
sinirlandirmamaktadir; memeli hiicresi, yani fibroblast, hepatosit, tlimor hiicresi
ve benzeri tipini sinirlandirmamaktadir. Kullanilan hiicreye yonelik gereklilikler,
El, E2a ve/veya E4 ORF6’dan baska herhangi bir adenoviriis geni tasimamast;
rAAV dretimi sirasinda bulaskan bir viriisiin homolog rekombinasyonu ile
sonug¢lanabilen herhangi bir baska viriis genini kapsamamasi; ve DNA’nin
enfeksiyonunu veya transfeksiyonunu ve transfekte edilen DNA’nin
ekspresyonunu gergeklestirebilmesidir. Tercih edilen bir 6rekte, konak hiicre

icerisinde dengeli sekilde transfekte edilen rep ve cap’e sahip olan hiicredir.
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Mevcut bulusta faydah olan bir konak hiicre, rep ve cap’i kodlayan sekanslar ile
dengeli sckilde doniistiiriilen ve adenovirlis El1, E2a, ve E4ORF6 DNA ve
yukarida agiklandig lizere ekspresyon kasetini tasiyan bir yapi ile transfekte
edilen bir konak hiicredir. B-50 (WO 99/15685 numarali Uluslararas1 Patent
Bagvurusu Yaymi) gibi dengeli rep ve/veya cap ekspresyonlu hiicre hatlan veya
5,658,785 numarali US Patent dokiimaninda aciklananlar da benzer sekilde
kullanilabilmektedir. Arzu edilen bir baska konak hiicre, E4 ORF6’nin eksprese
edilmesi icin yeterli olan minimum adenoviral DNA’y1 kapsamaktadir. Tekil
sekilde diizeltilen AAV cap sekanslan kullanilarak diger hiicre hatlan da meydana

getirilebilmektedir.

Bir konak hiicrenin hazirlanmasi, seg¢ilen DNA sekanslarinin birlestirilmesi gibi
teknikleri  kapsamaktadir. Bu  birlestirme, konvansiyonel tekniklerden
faydalanilarak gergeklestirilebilmektedir. Bu tiir teknikler, ivi bilinen, ve yukarida
bagvurulan Sambrook ve ark. referansinda agiklanan cDNA ve genomik
klonlamayi, polimeraz zincir reaksiyonu, sentetik ydntemler ve istenen niikleotit
sekansmi saglayan diger uygun herhangi bir yontem ile birlikte adenovirlis ve
AAV  genomlarinin  Ortiisen  oligoniikleotit  sekanslarinin  kullanimini

kapsamaktadir.

Molekiillerin (plazmidler veya viriisler olarak) komak hiicreye verilmesi de
teknikte uzman bir kisi tarafindan bilinen ve tarifname boyunca tartisilan teknikler
kullamlarak gergeklestirilebilmektedir. Tercih edilen 6rmeklerde, standart
transfeksiyon teknikleri, 6rnegin CaPOs transfeksiyon veya elektroporasyon
ve/veya insan embriyonik bobrek hiicresi hattt HEK 293 (trans sekilde islev
gdsteren E1 proteinlerini saplayan fonksiyonel adenoviriis E1 genlerini kapsayan
bir insan bdbregi hiicre hatti) gibi hiicre hatlarinin  igerisinde hibrit

adenoviriis/AAV vektorlerinin enfeksiyonu kullanilmaktadir.
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Farmasotik Bilesimler ve Bunlara Yoénelik Kullanimlar

Bir hava yolu hedefleme molekiilii igeren farmasdtik bilesimler burada
aciklanmakta olup, bunlar, hava yolu iletken epitelyuma iletim ic¢in bir kisim ile
baglantilandirlan bir yapay AAV kapsidi ve fizyolojik olarak uygun olan bir
tastyic1 igermektedir. Diger farmasétik bilesimler, fizyolojik olarak uygun bir
tasiyici ile birlikte, burada agiklanan bir yapay AAV kapsidini kapsayan bir AAV
vektoriinii kapsamaktadir. Bu bilesimler, tercihe bagh olarak iletken hava yolu
hiicrelerinin hedeflenmesi igin ve alveolar epitelyalin, tercihen akcifere ait
olmayan hiicrelerin hedeflenmesi igin oldukca uygundur. Bir yapilandirmada, bu
bilesimler intranazal, oral veya intratrakeal iletim i¢in uygun olan bir tasiyici ile
birlikte formiile edilmektedir. Bununla birlikte, diger formiiller ve iletim yollar1 da

seg¢ilebilmektedir.

Yapay AAV kapsidini igeren rekombinant vektérler, yayinlanan yontemlere gore
konak hiicrelere iletilebilmektedir. Tercihen fizyolojik olarak uygun olan bir
tasiyicinin igerisinde askida olan rAAV, bir insana veya insan olmayan memeli bir
hastaya uygulanabilmektedir. Uygun tagiyicilar, transfer viriisiiniin yénlendirildigi
indikasyon g6z oOniinde bulundurularak teknikte uzman bir kisi tarafindan
kolaylikla secilebilmektedir. Omegin uygun bir tasiyic1 cesitli tamponlama
cozeltileri (6rnegin fosfat tamponlu salin) ile birlikte formiile edilen salini
kapsamaktadir. Diger 6rnek tasiyicilar steril salin, laktoz, sukroz, kalsiyum fosfat,

jelatin, dekstran, agar, pektin, yerfistig1 yagi, susam yag1 ve suyu kapsamaktadir.

Tercihe bagli olarak, bilesimler, AAV ve tasiyicilara ilaveten, koruyucular veya
kimyasal stabilizorler gibi diger konvansiyonel farmasotik igerik maddelerini
kapsayabilmektedir. Uygun 6rmek koruyucular, klorobiitanol, potasyum sorbat,
sorbik asit, siilfiir dioksit, propil gallat, parabenler, etil vanilin, gliserin, fenol ve
paraklorofenolii kapsamaktadir. Uygun kimyasal stabilizérler jelatin ve alblimini

kapsamaktadar.
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Vektorler veya AAV hedefleme kisumlari; medikal teknikte uzman bir kisi
tarafindan belirlenebilen, uygunsuz yan etkiler olmaksizin veya medikal olarak
kabul edilebilen fizyolojik etkiler ile birlikte terapotik bir faydanin saglanmasi
icin yeterli olan miktarlarda uygulanmaktadir. Konvansiyonel veya farmasotik
olarak kabul edilebilir uygulama yollari, bunlarla simirhh olmamak iizere, istenen
bir organa dogrudan iletim (6rnegin akcigere), oral, inhalasyon, intranazal,
intratrakeal, interaarteriyel, intraokiiler intravendz, intramiiskiiler, subkiitan6z,
intradermal ve diger parental uygulama yollarini kapsamaktadir. Arzu edilmesi

durumunda uygulama yollan birlestirilebilmektedir.

Viral vektoriin veya hedefleme kismunin dozajlari, birincil olarak, tedavi edilen
rahatsizlik, hastanin yasi, agirh@ ve sagh@ gibi faktdrlere dayanacaktir ve
dolayisiyla hastalar arasinda degisiklik gdsterebilmektedir. Ornegin, viral
vektdriin terapotik olarak etkili bir insan dozaji, genel olarak, yaklasik 1 x 107 ila
1 x 10'° genom viriis vektdrii iceren ¢dzeltinin yaklasik 0.1 mL’si ila yaklasik 100
mL’s1 araligindadir. Genis organlara (6rnegin karaciger, kas, kalp ve akciger)
iletime yonelik tercih edilen bir insan dozaj, 1 ila 100 mL’lik bir hacimde,
yaklasik 5 x 10" ila 5 x 10" AAV genomu olabilmektedir. Goze iletime yonelik
tercih edilen bir dozaj, yaklasik 0.1 mL ila 1 mL’lik bir hacimde, yaklasik 5 x 10°
ila 5 x 10'2 genom kopyasidir. Ornegin, bir hava yolu iletken hiicre hedefleme
kisminin terapotik olarak etkili bir insan dozaji, genel olarak, kismin yaklasik 100
ug’1 ila yaklasik 10 mg’1 arasindadir. Bu, 6rnegin ¢6zeltinin yaklasik 0.1 mL’si ila
yaklasik 100 mL’sinde, ¢6zelti icerisinde iletilebilmektedir. Hem viral vektér hem
de hedefleme kismi i¢in, dozaj, yan etkilere karsi terapétik faydanin dengelenmesi
igin ayarlanabilmektedir ve bu tir dozajlar, rekombinant vektériin kullamldig
terapotik uygulamaya bagh olarak degisiklik gosterebilmektedir. Transgenin
ekspresyon seviyeleri ve bir terapotik veya ag1 molekiiliiniin dolagimsal yar1 dmrt,
dozaj sikliginin belirlenmest icin izlenebilmektedir. Tercihe bagh olarak, terapétik

amaglara yonelik olarak agiklananlara benzer dozaj rejimlerinden, bulusun
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bilesimleri kullanilarak immiinizasyon i¢in faydalanilabilmektedir.

Bulusun AAV-tiirevli yapilan tarafindan iletime yonelik terapotik iiriinlerin ve
immiinojenik {rinlerin ornekleri asagida saglanmaktadir. Bu yapilar, burada
aciklandign  iizere, c¢esitli  terapotik  rejimler  veya as1 rejimleri  igin
kullanilabilmektedir. Ilaveten bu vektérler, arzu edilen bir terapdtik ve/veya asisal
rejimde, diger bir veya daha fazla vektdér veya aktif igerik maddesi ile

kombinasyon halinde iletilebilmektedir.

ORNEKLER

Asagidaki  oOrnekler  yalmzca  Ornekleyicidir ve  meveut  bulusu

sinirlandirmamaktadir.

Omek 1: AAV6/9 Kimerik Kapside Sahip AAV

A. Degisken kwvrim bélgeleri IV - V'ye sahip AAV kimerasinin meydana

getivilmesi

AAV6 ve AAVO kapsidinin spesitik alanlari, kesisim uzatmast vasitasiyla PCR ug
birlestirme kullanilarak degis tokus edilmistir (Sekiller 1A ila C). Bu yontem, her
bir vektdr kapsidinde degdis tokus edilecek olan bélgelerin kuvvetlendirilmesi igin
primerlerin kullantmim kapsamaktadir. Bu primerler; PCR iiriinlerinin uglarinin
tamamlayic1 sekanslar igermesi i¢in, heterolog kapsid sekansinin tamamlayicisi
olan 10-15 baz ciftinin bir 5’ ¢ikintisina sahip olmalari igin tasarlanmistir. Bu,
kimerik kapsid sekansinin olusturulmasi icin dig 5° ve 3’ uclarmimn tamamlayicis
olan bir primer seti kullanilarak bir ikinci PCR reaksiyonunda fragmentlerin bir
araya getirilmesini saglamstir. F ileri primere ve R ise revers primere isaret
etmektedir.

AAV6 VL IV-V
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5" -AGCCTGGACCGRCTATGAATCC -3’ F SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 5
5 - GCCATAGCAGGTCCAGGGTTGAT-3> R  SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 6

AAVI9 VP1- VLIV

5’-AGACGCGGAAGCTTCGATCAACTAC -3° F SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 7
5" - GGATTCATYAGYCGGTCCAGGCT -3° R SEKANS KIMLIK
NUMARASTI: 8

AAVO9 VL V-ucu

5’-ATCAACCCTGGACCTGCTATGGC -3’ F SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 9
5-ACCTCTAGTCCTGCAGGTTTAAACG -3° R SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 10

On iki kimer meydana getirilmis olup, bunlar, VP1 ve VP2 6zgiin bdlgelerinin ve
kapsidin dokuz varsayimsal yiizey degisken kivrim boélgelerinin yer degisimlerini

kapsamaktadir.

Ardndan bu kimerik kapsid sekanslari, kisitlama alani sindirimi vasitasiyla
AAV2 rep genini kapsayan bir plazmide klonlanmistir ve ardindan, bir
sitomegaloviriis (CMV) promotorundan eksprese edilen ve AAV2 ters terminal
tekrarlar1 (ITR) tarafindan yandan desteklenen GFP’yi iceren bir plazmid art1 bir
AdV yardimcr plazmid ile birlikte, 293 hiicreye transfekte edilmistir,.  Bu
vektorlerden altisi, bir CMV promotorundan GFP veya bir tavuk B-aktin (CB)
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promotorundan nlacZ eksprese ederek, genis dlgekli preparasyona ve
saflastirmaya gecirilmistir. Vektdr titreleri, si@ir biiylime hormonu (bGH)
poliA’ya o6zgii primerler ve prob kullamilarak TagMan gergek zamanli PCR

vasitastyla belirlenmistir.

B. Insan hava yolu epitelyal hiicre kiiltiivlerinin déniistiiriilmesi

Bunun ardindan, bu alt1 vektoriin doniistlirme profilleri, insan iletken hava yolunu
doniistirme yetisinin belirlenmesi i¢in insan hava volu epitelyal (HAE) hiicre
kiiltiirleri tizerinde incelenmistir [TE Gray, ve ark. Am J Respir Cell Mol Biol, 14:
104-12 (1996)]. Birinci HAE hiicreleri (Lonza), 24-kuyucuklu trans-kuyucuklu
plakalar izerinde ~50,000 hiicre/kuyucukta tohumlanmistir. Tamamen
birlestiklerinde, bu hiicreler, uwygun hicre farklilasmasinim saglanmasi igin
dencylerde kullamlmadan 6nce en az 4 hafta boyunca hava-dis1 ara biriminde
yetistirilmektedir. HAE hiicrelerinin AAV déniislimiiniin incelenmesi igin, alti
AAYV kimerasi, art1 kontrol olarak GFP’yi eksprese eden AAV2/6 ve AAV2/9,
50ul igerisinde 1 x10'" genom kopyasi (GC)/kuyucukta HAE hiicrelerinin apikal
yiizeyine ilave edilmistir. Vektér 2 saat sonra gikarilmuistir ve hiicreler hava-sivi

ara biriminde tutulmustur. GFP ekspresyonu bes giin sonra degerlendirilmistir.

Bu deney, AAV6 kapsidinin degisken kivrim bdlgeleri IV-V’in yerinin (SEKANS
KIMLIK NUMARASI:1’in amino asidi 447-521) AAV9 kapsidine (AAV2/9-6VL
IV-V) degistirilmesi, AAV6’ya benzer olan bir doniigtiirme saglarken, AAV9 un,
normalde iletken hava yolunu déniistiirmedigini ortaya ¢ikarmistir. Buna karsilik,
AAV6 kapsidine (AAV2/6-9VL IV-V) AAV9un homolog bdlgesinin yerinin
degistirilmesi, AAV6'nin etkili bir sekilde HAE hiicrelerini déniistiirme yetisini
yok etmistir. Bu, AAV6 kapsidinin bu alammnn iletken hava yolu tropizmi igin
onemli oldugunu gostermektedir. flaveten, bu fenomen, AAV6’nin degisken
bolgeleri IV-V’ye Ozgidiur, zira diger kimeralar i¢in ayni sonuglar

gbézlemlenmemistir.
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C. Miirin akcigerinin in vivo olarak doniistiiriilmesi

Bu vektorlerin dontstirme profilleri de intranazal instilasyondan sonra fare
akcigerinde incelenmistir. nLacZ’1 eksprese eden her bir kimeranin 1x 10! GC’si
art1 kontroller olarak AAV2/6 ve AAV2/9, 50 pl toplam hacimli fosfat tamponlu
salin (PBS) igerisinde C57BI/6 farelerine intranazal sekilde iletilmigtir. Yirmi bir
giin sonra, akcigerler, optimal kesme sicakligi (OCT) bilesigi ve PBS’nin 1:1°lik
bir karigimu ile sigirilmistir, ¢ikarilmistir ve B-gal ekspresyonu igin béliimlendirme

ve lekeleme icin OCT igerisinde dondurulmustur.

Tekrardan, AAV9 kapsidine, AAV6 kapsidinin degisken kiviim bdlgelerin IV-
V’nin yerinin degistirilmesinin, iletken hava yolu epitelyumu igin AAV9 {izerine
yeni bir tropizm kazandirdi@1 gézlemlenmistir. Ve buna karsilik, AAV6 kapsidine
AAV9’un homolog bdlgesinin yerinin degistirilmesi, AAV6 donistiirmesini yok

ctmistir,

Birlikte géz 6ntine alindiginda, bu ¢aligsmalar, iletken hava yolu doniistiirmesi i¢in
onemli olan AAV6 kapsidinin bir alanimun tamimlandigimi  gostermektedir.
Degisken kivrim bdlgeleri IV-V (AAV6'nin amino asitleri 447-521), kapsidin
yirmi yiizlii {i¢ kath eksenine ait ylizeyi disarida kalan c¢ikintilar lizerinde
konumlandirilmaktadir ve doniistiirme i¢in gerekli hiicreler interaksiyonlar

belirleyebilmektedir.

Omek 2: AAV9 Kapsidinde AAV6 Dar VL IV ve Dar VL V'ye Sahip AAV6/9

Kimerasi

A. Degisken kwveim bolgeleri IV - Vye sahip AAV kimerasinin meydana

getirilmesi
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AAV6 degisken kivrim TV ve degisken kiviim V’nin dar fragmentleri, Ornek 1°de
aciklanan yontemler kullanilarak, kesisim uzatmasi vasitasiyla PCR ug birlestirme
kullanilarak AAV9’un karsihk gelen bdlgelerinin ¢ikanldigi AAV9Y kapsidine
cklenmistir. F ileri primere ve R ise revers primere isaret etmektedir.

AAV9 VPI1- VLIV dar

5-> AGACGCGGAAGCTTCGATCAACTAC -3° F SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 11

5-TCCGGACTGATTCTG/AGTCTTTGAGAGAT-3" R SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 12

AAV6 VL 1V dar

5’-ATCTCTCAAAGACT/CAGAATCAGTCCGGA-3’F SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 13
5’- ACAGCCATGTT/AGCTGGAGACCC -3 R SEKANS  KIMLIK
NUMARASI: 14

AAV9 VL 1V dar- VL V dar
5'- GGGTCTCCAGCT/AACATGGCTGT -3 F SEKANS KIMLIK
NUMARASTI: 13
5’- TAGAAACGCGCTGTTGTCGGTAGCTGG -3° R SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 16

AAV6 VL V dar
5'- GCTACCGACAACAGCGCGTTTCT 3" F SEKANS KiMLIK

NUMARASI: 17
5’- CCAAGAAGAAGC/ACCAGTCCAGGTA -3° R SEKANS KIMLIK
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NUMARASI: 18

AAV9 VL V dar- ug

5-TACCTGGACTGGT/GCTTCTTCTTGG -3’ F SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 19
5-ACCTCTAGTCCTGCAGGTTTAAACG -3> R SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 20

Dar AAV6VL-1V dar, SEKANS KIMLIK NUMARASI:1’in amino asit sekanslari
450-469’a karsilik gelmektedir. Dar AAV6VL-V dar, SEKANS KIMLIK
NUMARASI:1’in amino asit sekanslari 487-505¢ karsilik gelmektedir. Elde
edilen kimerik kapsid, AAVO6VL-IVdar’in karboksi terminusu ve AAV6VL-
Vdar’in amino terminusu arasinda bulunan amino asit sekanslan da dahil olmak
izere, AAV6 degisken kivrim bdlgelerinin her birine ait amino ve karboksi

terminusu yandan destekleten AAV9 kapsid sekanslarim kapsamaktadir.

Meydana getirilen kimerik kapsid sekanslari, kisitlama alant sindirimi vasitasiyla
AAV2 rep genini kapsayan bir plazmide klonlanmistir ve ardindan, bir
sitomegaloviriis (CMV) promotorundan eksprese edilen ve AAV2 ters terminal
tekrarlar1 (ITR) tarafindan yandan desteklenen atesbdcegi liisiferazi (ffluc) iceren
bir plazmid arti bir AdV yardimcr plazmid ile birlikte, alti-kuyucuklu plakalar
icerisinde 293 hiicreye transfekte edilmistir. Transfeksiyondan bir gilin sonra ortam
degistirilmistir ve hiicre lizat1 transfeksiyondan ii¢ giin sonra toplanmuisgtir. Lizatlar
¢ kez dondurulmustur/¢ézdiiriilmiistiir ve hiicre debrisinin  giderilmesi igin
inceltilmistir. Vektor genomu kopyalarn (GC), bunun ardindan, SV40 poliA-

spesifik primlerler ve prob kullanilarak niceliksel PCR vasitasiyla titrelenmistir.

Elde edilen, ffluc ekspresyon kasetini tasiyan kimetik AAV wviral partikil,

yaklagik 1 x 10" genom kopyasy/mL seviyesinde titre sergilemis olup, bu, ayni
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ekspresyon kasetlerini, ancak sirasiyla intakt AAV6 veya AAV9O kapsidlerini
iceren AAV2/6 ve AAV2/9 kontrollerine ydnelik olarak gézlemlenen titrelerin

arasindadar.

In vitro doniistiirmenin incelenmesi i¢in, 293 hiicre, 96-kuyucuklu plakalarin
icerisinde 1 x 10° hiicre/kuyucukta tohumlanmstir. Her bir vektdriin 1 x 10°
GC’si, 100ul toplam ortam hacminde Uic kopya halinde hiicrelere ilave edilmistir.
Gece boyunca inkiibasyondan sonra, vektér cikarilmistir ve taze ortam ile
degistirilmigtir. Dontistiirmeden 72 saat sonra, ffluc ekspresyonu 1sildama

goriintiillemesi ile incelenmistir.

Yukarida aciklandigi sekilde meydana getirilen bir kimerik vapi olan, dar bir
degisken kivrim IV bdélgesine ve dar bir degisken kiviim V bdlgesine sahip
AAV2/9, (AAV 6’min amino asitlert 487-505), diisiik 6lgekli bir titrede ve 293
hiicre igerisinde in vitro doniistiirme igin test edilmistir. Yaklasik 1 x 10'! genom
kopyasyymL’lik titreler gbdzlemlenmistir; bu tirreler, AAV2/6 kontrolii i¢in
gdzlemlenenlerden yiiksekti, ancak gozlemlenen AAV2/9 kontroliinden disiktii.
Bir AAV6 degisken kiviim IV bolgesine ve bir dar degisken kiviim V bdlgesine
sahip kimeritk AAV2/9’a yonelik in vitro doniistirme seviyeleri, AAV2/6 igin
gbzlemlenenlerden daha diisiiktli; ancak AAV2/9°dan daha yiiksekti.

Sonuglar, dar IV ve dar V’ye sahip kimerik AAV6’ya yonelik doniistiirme
seviyelerinin, AAV2/9’dan hafif oranda yliksek oldugunu ve AAV2/6’dan ise

diisiik oldugunu gostermistir.

Genis caphi preparasyonlar bu vapilar igin meydana getirilmektedir ve bunlar,

Ornek 1’°de aciklandif {izere miirin akcigerinde degerlendirilecektir.

Omek 3: A4V9 Kapsidinde AAV6 Degisken Kwvrim V'e Sahip AAV6/9 Kimerik
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AAV6 degisken kiviim V’in dar fragmentleri, Ornek 1°de agiklanan y&éntemler
kullanilarak, kesisim uzatmasi vasitasiyla PCR ug¢ birlestirme kullanilarak
AAV9’un karsilik gelen bolgesinin ¢ikarildign AAV9 kapsidine (AAV6 kivrim [V

olmaksizin) eklenmistir, F ileri primere ve R ise revers primere isaret etmektedir.

Kimerik kapsid yapilarindan biri, yalnmizca, AAV9 kapsidinde AAV6 nin degisken
kivrimi V’nin dar bir fragmentini kapsamaktadir: AAV9 un amino asitleri 1 - 486,
AAV 6’'nin amino asitleri 487-505 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:1) ve
AAV9un amino asitleri 487-736. Bu yapt i¢in asagidaki primerlerden
faydalamilmaktadir,

AAV6 VL V dar yalmiz kimera:

AAV9 VPI1- VL V dar

5’-AGACGCGGAAGCTTCGATCAACTAC -3 F SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 27
5-° TAGAAACGCGCTGTTGTCGGTAGCTGG -3° R SEKANS KIMLIK
NUMARASTI: 28

Diger kimerik kapsid yapisi, AAV9 kapsidinin karsilik gelen bolgelerine eklenen
AAV6 min degisken kiviim V ve degisken kivrim IV sinin her iki dar fragmentini

kapsamaktadir.

AAV6 VL V dar (SEKANS KIMLIK NUMARASI:1I’in amine asitleri 487-
505’i kodlayan bilgeyi kuvvetlendirmektedir)

5’- GCTACCGACAACAGCGCGTTTCT -3 F SEKANS KIMLIK

NUMARASI: 29
5’- CCAAGAAGAAGC/ACCAGTCCAGGTA -3° R SEKANS KIMLIK

41



10

15

20

25

30

28834.1263

NUMARASI: 30

AAV9 VL V dar- ug

5 - TACCTGGACTGGT/GCTTCTTCTTGG -3° F SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 31
5-ACCTCTAGTCCTGCAGGTTTAAACG -3° R SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 32

Bir kimerik yapi olan, dar bir degisken kivrim V bdlgesine sahip AAV2/9, (AAV
6’nin amino asitleri 487-505), diisiik 6él¢ekli bir titrede ve 293 hiicre igerisinde in
vitro déniistiirme igin test edilmistir. Bu, AAV2/6’dan (~3 x 10'%) hafif oranda

diisiik olan bir titreye, ancak AAV2/6”ya benzer in vitro doniisiime sahiptir.

Omek 4: 44V9 Kapsidinde AAV6 VL IV Fragmentine Sahip AAV6/9 Kimerik

AAVG6 degisken kivrim IV’nin modifiye edilmis dar fragmentleri, Ornek 1°de
aciklanan yontemler kullanilarak, kesisim uzatmasi vasitasiyla PCR ug birlestirme
kullamlarak AAV9'un karsilik gelen bolgesinin g¢ikarildign AAVY kapsidine
eklenmistir. Asagidaki primerlerden faydalanilmaktadir. F ileri primere ve R ise
revers primere isaret etmektedir.

AAVY VP1- VL 1V genis

5-AGACGCGGAAGCTTCGATCAACTAC -3 F SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 33
5- GGATTCATYAGYCGGTCCAGGCT -3 R SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 34

AAV6 VL 1V genis L ve dar R (AAV6’'nmin amino asitleri 447 - 469’u
kodlayan bilgeyi kuvvetlendirmektedir)
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5-AGCCTGGACCGRCTRATGAATCC -3 F SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 35
5’-ACAGCCATGTT/AGCTGGAGACCC -3 R SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 36

AAV9 VL IV dar- u¢

5’- GGGTCTCCAGCT/AACATGGCTGT -3 F  SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 37
5-ACCTCTAGTCCTGCAGGTTTAAACG -3° R SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 38

AAV6 degisken kiviim V olmaksizin, valnizca AAV6 degisken kiviim [V7yi veya
bunun dar bir fragmentini kapsayan kimerik yapilara yonelik olarak diigiik
déniistiirme sonuglart gézlemlenmistir. Bununla birlikte, VL IV bdlgesinin amino
ucunda ilave amino asitleri kapsayan bir baska yap1 da meydana getirilmistir. Bu

yapl, AAV6 amino asitleri 447 ila 469™u kapsamaktadir.

Bulus 6zellikle tercih edilen bir yapilandirmaya referansla agiklanmis olsa da, ekli

istemlerin kapsaninda modifikasyonlarin gergeklestirilebilecedi takdir edilecektir.
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Met
1

Glu

Lys

Gly

Val
65

Gln

Esp

Asn

Phe

Ala

Gly

Ala

Tyr
50

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly
130

736
PRT

Ala

Ile

Asn

35

Lys

Ala

Leu

Glu

Gly
115

Leu

Asp

Arg
20

Gln

Tyr

Ala

Lys

Fhe

100

Arg

Val

Gly

Glu

Gln

Leu

Asp

Ala
85

Gln

Ala

Tyr

Trp

Lys

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

PatentIn versiyon 3.5

Leu

Trp

Gln

Pro

55

Ala

Asp

Arg

Fhe

Fro

Asp

Asp

40

Fhe

Ala

Asn

Leu

Gln
120

Asp

Leu

25

Asp

Asn

Leu

Pro

Gln
105

Mla

Trp
10

Lys

Gly

Gly

Glu

Tyr

30

Glu

Lys

Leu

Pro

Arg

Leu

His

75

Leau

Asp

Lys

Glu

Gly

Gly

Asp

&0

Asp

Arg

Thr

Arg

Asp

Ala

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Val
125

Asn

Pro

30

Val

Gly

Ala

Asn

Fhe
110

Leu

Leu
15

Lys

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Glu Glu gly Ala Lys Thr Ala pro Gly Lys Lys Arg

135
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Pro

145

Lys

Gly

Ala

Ala

Ser
225

Thr

Tyr

Tyr

His

Trp

305

Val

Leu

Tyr

hsp

Val

Thr

Asp

Thr

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Phe

Cys

290

Gly

Lys

Thr

Val

Val
370

Glu

Gly

Ser

Pro

185

Met

Asn

Ser

Gln

Gly

275

His

Phe

Glu

Ser

Leu

355

Fhe

Gln

Gln

Glu

180

Ala

Ala

Trp

Thr

Ile

260

Tyr

Phe

Arg

Val

Thr

340

Gly

Met

Ser

Gln
165

ser

Ala

Asp

His

Arqg

245

Ser

sSer

Ser

Pro

Thr

325

Val

Ser

Ile

Fro

150

Pro

Val

Val

Asn

Cys

230

Thr

Ser

Thr

Pro

Lys

310

Thr

Gln

Ala

Pro

Gln

Ela

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Ela

Pro

Arg

295

Arg

Asn

Val

His

Gln
375

Glu

Lys

Asp

Prao

200

Glu

Ser

Ala

Ser

Trp

280

Asp

Leu

Asp

Phe

Gln
360

Tyr

Pro

Lys

Pro

185

Thr

Gly

Thr

Leu

Thr
265

Gly

Trp

Asn

Gly

Ser

345

Gly

Gly

45

Asp

Arg

170

Gln

Thr

Ala

Trp

Fro

250

Gly

Tyr

Gln

Phe

Val

330

Asp

Cvys

Tvr

Ser

155

Leu

Pro

Met

Asp

Leu

235

Thr

Ala

Phe

Arg

Lys

315

Thr

Ser

Leu

Leu

Ser

Asn

Leu

Ala

Gly

220

Gly

Tyr

Ser

AsSp

Teu

300

Leu

Thr

Glu

Pro

Thr
380

Ser

Phe

Gly

Ser
205

Val

Gly

Gly

Glu

190

Gly

Gly

Asp Arg

Asn

Asn

Phe

285

Ile

Phe

Ile

Tyr

Pro

365

Leu

Asn

Asp

270

Asn

Asn

Asn

Ala

Gln
350

FPhe

Asn

Tle

Gln

175

Pro

Gly

Asn

Val

His

255

AsSD

Arg

Asn

Ile

Asn

335

Leu

Pro

Asn

Gly

160

Thr

Pro

Gly

Ala

Ile

240

Leu

His

Phe

Asn

Gln

320

Asn

Pro

Ala

Gly
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Ser
385

Ser

Glu

Arg

Thr

Arg
465

Gly

Asn

Gly

515

Asp

Lys

545

Thr

Phe

Thr

Asp

Gln

Gln

Asp

TLeu
435

Gln

450

Gly

Pro

Asn

Arg

Asp

530

Glu

Asp

Gly

Gly

595

Arg
610

Ala

Met

val

Met

Aszn

ser

Cys

Ser

Glu

Lys

Ser

Glu

Thr

Asp

ASp

Val

Leu

Pro

420

Asn

Gln

Pro

Tyr

Asn

500

Ser

Asp

Ala

Glu

Val

580

Val

Val

Gly
330

Arg

405

Phe

Pro

Ser

Ala

Arg

485

Phe

Ile

Lys

Gly

Glu

565

Ala

His

Tyr

Arg

Thr

His

Leu

Gly

Gly

470

Gln

Thr

Ile

FPhe

Ala

550

Ile

Val

val

Leu

Ser

Gly

Ser

Ile

Ser

455

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

535

Ser

Lvs

Asn

Met

Gln
6l5

Ser

Asn

Ser

Asp

440

Ala

sSer

Arg

Thr

Pro

520

Pro

Asn

Ala

Leu

Gly
600

Gly

Phe

Asn

Tyr

425

Gln

Gln

val

Val

Gly

505

Gly

Met

Thr

Thr

Gln
585

Ala

Pro

46

Tyr

Fhe

410

Ala

Tyr

Asn

Gln

sSer
490

Ala

Thr

Ser

Ala

Asn

370

Ser

Leu

Ile

Cys
395

Thr

His

Leu

Lys

Pro

475

Lys

Ser

Ala

Gly

Leu

555

Fro

Ser

Pro

Trp

Leu

Phe

Ser

Tyr

Asp

460

Lys

Thr

Lys

Met

Val

540

Asp

val

Ser

Gly

Ala
620

Glu

Ser

Gln

Tyr

445

Leun

Asn

Lys

Tyr

Ala

525

Met

Asn

Ala

Thr

Met

605

Lys

Tyr

Tyr

Ser

430

Leu

Leu

Trp

Thr

Asn

510

Ser

Ile

Val

Thr

Asp

580

Val

Ile

Phe

Thr

415

Leu

Asn

Phe

Leu

Asp

495

Leu

His

Fhe

Met

Glu

275

Pro

Trp

Pro

Fro
400

Phe

Asp

Arg

Ser

Pro

480

Asn

Asn

Lys

Gly

Ile

560

Arg

Ala

Gln

His
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Thr

625

Lys

Lsn

Gln

Lys

Tyr

705

Tyr

Asp

His

Pro

Tyr

Glu
650

Ala

Thr

<210> 2

<211> 756

Gly

Pro

Pro

Ser

675

Asn

Lys

Glu

<212% PRT
<213>

Bilinmiyor

<220>
<223» salgl bezleriyle 1liskili viris 9'un kapsidi

<400> 2

Met
1

Glu

Lys

Gly

Val

Ala

Gly

Ala

Tyr
50

Asn

Ala

Ile

Asn
35

Lys

Ala

His

Pro

Ala

660

Thr

Ser

Ser

Pro

AsSp

Arg
20

Gln

Tyr

Ala

Phe

Pro

645

Glu

Gly

Lys

Ala

Arg
725

Gly

Glu

Gln

Lau

Asp

His

630

Gln

Phe

Gln

Arg

Asn

710

Pro

Tyr

Tro

His

Gly

55

Ala

Pro

Ile

Ser

vVal

Trp

695

Val

Ile

Leu

Tro

Gln

Pro

Ala

Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu

Leu

Ala

Ser

680

Asn

ASp

Gly

Pro

Ala

Asp
40

Gly

Ala

Ile Lys
650

Thr Lys

665

Val Glu

Pro Glu

Phe Thr

Thr Arg
730

Asp Trp
10

Leu Lys

25

Asn Ala

Asn Gly

Leu Glu

47

635

Asn

Phe

Ile

Val

Val

715

Tyr

Leu

Pro

Arg

Leu

His

Thr

Ala

Glu

Gln
700

ASp

Leu

Glu

Gly

Gly

Asp
60

Asp

Pro

Ser

Trp

685

Tyr

Asn

Thr

Asp

Ala

Leu
45

Lys

Lys

Val

Phe

670

Glu

Thr

Asn

Arg

Pro

30

Val

Gly

Ala

Pro
655

Ile

Leu

Ser

Gly

Pro
735

Leu
15

Gln

Leu

Glu

Tyr

640

Ala

Thr

Gln

Asn

Leu
720

Leu

Ser

Pro

Fro

Pro

Asp
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65 70 75 80

Gln Gln Leu Lys ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn Hig Ala
85 90 25

Lsp Ala Glu phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser phe Gly Gly
100 105 110

Asn Leu Gly Arg Ala VvVal Phe Gln Ala Lys Lys Arg Leu Leu Glu Pro
115 120 125

Leu Gly Leu Val Glu Glu Ala Ala Lys Thr Ala preo Gly Lys Lys Arg
130 135 140

Pro Val Glu Gln Ser pro Gln Glu Pro Asp ger Ser Ala Gly Tle gly
145 150 155 160

Lys Ser Gly ala Gln Fre Ala Lys Lys Arg Leu Asn Phe Gly ¢gln Thr
165 170 175

Gly Asp Thr ¢lu Ser Val Pro Asp PBro Gln Pro Ile Gly ¢lu Pro Pro
180 185 190

Ala Ala Pro Ser Gly Val Gly ger Leu Thr Met Ala ger Gly Gly Gly
195 200 205

Ala pro Val Ala Asp Asn asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Ser BSer
210 215 220

Ser Gly Asn Trp His (Cys Asp Ser Gln Trp Leu Gly Asp Arg Val Ile
225 230 235 240

Thr Thr Ser Thr aprg Thr Trp Ala Leu prg Thr Tyr Asn Asn His Leu
245 250 255

Tyr Lvs Gln Tle Ser Asn S3er Thr ger Gly Gly Ser Ser asn AsSp Asn
260 265 270

Ala Tyr phe Gly Tyr Ser Thr pro Trp Gly Tyr Phe aszp Phe Asn Arg
275 280 285

Phe [is Cys His Phe Ser pro Arg Asp Trp Gln arg Leu Ile Asn Asn
290 295 300

48
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Azn
305

Gln

Asn

Pro

Ala

Gly

385

Pro

Phe

Asp

Lys

Val

465

Gly

Asn

Gly

Trp

Val

Leu

Tyr

Asp

370

Ser

Ser

Glu

Arg

Thr
450

Ala

Pro

Asn

Arg

Gly

Lys

Thr

Val

355

Val

Gln

Gln

Asn

Leu
435

Ile

Gly

Ser

Ser

Asn
515

Phe

Glu

Ser
340

Leu

Phe

Ala

Met

vVal

420

Met

Asn

Pro

Tyr

Glu

500

Ser

Arg

Val

325

Thr

Gly

Met

Val

TLeu

405

Fro

Asn

Gly

Ser

Arg
485

Phe

Leu

Fro
310

Thr

Val

Ser

Tle

Gly

390

Arg

Phe

Pro

Ser

Asn
470

Gln

Ala

Met

Lys

Asp

Gln

Ala

Pro

375

Arg

Thr

His

Leu

Gly

455

Met

Gln

Trp

Aszn

Arg

Asn

Val

His

360

Gln

Ser

Gly

Ser

Ile
440

Gln

Ala

Arqg

Pro

Pro
520

Leu

Asn

Phe
345

Glu

Tyr

Ser

Asn

Ser

425

Asp

Asn

Val

Val

Gly
505

Gly

49

Asn

Gly

330

Thr

Gly

Gly

Phe

Asn

410

Tyr

Gln

Gln

Gln

Ser
490

Ala

Pro

Fhe
315

Val

Asp

Cys

Tyr

Tyr

395

Phe

Ala

Tyr

Gln

Gly

475

Thr

Ser

Ala

Lys

Lys

Ser

Leu

Leu

380

Cys

Gln

His

Leu

Thr

460

Arg

Thr

Ser

Met

Leu

Thr

Asp

Pro

365

Thr

Leu

Phe

Ser

Tyr

445

Leu

Asn

Val

Trp

Ala
525

Phe

Ile

Tyr

350

FPro

Leu

Glu

Ser

Gln

430

Tyr

Lys

Tyr

Thr

Ala
510

Ser

Asn

Ala
335

Gln

Fhe

Asn

Tyr

Tyr

415

Ser

Leu

Phe

Ile

Gln
495

Leu

His

Ile
320

Asn

Leu

Pro

Asp

Fhe

400

Glu

Leu

Ser

sSer

Fro

480

Asn

Asn

Lys
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Glu

Lys
545

Thr

Tyr

Thr

Asp

Thr

625

Lys

Asp

Gln

Lys

Tyr

705

Tyr

Gly

530

Gln

Asn

Gly

Gly

Arg
610

ASp

His

Pro

Tyr

Glu

690

Tyr

Ser

<210> 3

<211> 736
<212> PRT

<213>
Bilinmivyor

220>

Glu

Gly

Glu

Gln

Trp
595

Asp

Gly

Pro

Pro

Ser

675

Asn

Lys

Glu

Asp

Thr

Glu

Val
580

Val

val

Asn

Pro

Thr
660

Thr

Ser

Ser

Pro

Arg

Gly
550

Glu
565

Ala

Gln

Tyr

Phe

Pro
645

Ala

Gly

Lys

Asn

Arg
725

Phe

Phe
535

Arg Asp

Ile

Thr

Asn

Leu

His

630

Gln

Phe

Gln

Arg

Asn
710

Pro

Lys

Asn

Gln

Gln
615

Pro

Ile

Asn

Val

Trp
695

Val

Tle

Pro

AsSn

Thr

His

Gly
600

Gly

Ser

Leu

Lys

Ser

680

Asn

Glu

Gly

Leu

Val

Thr

Gln
585

Ile

Pro

Pro

Ile

Asp

665

Val

Pro

Phe

Thr

50

Ser

AsSp

ASTL
570

Ser

Leu

Ile

Leu

Tys

650

Lys

Glu

Glu

Ala

Arg
730

Gly

Ala
555

Pro

Ala

Pro

Trp

Met

635

Asn

Leu

Tle

Ile

Val
715

Tyr

Ser

540

Asp

Val

Gln

Gly

Ala
620

Gly

Thr

Asn

Glu

Gln
700

Asn

Leu

Leu

Lys

&la

Ala

Met
605

Lys

Gly

Pro

Ser

Trp

685

Tyr

Thr

Thr

Tle

Val

Thr

Gln
530

Val

Ile

Phe

Val

Phe
670

Glu

Thr

Glu

Arg

Phe

Met

Glu
575

Ala

Trp

Pro

Gly

Pro
655

Ile

Leu

Ser

Gly

Asn
735

Gly

Ile
560

Ser

Gln

Gln

His

Met
640

&la

Thr

Gln

Asn

Val
720

Leu
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<223> salgil bezleriyle iliskili viris 1"in kapsidi

<400> 3

Met
1

Glu

Lys

Gly

Val

65

Gln

hsp

Asn

Leu

Pro

145

Lys

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala

Tyr

50

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly

130

Val

Thr

Asp

Thr

Pro
210

Ala

Ile

Asn

35

Lys

Ala

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Gly

Ser

Pro
195

Met

Asp

Arg

20

Gln

Tyr

Ala

Lys

Phe

100

Arg

Val

Gln

Gln

Glu
180

Ala

Ala

Gly

Glu

Gln

Leu

Asp

&la

85

Gln

Ala

Glu

Ser

Gln

165

Ser

Ala

Asp

Tyr

Trp

Lys

Gly

Ala
70

Leu

Tre

Gln

Pro
55

Ala

Pro

Asp

Asp
40

Phe

Ala

Gly Asp Asn

Glu

Val

Glu

Pro

150

Pro

Val

Val

Asn

Arg

Phe

Gly

135

Gln

Ala

Pro

Gly

Asn
215

Leu

Gln
120

Ala

Glu

Lvs

Asp

Pro
200

Glu

Azp

Leu

25

Aap

Asn

Leu

Pro

Gln
105

Ala

Lys

Pro

Lys

FPro
185

Thr

Gly

51

Trp
10

Lys

Gly

Gly

Glu

75

Tyr

20

Glu

Lys

Thr

Rsp

Arg

170

Gln

Thr

hla

Leu

Pro

Arg

Leu

His

Leu

Asp

Lys

Ala

Ser
155

Leu

Pro

Met

Asp

Glu

Gly

Gly

hsp

60

Asp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Azn

Leu

Ala

Gly
220

Asp

Ala

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Val

125

Gly

Ser

Phe

Gly

Ser
205

Val

AsSn

Fro

30

val

Gly

Ala

Asn

Phe
110

Leu

Lys

Gly

Gly

Glu

180

Gly

Gly

Leu
15

Lys

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Ile

Gln

175

Pro

Gly

Asn

Ser

Pro

Fro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Fro

Arg

Gly

160

Thr

Pro

Gly

Ala
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Ser
225

Thr

Tyr

Tyr

His

Trp

305

Val

Leu

Tyr

Asp

Ser

385

Ser

Glu

Arg

Thr

Gly

Thr

Lys

Phe

Cys
290

Gly

Lys

Thr

val

Val

370

Gln

Gln

Glu

Leu

Gln
450

Asn

Ser

Gln

Gly
275

His

Phe

Glu

Ser

Leu

355

Phe

Ala

Met

Val

Met

435

Aszn

Trp

Thr

Ile

260

Tyr

Phe

Arg

Val

Thr
340

Gly

Met

vVal

TLen

Pro

420

Asn

Gln

His

Arg

245

Ser

Ser

Ser

Pro

Thr
325

Val

Ser

Ile

Gly
390

Arg

405

Phe

Pro

Ser

Cys

230

Thr

Ser

Thr

Pro

Lys
310

Thr

Gln

Ala

Pro

Arg

Thr

His

Len

Gly

Asp

Trp

Ala

Pro

Arg
295

Arg

Asn

Val

Gln

375

Ser

Gly

Ser

Ile

Ser
455

Ser

Ala

Ser

Trp
280

Asp

Leu

Asp

Phe

Gln

360

Tyr

Ser

Asn

Ser

Asp
440

Ala

Thr

Leun

Thr

265

Gly

Trp

Asn

Gly

Ser
345

Gly

Gly

Phe

Asn

Tyr

425

Gln

Gln

52

Trp

Fro

250

Gly

Tyr

Gln

Phe

Val
330

Asp

Cys

Tyr

Tyr

Phe

410

Ala

Tyr

Asn

Leu

235

Thr

Ala

FPhe

Arg

Lys

315

Thr

Ser

Leu

Leu

Cys

395

Thr

His

Leu

Lys

Gly

Tyr

Ser

Asp

Leu

300

Leu

Thr

Glu

Pro

Thr
380

Leu

Phe

Ser

Tyr

Asp
460

Asp Arg

Asn

Asn

Phe
285

Ile

Phe

Ile

Tyr

Pro

365

Leu

Glu

Ser

Gln

Tyr
445

Leu

Asn

Asp

270

Asn

Asn

Asn

Ala

Gln
350

Phe

Asn

Tvyr

Tyr

Ser

430

Len

Leu

Val

His
255

Asn

Arg

Asn

Ile

Asn
335

Leu

Pro

Asn

Fhe

Thr

415

Leu

Asn

Phe

Ile

240

Leu

His

Phe

Asn

Gln
320

Asn

Pro

Ala

Gly

Pro
400

Phe

Asp

Arg

Ser
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Arg

465

Gly

Asn

Gly

Asp

Lys

545

Thr

Phe

Thr

Asp

Thr

625

Lys

Asn

Gln

Lys

Gly

Pro

Asn

Arg

Lsp
530

Glu

Asp

Gly
Gly
595
Arg

610

Asp

Asn

Pro

Tvr
675

Glu
690

Ser

Cys

Ser

Glu

515

Glu

Ser

Glu

Thr

Asp

Asp

Gly

Pro

Pro

Ser

Asn

Pro

Tyr

Asn

500

Ser

Asp

Ala

Glu

val
580

Val

Val

His

Pro

Ala

660

Thr

Ser

Ala

Arg

485

Phe

Ile

Lys

Gly

Glu

565

Ala

His

Tyr

Phe

Pro
645

Glu

Gly

Lys

Gly

470

Gln

Thr

Ile

Phe

Ala
550

Ile

Val

Lla

Leu

His

630

Gln

Phe

Gln

Arg

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

535

Ser

Lys

Met

Gln

615

Prao

Ile

Ser

Val

Trp
095

Ser

Arg

Thr

Pro

520

Pro

Asn

Ala

Phe

Gly
600

Gly

Ser

Leu

Ala

Ser
680

ASnN

Val

Val

Gly

505

Gly

Met

Thr

Thr

Gln
585

Lla

Pro

Pro

Ile

Thr
665

Val

Pro

53

Gln

Ser

490

Ala

Thr

Ser

Ala

Asn
570

Ser

Leu

Ile

Leu

Lys

650

Lys

Glu

Glu

Pro

475

Lys

Ser

Ala

Gly

Leu

555

Pro

Ser

Pro

Trp

Met
635

Asn

Phe

Ile

Val

Lys Asn

Thr

Lys

Met Ala
525

val Met

540

AsSp Asn

Val Ala

Ser

Gly

Ala

620

Gly

Thr

Ala

Glu

Gln
700

Lys

Tyr

Thr

Trp

Thr

Asn

Leu

Asp

Pro

480

495

510

Ser

Ile

Val

Thr

Leu

His

Phe

Met

Glu

Asn

ASn

Lys

Gly

Ile

560

575

590

Met Val Trp

605

Lys

Gly

Pro

5er

Trp
685

Tyr

Ile

Phe

val

Phe

670

Glu

Thr

Pro

Gly

Pro
655

Ile

Leu

Ser

Arg

Asp Pro Ala

Gln

His

Leu

640

Ala

Thr

Gln

Asn
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Tyr Ala Lys Ser ARla asn Val Asp Phe Thr val Asp Asn Asn Gly Leu
705 710 715 720

Tyr Thr Glu Pro prg Pro Ile Gly Thr arg Tyr Leu Thr Arg pro Leu
725 730 735

<210> 4
<211> 75
<2172> PRT
<213>
Bilinmiyor

<220>
<223> AAV klad A kapsid fragmenti

<400> 4

Asn Arg Thr GIn asn Gln Ser Gly Ser ala Gln Asn Lys Asp Ieu Leu
1 5 10 15

Phe Ser Arg gly Ser Pro Ala Gly pet Ser Val Gln Pro Lys Asn Trp
20 25 30

Leu Pro gly Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser rys Thr Lys Thr
35 40 45

Asp asn Asn Asn Ser Asn Phe Thr Trp Thr Gly Ala Ser Lys Tyr Asn
50 55 50

Leu Asn Gly Arg Glu Ser Tle Tle Asn Pro Gly
65 70 75

<210> 5

<211> 23

<212> DNA

<213> Bilinmiyor

<220>
<223» salgi bezleriyle 1liskili wvirids 6'vya dayalil primer

<400> 5
agcctggace grotratgaa tcoce 23

<210> 6

<211> 23

<212> DNA

<213> Bilinmiyor
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<220>
<223> salgi bezleriyle iliskili viriis 6"vya dayalil primer

<400> 6
gccatagcag gtccagggtt gat 23

<210> 7

<211> 25

<212> DNA

<213>» Bilinmivyor

<220>
<223» salgi bezleriyle iliskili wviris 9'a dayali primer

<400> 7
agacgcggaa gcttcgatca actac 25

<210> 8

<211> 23

<212> DNA

<213> BRilinmiyor

<220
<223>» salgi bezleriyle 1liskili viris 9'a dayali primer

<400> 8
ggattcatya gycggtccag gct 23

<210> 9

<211> 23

<212> DNA

<213> Bilinmiyor

<220>
<223» salgil bezleriyle 1liskili wviris 9'a dayali primer

<400> 9
atcaaccctg gacctgectat gge 23

<210> 10
<211> 25
<212> DNA
<213> Bilinmiyor

<220
<223» salgil bezleriyle 1liskili wviris 9'a dayali primer

<400> 10
acctctagte ctgcaggttt aaacyg 25

<210> 11

<211> 25

<212> DNA

<213> Bilinmiyor

<220>
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<223> salgil bezleriyle iliskili virus 9'a dayalil primer

<400> 11
agacgcggaa gcottogatea actac 25

<210> 12

<211> 29

<212> DNA

<213> Bilinmiyor

<220
<223> salgl bezleriyle iliskili viris 97a davalil primer

<400> 12
tcocggactga ttctgagtct ttgagagat 29

<210> 13

<211> 29

<212> DNA

<213>» Bilinmiyor

<220>
<223» salgi bezleriyle 1liskili viris 6'vya dayalil primer

<400> 13
atctctcaaa gactcagaat cagtccgga 29

<210> 14

<211> 23

<212> DNA

<213>» Bilinmivor

<220>
<223» salgi bezleriyle iliskili wviris 6'ya dayvalili primer

<400> 14
acagceatgt tagetggaga cco 23

<210> 15
<211> 23
<212> DNA

<213>» Bilinmiyor

<220>
<223> salgi bezleriyle iligkili viris %'a dayali primer

<400> 15
gggtctcecag ctaacatgge tgt 23

<210> 16

<211> 27

<212> DNA

<213>» Bilinmiyor

<220>
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<223> salgil bezleriyle iliskili virus 9'a dayalil primer

<400> 16
tagaaacgcg ctgttgtecgg tagetgg 27

<210> 17

<211> 23

<212> DNA

<213> Bilinmiyor

<220
<223> salgl bezleriyle iliskili viriis 6"vya dayalil primer

<4Q0> 17
gotaccgaca acagogogtt tot 23

<210> 18
<211> 25
<212> DNA
<213> Bilinmiyor

<220>
<223» salgi bezleriyle 1liskili virus 6'ya dayvalil primer

<400> 18
ccaagaagaa gcaccagtcc aggta 25

<210> 19
<211> 25
<212> DNA
<213> Bilinmiyor

<220>
<223» salgi bezleriyle iliskili wviris 9'a dayali primer

<400> 19
tacctggact ggtgcttctt cttgg 25

<210> 20

<211» 25

<212> DNA

<213> Bilinmiyor

<220>

<223> salgil bezlerivyle iliskili virids 97a davalil primer

<400> 20
acctctagtc ctgcaggttt aaacg 25

<210> 21

<211> 25

<212> DNA

<213> Bilinmiyor
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<220>
<223>

<400

salgl bezleriyle iliskili viriis 97a dayalil primer

21

agacgocggaa gobtcgatca actac 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

22

29

DNA
Bilinmiyor

salgl bezleriyle iligkili viriis 9'a dayali primer

22

tccggactga ttctgagtct ttgagagat 29

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400

23

29

DNA
Bilinmiyor

salgl bezleriyle 1liskili virils 6'ya dayali primer

23

atctetcasza gactcagaat cagtcocgga 29

<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>
<223>

24
23
DNA

Bilinmiyor

salgl bezleriyle 1ligkili virils €'vya dayalil primer

<400> 24
acagccatgt tagetggaga ccc 23

<210>
<211>
<212>

<213>
<220>

<223>
<400>

25

23

DNA
Bilinmiyor

salgl bezleriyle iliskili viriis 97a dayalil primer
25

gggtctccag ctaacatgge tgt 23

<210>
<211>»
<212>
<213>

<220>

26

25

DNA
Bilinmiyor
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<223> salgil bezleriyle iliskili virus 9'a dayalil primer

<400> 26
acctctagte ctgcaggttt aaacg 25

<210> 27

<211> 25

<212> DNA

<213> Bilinmiyor

<220
<223> salgl bezleriyle iliskili viris 97a davalil primer

<400> 27
agacgcggaa gocttcgatca actac 25

<210> 28

<211> 26

<212> DNA

<213> Bilinmiyor

<220>
<223» salgi bezleriyle 1liskili wviris 9'a dayali primer

<400> 28
tagaaacgcg ctgttgtcgg tagctg 26

<210> 29

<211> 23

<212> DNA

<213> Bilinmiyor

<220>
<223» salgi bezleriyle iliskili wviris 6'ya dayvalili primer

<400> 29
getaccgaca acagogegtt tet 23

<210> 30
<211» 25
<212> DNA
<213>» Bilinmiyor

<220>
<223>» salgi bezleriyle i1liskili wviris 6'ya dayali primer

<400> 30

ccaagaagaa gcaccagtcc aggta 25

<210> 31

<211> 25
<212> DNA
<213> Bilinmiyor
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<220>
<223>

<400

salgl bezleriyle iliskili viriis 97a dayalil primer

31

tacctggact ggtgettctt cttgg 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

32

25

DNA
Bilinmiyor

salgl bezleriyle iligkili viriis 9'a dayali primer

32

acctctagtc ctgcaggttt aaacg 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400

33

25

DNA
Bilinmiyor

salgl bezleriyle 1ligkili viriis 9'a dayvali primer

33

agacgcggaa gettegatca actac 25

<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>
<223>

<400>

34
23
DNA

Bilinmiyor

salgl bezleriyle i1liskili virils 9'a davali primer

34

ggattcatya gycggtccag gct 23

<210>
<211>
<212>»
<213>

<220>
<223>

<400>

35

23

DNA

Bilinmiyor

salgl bezleriyle 1ligkili viriis 6’ya dayalil primer

35

agecctggace gretratgaa tcece 23

<210>
<211>
<212>

36
23
DNA
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<213> Bilinmiyor

<220>
<223> salgil bezleriyle i1ligkili viris 6'ya dayalil primer

<400> 30
acagceatgt tagetggaga ccc 23

<210> 37
<211> 23
<212> DNA
<213>» Bilinmivor

<220>
<223> salgi bezleriyle 1ligkili viris 9'a dayali primer

<400> 37
gggtctecag ctaacatgge tgt 23

<210> 38

<211> 25

<212> DNA

<213> Bilinmiyor

<220>
<223> salgil bezleriyle iligkili viris 9'a dayali primer

<400> 38
acctctagtc ctgcaggttt aaacg 25

61
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