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OZET
MODIFIYE SENDAI VIRUS ASISI VE GORUNTULEME VEKTORU

Mevcut bulug bir Sendai virisi veya rekombinant Sendai virGst vektorl ile ilgilidir.
Ozellikle mevcut bulug, modifiye edilmig bir Enders susu Sendai viral vektdri igin
ybntemler, vektorler, formulasyonlar, bilegsimler ve kitler saglar. Bir imm(nojenik vektor,
herhangi bir in vitro veya in vivo sistemde kullanilabilir. Ayrica, bazi uygulamalar, virlis

blylmesini, konumunu ve bulasmasini gérantilemek icin vektorleri icerir.
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iISTEMLER

Modifiye bir Sendai viral vektérunu igeren bir rekombinant Sendai viral vektérii

olup, modifiye Sendai vektéri asadidakileri icerir:

Sendai virlist NP polipeptid dizisi SEQ. ID. NO: 5,
Sendai virlisti P polipeptid dizisi SEQ. ID. NO: 7,
Sendai virlisi M polipeptid dizisi SEQ. ID. NO: 11,
Sendai virsu F polipeptid dizisi SEQ. ID. NO: 13,
Sendai virusi HN polipeptid dizisi SEQ. ID. NO: 15 ve
Sendai virtsu L polipeptid dizisi SEQ. ID.NO: 17.

istem 1'e gdre rekombinant Sendai viral vektori olup, burada bahsedilen vektdr

immunojeniktir.

istem 1 veya 2'ye gore rekombinant Sendai viral vektéri olup, bir N-P, bir P-M,
bir M-F, bir F-HN, bir HN-L ve bunlann kombinasyonlarindan olugan gruptan
secilen bir veya birden fazla intergenik baglantiya eklenen yabanci bir gen(ler)e

sahiptir.

istem 4'e gdre rekombinant Sendai viral vektori olup, burada bahsedilen
yabanci gen bir |lusiferaz, bhir vyesil flioresan protein ve bunlann

kombinasyonlarindan olusan gruptan segilir.

istemler 1, 2, 3, 4 veya 5'e gore rekombinant Sendai viral vektora olup, burada
en az bir gen hasglatma/durdurma bdlgesi, gen transkripsiyonunu degistirmek

icin manipule edilir.

istemler 1, 2, 3, 4, 5 veya 6'va gdére rekombinant Sendai viral vektori olup,
burada bahsedilen yabanci gen, bir respiratuar sinsityal viriis {(RSV) F proteini;
respiratuar sinsityal viris (RSV) G proteini; parainfluenza virisi tip 1 (PIV-1)
proteini; parainfluenza virisu tip 2 (PIV-2) proteini; parainfluenza virisi tip 3
(PIV-3) proteini, parainfluenza virusia tip 4 (PIV-4) proteinini iceren gruptan

segilir.
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istem 4'e gdre rekombinant Sendai virlisii vektér(l olup, burada bahsedilen

yabanci gen bir raportar gendir.

Istem 1, 2, 3, 4, 5, 6 veya 7'ye gdre Sendai viral vektdrl veya rekombinant
Sendai viral vektord olup, bir hayvanin asilanmasi i¢in bir yéntemde kullaniimak

icindir.

istemler 1-8'den herhangi birine gére Sendai viral vektdrii ve farmasotik olarak
kabul edilebilir bir tasiyici veya seyreltici veya herhangi bir tasiyici, adjuvan

veya seyreltici iceren bir bilesimdir.

istemler 1-7°den herhangi birine gére rekombinant Sendai viral vektérii ve istem
8'e gore kullanim igin Sendai viral vekiori veya rekombinant Sendai viral
vektdril, veya istem 9'e gore bilesim olup, burada bahsedilen yabanci gen bir
Sendai virlisU P geni ve bir Sendai virlisii M geni arasina eklenir;

burada bahsedilen yabanci gen, bir Sendai virlisii M geni ve bir Sendai viriisi F
geni arasina eklenir; veya

burada bahsedilen yabanci gen, bir Sendai virlisi F geni ve bir Sendai virlsi

HN geni arasina eklenir.

istemler 1-8’den herhangi birine gére rekombinant Sendai viral vektoril olup,

burada bahsedilen vektdr en az bir bagka antijen veya immdinojen ile karistirilir.
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TARIFNAME
MODIFIYE SENDAI VIRUS ASISI VE GORUNTULEME VEKTORU

BULUS SAHASI

Mevcut bulug, rekombinant virls vektdrleri, vektdrleri olusturma ydntemleri ve bu tirll
vektarlerin kullanimi ile ilgilidir. Ozellikle meveut bulus, patojenlere karsi koruma igin
modifiye edilmig bir Enders susu Sendai viral vektori igin yontemler, rekombinant virlis
yapilar ve bilesimleri ve kitler saglar. Ayrica, bazi yonler viral yayilimi, klirensi ve

bulasmayi géruntileme veya izleme igin vektdrleri icerir.

BULUSUN ALT YAPISI

Asi, enfeksiydz hastaliklarin kontroli icin tek etkili mekanizmadir, ancak asilarin
olmadigi birgok patojen bulunmaktadir. Ornedin, paramiksoviriisler, insan solunum
sinsityal virlisi (RSV), parainfluenza virlsleri (PIVler), insan metapndmovirisi,
kizamik virtisii ve kabakulak virist (Brown et al. 2007 J. Virol 81: 12535, Hall et al.,
2009 N. Engl. J. Med. 360:588) gibi solunum yolu yoluyla iletilen bir takim énemli insan
patojenlerini igerir. insan PIV'leri (hPIVs), dort serotipten (hPIV1-4) olusur ve RSV ve
metapneumoviris ile birdikte, gcocuklarda solunum yolu viral enfeksiyonlarinin en yaygin
nedenleridir. PIVler, RSV ve metapneumovirlis, dogrudan temas ve nazofaringeal
sekresyonlara maruziyet yoluyla etkili bir sekilde bulasir (Hall et al., 2009 N. Engl. J.
Med. 360:588; Hall et al., 1981 J. Pediatr. 99:100). Neredeyse butin cocuklar RSV ile
1 yasina kadar hPIV3 ile 2 yasina kadar ve hPIV1 ve hPIV2 ile 5 yasina kadar enfekte
olurlar (Schickli et al. 2009 Hum. Vaccin. 5:582; Graham et al. 2011 Immunol. Rev. 239
:146). Amerika Birlesik Devletlerinde, RSV, bir RSV sezonunda kigik ¢ocuklara
%20'ye varan oranlarda hastaneye yatmasina neden olabilir ve yillik maliyeti 0,4 milyar
dolar gibi yuksek bir seviyededir (Hall et al. 2009 N. Engl. J. Med. 360:588; Schickli et
al., 2009 Hum.Vacgcin, 5:582, Graham et al.,, 2011 Immunol, Rev. 239:146, Shay et al.,
J. Infect, Dis 183:186, Shay et al., 1999 JAMA 282: 1440; Paramore et al., 2010 Pediatr
Pulmonol 45:578, Hall et al., 2001 N. Engl. J. Med. 344:1917, Bourgeois et al., 2009
Pediatri 124:¢1072, Boyce et al., 2000 J. Pediatr. 137:865). Bronsiolit ve pnémoni olan
hastalar i¢cin RSV, sirasiyla %90 ve %50 vakada etiyolojik ajan olarak tanimlanmistir
(Paramore et al. 2010 Pediatr. Pulmonol. 45: 578; Hall et al. 2001 N. Engl). J. Med.

344: 1917). Bu insan patojenlerinin higbiri igin lisansh agi bulunmamaktadir.
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Sendai virlisil (SeV), atraktif bir asi ve asi vektori igerir. iki viriis arasindaki amino asit
dizisi ve antijenik benzerliklere dayanan laringotrakeobronsitin (pediatrik krup) bashca
nedeni olan hPIV-1 ig¢in bir Jennerian asisi olarak hareket edebilir (Gorman et al. 1990
Virology 175: 211; Dave et al. 1994 Virology 199: 376; Smith et al., 1994 Virology 205:
453). SeV, ayni zamanda, secilen herhangi bir bagka patojen(ler)e karsi asilanabilen
rekombinant asilar (retmek igin ters genetik tarafindan da maniplle edilebilir. Sendai
virlls tabanh bir vektoriin arzu edilebilirlidi, asadidakilere bagdlidir: (i) ters genetik
tarafindan kolay kurtarilma kapasitesi, (i) /in vivo ve in vitro virlis izlemesi igin bir
markor gen tasima kapasitesi, (iii) ekspresyon destegdi ve ilgili genler SeV genomunda
farklh pozisyonlara dahil edildifinde vyabanci proteinlerin  immunojenikligi, (iv)
primatlarda simirl bayime, (v} primatlarda agilamayi ve immiunojenisiteyi desteklemek
icin uygun replikasyon yeterliligi. HPIVs ve RSV, savunmasiz ¢ocuk, bebek ve yash
populasyonunda solunum vyolu viral hastallk enfeksiyonlarinin goguna neden
oldugundan, insanlan parainfluenza virlsi ve respiratuar sinsityal virls

enfeksiyonlarindan korumak igin yeni yontemler ve bilesimlere ihtiyag duyulmaktadir.

Sendai VirGsinin Enders susu, dmedin Vaccine, 26, 2008, 3480-3488'de gdsterildigi
gibi teknikte iyi bilinmektedir.

US2010/196993, 214 pozisyonunda bir modifikasyona sahip olan mutant bir L proteini
ile sus z've dayanan maodifiye edilmis bir rekombinant Sendai viriisi vektorini tarif

etmektedir.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Mevcut tarifnamenin ilgili oldugu bulug, bu buluga eklenen istemlerde belirtilmigtir.

Mevcut bulus, rekombinant virlis vektdrleri, vektorleri olusturma yéntemleri ve bu
vektdrlerin kullanimi ile ilgilidir. Bir yonlyle mevcut bulus, patojenlere kargi koruma igin
modifiye edilmisg bir Enders susu Sendai viral vektorl igin yontemler, rekombinant virlis
yapilari ve bilesimleri ve kitler saglar. Bazi yonleri, viral yayilimi, klirensi ve bulasmayi
gérintileme veya izleme igin vektdrleri icerir. Bir yoniyle, bulus asagidaki 6zelliklere
sahip yeni bir rekombinant Sendai virasd asisi vektord ile ilgilidir: ((i) ters genetik
tarafindan kolay kurtarilma kapasitesi, (i) in vivo ve in vitro viris izlemesi icin bir

markdr gen tasima Kapasitesi, (iii) ekspresyon destedi ve ilgili genler SeV genomunda
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farkh pozisyonlara dahil edildifinde vyabanci proteinlerin  immunojeniklidi, (iv)
primatlarda sinirh bayime, (v} primatlarda asilamayi ve immiunojenisiteyi desteklemek
icin uygun replikasyon yeterliligi. Ayrica, bazi ydnler ayrica (vi) 33°C'de sinirh buyime
ve 37°C'de daha az buylime 6zelligi sadlar. Agiklanan yoénler, beklenmedik bir virls
vektorl atendasyon dengesi, virls vektdrl blyumesi, yabanci gen ekspresyonu igin
kapasite ve bu arzu edilen o&zelliklerin her birini desteklemek icin immiinojenisite

sergiler.

Bir yonuyle, bulug, madifiye edilmemis Enders veya Z suslari dahil olmak Gzere diger
SeV vektdrlerine beklenmedik sekilde Gstln olan, kolayca kurtarilabilen ve primatlarda
hem atenuasyon hem de immunojeniklik sergileyebilen bir vektdr saglar. Bir agi olarak
kullanimina ek olarak, mevcut bulug, bir yoniyle, yontemler, rekombinant virlis yapilan
ve formulasyonlar ve kitlerinin, bu Sendai virlis vektorindn bir laboratuvar araci olarak
veya bir Kklinik 6ncesi/klinik arastirma ortaminda kullanimasini  kolaylastiracadi

Uzerinde durmaktadir.

Mevcut bulusun amaci paramiksoviruslere kargi koruma ile simirh olmamakla birlikte,
ilgili bir immunojeni kodlayan herhangi bir yabanci genin (veya bunun bir b8limuntin),
bu bulugsun uygulamalarinin agi vektdérine dahil edilebilecedi Uzerinde durulmaktadir.
Ornegin, sinilayici olmaksizin, mevcut bulusta, yabanci genin bir patojen/hastalig
hedefleyen ilgili fragmanlar, homologlar, analoglar ve herhangi bir baska gen dahil
olmak Uzere RSV, PIV ve HIV'den genler arasindan segilen uygulamalar (zerinde
durulmaktadir. Ayrica bir yonlyle, bulus, bir solunum sinsityal viris (RSV) proteini, bir
insan parainfluenza (hPIV) proteini, bunun bir antijenik fragmani ve bunlarin
kombinasyonlarindan en az birini kodlayan bir yabanci geni iceren bir rekombinant
Sendai viral vektdria udzerinde durulmaktadir. Bazi ydnleriyle, ydntem ayrica,
rekombinant Sendai viral vektorini igerir, burada RSV proteini, bir tip A protein G, bir
tip A protein F, bir tip B protein G ve bir tip B protein F grubundan segcilir. Yontem
ayrica, rekombinant Sendai viral vektorlini igerir, burada hPIV proteini, bir tip 1 protein
HN, bir tip 1 protein F, bir tip 2 protein HN, bir tip 2 protein F, bir tip 3 protein HN ve bir
tip 3 protein F grubundan segilir.

Yine haska bir ydonuyle, bulug, bir respiratuar sinsityal viris (RSV) proteininin en az
birini kodlayan bir yabanci gene sahip bir modifiye Enders susu Sendai genomu igeren

rekombinant bir Sendai viral vektdrl Uzerinde durulmaktadir. Bazi ydnleriyle,
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rekombinant Sendai viral vekiéri, bir Sendai viriisi F geni ve bir Sendai viriisi HN geni

arasinda bahsedilen yabanci geni icerir.

Yine baska bir agidan, yabanci gen veya genler herhangi bir patojenden bagka bir

yabanci antijen olabilir.

Yine baska ydnleriyle yahanci gen, bir Sendai virlisil P geni ve bir Sendai virlisii M geni
arasina eklenir. Yine baska ybnleriyle yabanci gen, bir Sendai virlisi M geni ve bir

Sendai virtsd F geni arasina eklenir.

Diger ydnleriyle, rekombinant Sendai viral vektord, bir enfeksiydz viris vektdrinun
¢DNA'dan kurtarilmasini kolaylagtirmak ve virlisin atenllasyonunu ancak primatlarda
immunojenik olmasini saglamak icin bir Enders/Z susu kimera iceren modifiye bir
Enders asisinin yaratilmasi i¢in yéntemler igerir. Bir yéniyle, Enders/Z sus kimera bir
vektordir, burada, Enders susunun L geninin bir bélimd, Sendai virlsinin Z-
susundan karsilik gelen boélimle degistirilir. Bir yoniyle, Sendai viristu L geni, Z
susundan agsagidaki amino asit degisikliklerini kodlayan nikleik asidi icerecek sekilde
modifiye edilmistir: 155. pozisyonda S ila G, 258. pozisyonda R ila K, 466. pozisyonda
G'ila E, 482. pozisyonunda G ila E, 581. pozisyonunda S ila R, 717. pozisyonunda Q

ila R, 800, pozisyonunda T ila | ve 852. pozisyonunda R ila K arasindadr,

Baska bir yoniiyle, mevcut bulus, rekombinant Sendai viral vekidriinii ve farmasotik
olarak kabul edilebilir bir tagiyici veya seyreltici veya herhangi bir tasiyici, adjuvan veya

seyreltici iceren bir bilesim Uzerinde durulmaktadir.

Mevcut bulug, asadidakileri igeren bir yontem uzerinde durmaktadir: a) i. RSV'ye karsi
asllama ihtiyaci olan bir hasta; ii. burada tarif edilen ve burada bir RSV geni veya
bunun bir b8IOMUNG iceren yeni Sendai vektorlerinden birinin; ve b) bahsedilen bilesimi,
bir immunite yaniti olusturmak igin etkili bir miktarda bahsedilen hastaya

uygulanmasinin saglanmasi.

Yine bir baska ybnuyle, mevcut bulus, bir NP, PM, bir MF, F-HN ve HN-L gen
baglantilan veya genom icindeki diger herhangi bir pozisyonu(lari) iceren gruptan
secilen bir intergenik baglanti arasina eklenen yabanci bir gen (veya bunun bir bolimu)

ile modifiye edilmis bir Enders susu Sendai genomu igeren bir rekombinant Sendai viral
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vektériini sadlar. Bir uygulamalada yabanci gen bir raportér gendir. Bir 6zellige gbre,
raportdr gen, lusiferaz olabilir, ancak baska bir yonuyle, baska herhangi bir raportdr

gen olabilir (drnedin, bir flioresan proteini kodlayan bir gen).

Baska yonlerde, Sendai virls vektdér genomundaki transkripsiyon baslatma veya
durdurma dizileri, asag! yénde genlerin transkripsiyonunu arttirmak veya azaltmak igin
degistirilebilir. Ornegin, Sendai virlsi F geninin yukari ydndeki Sendai vir(isi
transkripsiyon baslatma dizisi, Sendai virlis genomunun M ve F genleri arasina
yerlestirilen eklenen bir yabanci genin asagi yonde transkripsiyonunu arttirmak igin
AGGGATAAAG'dan (SEQ. ID. NO.:19) AGGGTGAAAG'ye (SEQ. ID. NO.:20)

dénustardlebilir.

Mevcut bulus asadidakileri igeren bir kit Gzerinde durmaktadir: a) i) adjuvan igeren veya
icermeyen bir Sendai virisl vektor( (diger bir deyisle burada tarif edilen yeni
vektdrlerin birinin); ve ii) hedeflenen bir patojene karsi asilama igin kullanim

talimatlarinin saglanmasi.

Mevcut bulus asadidakileri iceren bir kit Gzerinde durmaktadir: a)
i) adjuvanl veya adjuvan icermeyen ve/veya bagka bir asi ile kombinasyon halinde
bir Sendai viriisi vektdrinin; ve ii) hedeflenen bir patojene kars) asilama igin

kullanim talimatlarinin saglanmasi.

Mevcut bulug agadidakileri igeren bir kit Gzerinde durmaktadir:
a) i) bir markdr geni tasiyan bir vektdrin; ve ii) virist gdérsellestirmek icin kullanim

talimatlarinin saglanmasi.

Bir yonuyle, mevcut bulus, modifiye bir L iceren bir Enders/Z kimera olusturmak igin
Enders Sendai virisl susu genomuna bir Z sus genomunun eklendigi modifiye Sendai
viral vektorii iceren bir rekombinant Sendai viral vektdr tasarlanmaktadir, burada
bahsedilen modifiye L geninin 155. pozisyonda S ila G, 258. pozisyonda R ila K, 466.
pozisyonda G ila E, 482. pozisyonda G ila E, 581. pozisyonda G ila E, 717. pozisyonda
Q ila R, 800. pozisyonunda T ila |, 852. pozisyonunda R ila K arasinda ve bunlarin

kombinasyonlarini iceren gruptan secilen nikleik asit kodlayan amino asit igerir.
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Daha baska yénleriyle burada ag¢iklanan bir rekombinant Sendai viral vektéra ayrica

imminojenik ozelliklere sahip bir vektor icerir.

Diger yénleriyle yukarida aciklanan rekombinant Sendai viral vektdrleri clup ayrica, bir
NP, bir PM, bir MF, bir F-HN, bir HN-L ve bunlarin kombinasyonlarindan olusan
gruptan secilen hir veya birden fazla intergenik bilesimi igeren, ancak bunlarla sinirh

olmayan herhangi bir pozisyon(lar)a eklenmis yabanci gen(ler)e sahiptir.

Yine bagka yonleriyle, yabanci bir gene sahip rekombinant Sendai viral vektdr olup,
burada bahsedilen yabanci gen, in vitro, in vivo veya bunlarin kombinasyonlarinin viris

takibini kolaylagtirir.

Bir baska yondyle, rekombinant Sendai viral vektorl olup, burada bahsedilen izleme
icin bahsedilen yabanci gen, bir lusiferaz, bir yesil floresan proteini ve hunlann

kombinasyonlarindan olugsan gruptan segilir.

Baska ydnleriyle burada tarif edilen rekombinant Sendai viral vektorleri olup, burada en
az bir gen baslatma/durdurma bdlgesi, gen transkripsiyonunu dedistirmek i¢in manipule

edilir.

Bir baska yoniyle, burada tarif edilen rekombinant Sendai viral vektdrleri olup, burada

bahsedilen yabanci gen bir respiratuar sinsitiyal virlis {(RSV) F proteinidir.

Diger ybnleriyle, burada tarif edilen rekombinant Sendai viral vektérleri olup, burada

bahsedilen yabanci gen bir respiratuar sinsitiyal viris (RSV) G proteinidir.

Diger yonleriyle, burada tarif edilen rekombinant Sendai viral vektorleri olup, burada

bahsedilen yabanci gen bir parainfluenza virlis( tip 1 (PI1V-1) proteinidir.

Yine baska yoOnleriyle, burada tarif edilen rekombinant Sendai viral vektdrleri olup,

burada bahsedilen yabanci gen bir parainfluenza virtisi tip 2 (PIV-2) proteinidir.

Yine bagka yonleriyle, burada tarif edilen rekombinant Sendai viral vektdrleri olup,

burada bahsedilen yabanci gen bir parainfluenza virasu tip 3 (PI1V-3) proteinidir.



10

15

20

25

30

35

Yine bagka yodnleriyle, burada tarif edilen rekombinant Sendai viral vektdrleri olup,

burada bahsedilen yabanci gen bir parainfluenza virasu tip 4 (PI1V-4) proteinidir.

Bir ybniyle, burada tarif edilen rekombinant Sendai viral vektdrleri olup, burada

yabanci gen bir raportdr gendir.

Bir ybniyle mevcut bulus, bir hayvani enfeksiyona karsi asilama yonteminde

kullanilmak tizere burada tanimlandigi gibi bir Sendai vektorinii Gzerinde durmaktadir.

Bir yéniyle, mevcut bulug burada tarif edildigi gibi Sendai viral vektérind ve farmasotik
olarak kabul edilebilir bir tagiyici veya seyreltici veya herhangi bir tagiyici, adjuvan veya

seyreltici iceren bir bilesimi Uzerinde durmaktadir.

Bir yoniyle yontem ayrica rekombinant Sendai viral vektdrini (diger bir deyisle burada
tarif edilen yeni vektdrlerden biri) veya burada tarif edilen bilesimi igerir, burada
bahsedilen yabanci gen bir Sendai viriisii P geni ve bir Sendai virisi M geni arasina

eklenir.

Bir yoniyle, yontem ayrica rekombinant Sendai viral vektdrunu {diger bir deyisle
burada tarif edilen yeni vektdrlerin biri) veya burada tarif edilen bilesimi igerir, burada
bahsedilen yabhanci gen bir Sendai virlisi M geni ve bir Sendai virlisii F geni arasina

eklenir.

Bir yonlyle, ydntem ayrica rekombinant Sendai viral vektérinil {diger bir deyisle
burada tarif edilen yeni vektérlerden biri) veya burada tarif edilen bilesimi icerir, burada
bahsedilen yabanci gen bir Sendai virusu F geni ve bir Sendai virisu HN geni arasina

eklenir.

Yine basgka bir yonilyle, mevcut bulus, bir NP, bir PM, bir MF, bir F-HN, bir HN-L ve
bunlarin kombinasyonlarindan olusan gruptan segilen bir intergenik baglanti(lar) igine
eklenmig bir yabanci gen veya bunun bir bolimu ile degistiriimis bir Enders susu

Sendai genomu iceren bir rekombinant Sendai viral vektérinl Gzerinde durmaktadir.

Yine bagka yonlerden, rekombinant Sendai viral vektdri ayrica hir yabanci gen igerir,

burada bahsedilen yabanci gen bir raportdr genidir.
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Mevcut bulug asadidakileri iceren bir kit Gzerinde durmaktadir: a) i) vektér (diger bir
deyisle burada tarif edilen yeni vektdrlerin birinin}; ve ii) hedeflenen bir patojene kargi

asilama i¢in kullanim talimatlarnin saglanmasi.

Mevcut bulug asagdidakileri igeren bir kit Gzerinde durmaktadir: a) i) bilesim (dider bir
deyigle burada tarif edilen yeni bilegsimlerden birinin); ve ii) hedeflenen bir patojene

karsi asilama igin kullanim talimatlarinin saglanmasi.

Mevcut tarifname asagidakileri igeren bir kit Gzerinde durmaktadir: a) i) vektdr (dider bir
deyisle, burada tarif edilen yeni vektorlerden biri); ve ii) vektdril gorsellestirmek igin

kullanim talimatlar.

Mevcut tarifname, rekombinant Sendai viral vektort {diger bir deyisle burada tarif
edilen yeni vektdrlerden biri) lizerinde durmaktadir, burada bahsedilen vektor, en az bir

baska antijen veya immunojen ile kanstirilir.

Yine basgka ydnlerden, burada tarif edilen rekombinant Sendai viral vektdrleri olup,

burada yabanci gen bir metapneumovirts proteinidir.

Ayrica, sunulan yoénlerin aciklamalar sinirlayict degildir ve teknikte uzman kigilerce
bilinen tim esdegder, karsilastinlabilir teknolojileri, reaktifleri, kaynaklari, seyrelticileri,
kullanimlar vb. icerir. Ornegin, sadece ve similandinimasi amaglanmayan sekilde
spesifik diziler sunulur fakat molekuler biyoloji, biyoteknoloji ve ilgili herhangi bir ve tim
tekniklerde bilinen ilgili sens, antisens, tamamlayici, homeologlar, bélimler, fragmanlar,
5 ila 3' ve 3 ila 5" ve analoglar icerir. Ayrica, solunum yolu viral enfeksiyonu igin
insanlarin tedavi edilmesinden bahsedilmekle birlikte, Jennerian asi vekidrinun, genel
olarak memelileri, ve dzellikle insanlari tani etmek veya tedavi etmek icin in vitro veya
in vivo kullanilan dider asgilarin veya prosedirlerin geligtiriimesi icin bir omurga olarak
kullanilabilecedi (izerinde durulmaktadir. Ornegdin, sadece ve sinirlandinimasi
amaclanmayan sekilde asi vekidriiniin kdpekler, kediler, atlar, sigirlar ve primatlar gibi
insan olmayan memelilerde kullanimi lizerinde durmaktadir. Ayrica, asilar ve/veya
bilesimler istege badli olarak farmasétik olarak kabul edilebilir seyrelticiler ve/veya
adjuvanlar icerir, fakat ayni zamanda arastirma tipi seyreltici‘lkatki maddeleri ve/veya

seyrelticifadjuvanlann kullanimini igerir.
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SEKILLERIN KISA AGIKLAMASI

Patent veya basvuru dosyasi, renkle yuritulen en az bir ¢izim i¢erir. Bu patentin veya
patent bagvurusu yayinlarinin renkli ¢izim{ler)inin kopyalarn, talep edilmesi ve gerekli

ucretlerin ddenmesi suretiyle Ofis tarafindan saglanacaktr.

Sekil 7'de sunulan dizi iginde, dizilerle bir arastirma yaparak farkh Sendai virlis
genlerini bulabilirsiniz. $ekil 7B-7H'de sunulan diziler, 7A'daki vektdr dizisinden
dogrudan alinmigtir ve ayri ayr sunulmaktadir. ligili protein dizileri detayll agiklama

icerisinde saglanmsgtir.

Sekil 1. Lusiferazi eksprese eden Sendai viruslerinin in vifro ve in vivo
fenotipleri. (A) P-M, M-F ve F-HN gen baglantilarina eklenen ateg bocegi
lusiferaz genini (luc) igeren rekombinant Sendai virusleri Gretilmigtir. (B) 33°C'de
(kapali semboller) ve 37°C’de {acik semballer) 0,01 PFU/hiicrenin gok sayida
enfeksiyonda (MOI) enfekte edilmis LLC-MK2 hiicre kilturlerinde yabani tip
(WT) ve lusiferazi eksprese eden SeV'lerin ¢oklu adim replikasyon kinetikleri.
(C) liminesans ile dlglilen 5 PFUthiicresinin bir MOI'sinde rekombinant SeV'ler
ile enfekte edilmis LLC-MK2 hucrelerinde lusiferaz raportdr gen
ekspresyonunun kinetidi. (D} SeV'lerin intranazal asilanmasindan sonra
farelerin  vlacut agirliklarindaki  degisiklikler. (E) SeV'lerin intranazal
asllanmasindan sonra farelerin hayatta kalma yuzdesi. (F) Akis sitometrisi ile
Olcildigu Ozere, enfeksiyondan 10 gun sonra farelerin bronkoalveolar lavaj
sivisindan (BALF) geri kazanilan toplam lenfosit sayilan. (G) ELISA
deneylerinde karsilikhi ug nokta seyrelimelern ile dl¢ildagu Gzere enfeksiyondan
10 gin sonra toplanan farelerin serumlarinda SeV spesifik baglanma antikoru
titreleri. D-G panellen i¢cin, bes adet 8 haftalik 129/Sv-sugu fareleri gruplari,
7.000 PFU rekombinant SeV veya fosfat tamponlu salin (PBS) ile intranazal
olarak asillanmistir ve deneyler iki kez gergeklestirilmistir. Kimilatif veriler, D ve
E panellerinde gosteriimektedir ve temsili veriler, F ve G panellerinde
gosterilmektedir.

Sekil 2. Canh farelerin solunum yollarinda SeV enfeksiyonunun non-
invaziv biyoluminesans goriintillemesi. Sekiz haftalk fareler 7.000 PFU
SeVce-lue (P-M), SeVe-luc(F-HN) veya SeVce-luc (M-F*) ile intranazal olarak

asllanmistir. Her 24 saatte fareler lusiferin substrati ile intraperitoneal olarak
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enjekte edilmig, izofluran ile anestezi edilmig, bir Xenogen Lumina cihazi ile
goruntulenmis ve daha sonra iyilesmeye birakilmistir. Bir deneyde,
biyoluminesans SeVe-luc (P-M) SeVe-luc (P-M), SeVe-luc{F-HN) veya SeVc-luc
(M-F*) ile enfekte edilmis 129/SvJ fareleri icin 2. ginde (A) veya; enfeksiyon
sonrasi (p.i.) 7. gande (B) gdsterilmektedir. Ikinci bir deneyde, biyoluminesans,
SeVc-luc (M-F*) ile enfekte edilmis 129/SvJ, DBA/2, BALB/c veya C57BL/6
fareleri icin 2. ginde (C)} veya 7. gunde (D} gosterilmektedir. Veriler, bir
gokkusadi kitlesi dlgeginde, bir biyoluminesans yogunludunun bir 6lgiimi olan
radyans olarak gorintilenir. Radyans degerleri 1x108 (mavi) ila 1x10° (kirmizi)
foton/sn/cm?/steradian arasinda dedisir. Kirmizi daireler, nazofarenks igindeki
toplam akig (foton/sn) hesaplamak icin ilgili bdlgeleri (ROI) gosterir ve kirmizi
dikdartgenler trakea ve akciderler icin ROl alanlanini gésterir.

Sekil 3. 129/Sv farelerin solunum yollarinda SeV yayillimi ve klirensinin
kinetigi. (A) Enfeksiyonun boyutlan, her 24 saatte bir canli, anestezi
uygulanmis farelerin invaziv olmayan biyoluminesans gorintilemesi ile
belirlenmistir. Her bir veri noktasi 6 farenin ortalama biyoluminesansini temsil
eder. Biyoluminesans yogunlugunun toplam akisi (foton/sn), ilgili bolgedeki
radyans toplami olarak hesaplanir. (B - D) Nazal konkalar, trakea ve
akcigerlerde virus replikasyonunun kapsamlar, bildirilen glnlerde 3 fareden
olusan gruplann kurban edilmesi ve LLC-MK2 hiicrelerindeki enfeksiyoz
virlslerin titreleri Olgllerek belirlenmistir. Her iki deney tekrarlanmig ve temsili
veriler gosterilmistir.

Sekil 4. Viris dozu ve fare susunun bir fonksiyonu olarak viris
replikasyonu ve patojenez. SeVc-luc(MF*) ile 129-sus farelerin 70 ila 7.000
PFU arasinda degisen dozlarda intranazal agilanmasindan sonra,
biyoluminesans yodunluklarinin (A) ve viral titrelerin (B) toplam akisi Sekil 3'te
aciklandigi gibi dlculda. (C) Vicut agirhdr degisimlerinin yuzdeleri, 129-sus
farelerinde 70 ila 7.000 PFU SeVc-luc(MF*) enfeksiyonundan sonra on fare
grubu igin dl¢lldd. Deney tekrarlanmis ve temsili veriler gosterilmigtir. {D) 129-
sus farelerin serumlarindaki SeV-spesifik baglanma antikoru titreleri, 70 ila
7.000 PFU SeVc-luc (M-F*) ile asilanmasindan 10 glin sonra toplandi ve ELISA
deneylerinde karsilikll u¢ nokta seyreltileri olarak rapor edildi. iki kez
gergeklestirilen deneyde bes enfekte ve iki kontrol faresi kullanildi. Temsili
veriler gosterilmigtir. (E) Biyoluminesans yogunluklarinin toplam akigi SeVe-
luc{MF*) ile 129-Sv, DBA/2, BALB/c veya Ch7BL/6-sus farelerin 7.000 PFU
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intranazal asillanmasindan sonra nazofarenks, trakea wve akcierlerde
bulunmaktadir. Ortalamalar alti hayvan icindir, deney tekrarlanmig ve temsili bir
denemenin sonuglarn gdsterilmistir. (F) Vucut agirhdr degdisiminin ylzdeleri,
7.000 PFU SeVc-luc (M-F*) ile enfekte edildikten sonra 10 fare grubu igin
Olcilddl. Deney tekrarlanmis ve temsili veriler gosterilmistir.

Sekil 5. Temasla bulagma sonrasi SeV enfeksiyonu ve immiinite. Kafes
basina bir fare, 70 PFU (A, C, E) veya 7.000 PFU (B, D, F} SeVc-luc (M-F*) ile
dogrudan asilandi ve bir giin sonra 3 saf hayvanla bir kafese yerlegtirildi.
Bireysel 129-susu (A - B} ve BALB/c-susu (C - D) farelerinin nazofaringeal
kavitelerinde toplam biyoluminesans yogunluklari gdsteriimektedir. Serum, 60.
gunde toplandi ve temas fareleri, 63. ginde 7.000 PFU SeVc-luc (M-F*) ile test
edildi, bdylece potansiyel yeniden enfeksiyon, biyoluminesans ile izlenebilir hale
geldi. SeV-spesifik baglanma antikoru titreleri, 7¢ PFU (E) veya 7.000 PFU (F)
ile asianmis hayvanlarla birlikte yerlestirilmis farelerden alinan 60. ginde
toplanan serumlann karsilikli ug nokta seyreltileri olarak olglimastir. Agik
gubuklar dodrudan olarak 0 giinde asilanmis farelere karsilik gelir ve kaln
gubuklar temas farelerine karsilik gelir. Deney, 129-sus fareler (3 donér hayvan
ve 9 bulagmig) icin U¢ kopya halinde gergeklestirildi ve BALB/c-sus fareler icin
kapyalandi (2 donor hayvan ve 6 bulasmis).

Sekil 6. Temasla bulagma sonrasi SeV enfeksiyonunun zamanlamasi ve
doku-tropik yayilmasi. SeVc-luc(MF*) ile asilanmis fareler ile temas farelerinin
ortak barinmasi Sekil 5'te aciklanmistir. Bireysel, temsili 129-sus (A - B) ve
BALB/c-sug (C - D} fareler biyoluminesans yogunluklarinin toplam akisi,
nazofarenks {lg¢genler), trakea (daireler) ve akcigerler (kareler) icin
gosterilmistir. 70 PFU (E)} veya 7.000 PFU (F) ile dondrlerin agilanmasindan
sonra nazofarinkste (limit:> 6 log10 foton/s) biyoluminesansin saptanmasina
kadar gecen sure. BALB/c (G) ve 129/3vd farelerinde (H) ortalama yuzde agirlik
degdisimi. Temasla bulasma deneyi 129/SvJ fareleri icin (¢ kopya halinde ve
BALB/c fareleri igin iki kopya halinde gergeklestiriimistir. Agik semboller ve
cubuklar dogrudan asilanmis farelere karsilik gelir ve kati semboller ve ¢ubuklar
temas farelerine karsilik gelir. Panel g ve h'de X sembolii, enfekte edilmemisg,
PBS asilanmis kontrol farelerine karsilik gelir.

Sekil 7. Dizi Listeleri. Sekil 7A-H, asagidaki gibidir: A, Modifiye edilmis bir
SeV yapisinin dizisi (pSeVc) (Ayrica bakiniz Tablo 1) ve tek tek Sendai viras
genleri i¢in diziler saglanir; B, NP cDNA: (SEQ. ID. NO.::4); C, P cDNA: (SEQ.
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ID. NO.: 6); D, C cDNA (SEQ. ID. NO.: 8); E, M cDNA: (SEQ. ID. NO.: 10); F, F
cDNA (SEQ. ID. NO.: 12); G, HN ¢DNA (SEQ. ID. NO.:14); ve H, L ¢cDNA (SEQ.
ID. NO.: 18). ligili translasyonlar ayrintili tarifnamede gosterilmistir. Diziler 5' ila

3' (soldan sagda) olarak listelenmistir. Seklin anahtart asadidaki gibidir:

PSeV¢ plazmidi icindeki genler icin Dizi Anahtan

—= = Baglangic Kodonu

4 = Durdurma Kodonu

Meneksge = NP gen dizisi

Mor = P gen dizisi

MOR TUM CAPS = C gen dizisi (P geninde dahili baslangig alani)
turuncu = M gen dizisi

Koyu mavi = F gen dizisi

Pembe = HN gen dizisi

Koyu siyah = L gen dizisi

= Transkripsiyon baslatma sinyali

= Notl (ilgili gende klonlama igin, érmegin hPI1V-2)

Sekil 8 Sendai virus vektér genomuna yabanci genlerin eklenebildigi
alanlarin érnekleri. Ekleme alanlan, P, M, F ve HN genlerinin yukari akisindaki
pozisyonlari icerehilir, ancak bunlarla sinirli degildir. Yabanci gen kasetleri, Notl
kisittama endoniikleaz alanlan tarafindan kusatilmistir ve Sendai viriis vektora
cDNA plazmidleri, cesitli Sendai viris genlerinin yukar yonde akisinda 6zgin
Notl kisitlama endoniikleaz bolgelerine sahip olacak sekilde tasarlanmstir.

Sekil 9. Lusiferazi eksprese eden Sendai virtslerinin yapimi. (A) Ates
bdcedi lusiferaz gen kasetinin nikleotid dizisi. Bir pGEM3 klonlama plazmidi,
kusatan Nofl kisitlama bdlgelerini, ates bdcegi lusiferaz raportdor genini, gen
ucunu ve gen baglangic dizilerini icerecek sekilde tasarlandi. (B) Lusiferaz
raportdr gen kasetini (¢ gen badlantisina eklemek igin, ¢ pSeV genom
plazmidi, P-M, M-F ve F-HN gen baglantilarinin her birinde 6zgin bir Not/
kisitlama bdlgesi igerecek sekilde klonlanmigtir. PSeV-luc(MF*) genom plazmidi

icin, yabanci gen ve ek gen baglanti eklenmesi nedeniyle beklenen
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atenllasyonu kompanse etmek amaciyla dogal olarak olusan suboptimal
basglatma sinyali AGGGATAAAG (SEQ. ID. NO.: 19), daha etkili baslatma
sinyaline AGGGTGAAAG (SEQ. ID. NO.: 20) degismistir. Ates bocegi lusiferaz
gen kaseti (panel A), pGEM3 plazmidinden, Notl kisitlama bdlgeleri kullanilarak
pSeV genom plazmidlering alt klonlanmigtir. {C) WT ve lusiferaz raportér gen
(luc) igeren rekombinant SeVleri kurtarmak icin pSeV cDNA plazmidlerinin
tasarimi. SeV genlerinin nikleoprotein {N), polimeraz (P), matriks (M), flzyon
(F), hemaglutinin-néraminidaz {HN) ve buylk (L) proteinin konumlarinin yani
sira T7 RNA polimeraz promotdri (T7) ve hepatit delta virisa ribozim dizisi
(ribo) gbsterilmistir. Gen baslatma dizileri yesil renktedir ve dodal olarak olusan,
subtestimal AGGGATAAAG (SEQ. ID. NO.: 19) gen dizisi WT SeV'nin M ve F
genleri arasinda dizilis san olarak gésterilmistir. Gen ug dizileri kirmizi olarak
gosterilmistir. N geninin yukarisindaki 3' lider dizi ve L geninin asadi yondeki 5'
fragman dizisi basitlik agisindan gosterilmemistir.

Sekil 10. SeV protein ekspresyonu ve virionlara dahil olma. (A) LLC-MK2
hiicrelerinde SeV protein ekspresyonu. LLC-MK2 hiicrelerinin konfluent tekli
tabakalar, 5 PFU/hicrenin bir MOl'sinde rekombinant SeV'ler ile enfekte edildi
ve 16 saat sireyle inkiibe edildi. Radyo-etiketleme ve immunopresipitasyonun
ardindan, lizatlardaki viral proteinler SDS-PAGE ile g¢ozulmis ve bir fosfor
gorantuleyici ile gorsellegtiriimigtir. (B) SeV protein ekpresyon oranlari. Protein
ekspresyonu, ImageQuant® 5.2 vyazihmi ile &lgllmis ve N proteininin
ekspresyon seviyesine normalize edilmistir. Veriler, (i¢ deneyin ortalamalarini
(+/- standart sapma) temsil eder. (C) SeV bilesimi. Rekombinant SeV'ler,
embriyonlu tavuk yumurtasinin allantoik kavitelerinden toplandi, SDS-PAGE ile
aynlan ve Coomassie Mavisi ile gorsellestirilen bir sukroz gradyan ile
santrifijlenerek saflastinidi.

Sekil 11. Farelerde rekombinant SeV'ler tarafindan enfeksiyona karsi
immiinolojik yanitlar. Bes adet 8 haftahk 129/Svd fare grubu, 7.000 PFU
rekombinant SeV veya PBS igeren 30 pl ile intranazal olarak asillanmigtir. 10.
ginde, serum toplandi ve farelere bronkoalveolar lavaj sivisini (BALF) geri
kazanmak igin 6tanazi uygulandi. Deneyler, gdsterilen temsili verilerle iki kez
gergeklestiriimistir. Her wveri noktasi tek bir hayvani temsil eder ve yatay
gubuklar grup ortalamalarini gosterir. BALF'dan geri kazanilan CD4 + (A) ve

CD8 + (B) T hucrelerinin sayisi, akis sitometrisi ile belirlenmigtir. (C) Serumdaki
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lusiferaz-spesifik badlanma antikoru titreleri, ELISA deneyleri ile belirlendi ve
kargilikli u¢ nokta seyreltmeleri clarak eksprese edildi.

Sekil 12, 129/SvJ farelerinin solunum yollarinda Bioluminesans ve Sendai
virisi titreleri. 8 haftalk G¢ fare grubu, 7.000 PFU rekombinant SeV ile
intranazal olarak agilanmistir. (A) /n vivo biyoluminesans, 4 ve 6. ganlerde (i¢
lusiferazi eksprese eden virlislerin timi icin dlglilmis, sonrasinda akcigerler
hemen hasat edilmis ve homojenize edilmig, boylece ex vivo lusiferaz aktivitesi
olglilebilmistir. En kiglik kareler dogrusal regresyon modeline sahip verilerin bir
uyumu, 0.878'lik bir R2 degeri vermistir. RLU badil 11k birimleri anlamina gelir.
(B) Kamera tarafindan algilanan 1sik ile nazofarenks (lggenler), trakea
(daireler) ve akcigerlerden (kareler) homojenatlann viral titreleri arasindaki
karsilagtirma. Her bir nokta, SeVc-luc(MF*) ile enfekte edilmis tek hir fareden
alinan verileri temsil eder ve 2, 3, 5 veya 7 no.lu ginlerde gahsilir. En klgOk
kareler lineer regresyon, sirasiyla nazofarenks, trakea ve akcigerler icin 0.864,
0.915 ve 0.961 R2 degerlerini verir.

Sekil 13. BALB/c ve 129/SvJ farelerinin solunum yollarinda Bioluminesans
ve Sendai virdisi titreleri. 8 haftalik (i¢ fare grubu, 70 veya 7.000 PFU SeVc-
luc (M-F*) ile intranazal olarak asilandi. (A) /n vivo biyoluminesans, 2, 3, 5ve 7
nci gunlerde 7.000 PFU virOsl ile enfekte edilmis BALB/c farelerinde dlgulda.
Daha sonra hayvanlara 6tanazi yapildi ve dokular hasat edildi, boylece doku
homojenatlarindan virlis titreleri, LLC-MK2 hiicrelerinde plak titrasyonu ile
olcllebilirdi. Doku homojenatlarinda virlis titreleri ile kamera tarafindan
algilanan 1gik arasindaki korelasyonlar, sirasiyla, nazofarenks, trakea ve
akcigerler igin 0.928, 0.656 ve 0.846 R2 dederleri ile bulunmustur. Nazofarenks
(B) homojenatlarinda ve 70/7.000 PFU SeVc-luc(MF*) ile enfekte edilen
BALB/c- ve 129-strain farelerinin akciderlerinin (C) virls titreleri, LLC-MK2
hicrelerinde plak titrasyonu ile olglldi. Veriler, alti farenin ortalama virUs
titrelerini (+/- standart sapma) temsil etmektedir.

Sekil 14. Asilama ve temasla bulagma sonrasinda bozulmamig farelerin
solunum yollarina yayilan Sendai virlisiinun doku spesifik zamanlamasi
ve biyikliigli. Her bir grupta, bir BALB/c veya 129/SvJ faresi, 70 veya 7.000
PFU SeVcduc(MF?*) ile intranazal olarak asilandi ve U¢ temas hayvani, Sekil
5'te tarif edildigi gibi bir giin sonra ortak barinmaya alindi (A — D). Dogrudan
asilanmasindan (acik c¢ubuklar) sonra ve temasla bulagsmadan sonra (sert

cubuklar) nazofarenks (nazop), trakea ve akcigerlerde (tespit simiri:> 6 logqyg
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foton/sn) biyoluminesansin saptanmasina kadar gegen sure. (E - H) Dogrudan
asilamadan (acik cubuklar) ve temasla bulagsma sonrasi (kalin ¢ubuklar) toplam
akisin gunlik dlgimlerinin zamana goére entegrasyonu ile belirlenen toplam
enfeksiyon blOyUklOgd. Biyoluminesansin egri altindaki alanlar (AUC) logqyg
Olgeginde toplam foton miktar olarak ifade edilir. Deney, 129-sus fareler {3
dondr hayvan ve 9 bulasmisg) igin ¢ kopya halinde gergeklestirildi ve BALB/c-
sus fareler igin kopyalandi (2 dondr hayvan ve 6 bulasmis).

Sekil 15. PSEV vapi divagrami. Sendai virisi Enders sugsu cDNA, bir yukari
yonde T7 promotdr ve asagdl yonde bir RNA kendiliinden yarilan HDV dizisi
iceren pUC vektdriine klonlanmistir.

Sekil 16. intranazal ve intratrakeal asilanmadan sonra primatlarda Z sug
agisinin ve Enders bazh asilarin kahcih@i. Afrika yesil maymunlari, Sendai
virusu Z asisi (A ve B (Skiadopoulos et al. 2002 Virclogy 297:153)) veya Sendai
virusu Enders-bazli agilar (C ve D) ile intranazal ve intratrakeal yollar ile
asilanmistir. Virlis ylkleri, enfeksiyonlari takiben URT veya LRT'de izlendi.
Sekil 17. Modifiye edilmemis Enders Sendai viriisii ve rekombinant
modifiye edilmis Sendai virlisiiniin Afrika yesil maymunlarinda RSV F
(SeVc-RSVF(F-HN)) eksprese eden Enders bazli asilarin immiinojenikligi.
Serumlar asilamadan 25 gun sonra alindi ve ELISA ile RSV F {A) ve Sendai
virisiine (B} antikor yaniti agisindan test edildi.

Sekil 18. RSV F eksprese eden modifiye Sendai viriusu Enders bazh asi
primatlan RSV'den korur. Kontrol (sol, A) ve test (sad, B) hayvanlara
agllamadan yaklasik 1 ay sonra RSV ile test edildi. Bronkoalveolar lavaj (BAL)
6rnekleri, testten sonraki 10 giin boyunca toplandi ve RSV blylmesi icin test
edildi. RSV F (SeVc-RSVF(F-HN)) eksprese eden modifiye edilmis Sendai
virusu Enders-bazli ag1 alan tum hayvanlarda alt solunum yolu RSV
enfeksiyonundan korunmustur.

Sekil 19. RSV F (SeVc-RSVF(F-HN)) eksprese eden modifiye Sendai viriisi
Enders bazh agi, diigiik dozda RSV'ye karsi koruyucudur. RSVF'yi eksprese
eden modifiye Sendai viriisli Enders-bazli asi, 10e6, 10e4 ve 10e2 dozlarinda
hayvanlar asilamak i¢in kullanildi. Butin asillanmis hayvanlar, testten sonra

akciderdeki virisiin dlctiimesiyle gésterildigi gibi RSV testinden korunmustur.

TANIMLAR
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Bu bulusun anlasiimasini kolaylastirmak i¢in asagida (bu Tanimlar béliminde tirnak
isaretleri i¢inde yer alan) birkac terim tanimlanmigtir. Burada tanimlanan terimler (aksi
belirtiimedikge), meveut bulusgla ilgili alanlarda normal vasiflara sahip bir kisi tarafindan

yaygin olarak anlagilan anlamlara sahiptir.

Burada kullanildigi sekliyle "denek” veya "hasta" terimi, buluga uygun bilesimlerin,
omegdin deneysel, tani edici, profilaktik ve/veya terapdtik amaclarla uygulanabilecedi
herhangi bir organizmaya karsilik gelir. Tipik denekler arasinda hayvanlar (6rnegin,
fareler, siganlar, tavsanlar, insan olmayan primatlar ve insanlar gibi memeliler;
bocekler; solucanlar; vb.) bulunur. /n vitro sistemler de (6rnegin hedef hiicre iginde
velveya izolasyon icin ¢alismak uzere SeV veya diger proteinleri eksprese etmek icin)
kullanlabilir. Ornedin, vyalnizca kiltirde LLC-MK2 hdcrelerinin  sinidandinimasi

amagclanmanmistir (Bakiniz Sekil 1).

Burada kullanildigi sekliyle "immuin yanit” terimi, bir antijene maruz kaldiginda bir
organizmanin immiin sisteminin reaktivitesindeki degisikligi ifade etmektedir. "Immiin
yanit" terimi, asagidaki yanitlardan birini veya her ikisini de kapsar: antikor Gretimi
(6rnedin humoral imminite) ve hdcre aracili immdnitenin indiksiyonu {drnegin,
yardimc) T hicresi ve/veya sitotoksik T hucre yanitlari dahil olmak Gzere hicresel

immanite).

Burada kullanildigi sekliyle "primer" terimi, bir oligonikleotid ile ilgilidir, ister dogal
olarak (6rnegin saflagtinimis bir restriksiyon sindiriminde oldugu gibi) ister sentetik
olarak Uretilmis olsun, bir nikleik asit zincirine tamamlayici olan bir primer uzatma
urununudn sentezinin induklendigi (diger bir deyisle, nikleotitlerin varhginda, DNA
polimeraz gibi bir indikleyici ajan ve uygun sicaklik ve pH kaosullar altinda) kosullar
altinda vyerlestirildiginde nikleik asit sentezinin bir baslangic noktas) clarak hareket
edebilir. Primer tercihen amplifikasyonda maksimum verim igin tek ipliktir, ancak
alternatif olarak cift iplik olabilir. Cift iplikse, primer, dnce uzatma rinlerini hazilamak
igin kullaniimadan oncesinde ipliklerini ayirmak igin isleme tabi tutulur. Tercih edilen
uygulamalarda, primer bir nikleik asidin ucuna eklenir, s6yle ki bir sa¢ tokas self-
hibridizasyondan olugur. Tercihen, primer bir oligodeoksiribontkleotiddir. Primer,
idiikleyici maddenin varhi§inda uzatma uarunlerinin sentezini hazirlamak i¢in yeterince
uzun olmalidir. Primerin tam uzunluklarn sicaklik, primer kaynadi ve yontem kullanimi

gibi bircok faktére bagl olacaktir. Ayrica, niikleik asit dizilerinin ug¢larinda arzu edilen
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nikleotid dizilerinin yapay olarak eklenmesi icin primerlerin PCR'de {asadiya bakiniz)

kullanilabilecegdi de Gzerinde durulmaktadir.

Burada kullanildigi sekliyle "polimeraz zincir reaksiyvonu” ("PCR") terimi, K. B. Mullis
U.S. Pat. 4,683,195, 4,683,202 ve 4,965,188 deki yontem ile ilgilidir, burada bir DNA
olmaksizin arttirmak igin bir ydntem tarif etmektedir. Hedef dizinin arzu edilen amplifiye
edilmis segmentleri, karigimdaki baskin diziler (konsantrasyon agisindan) oldugu igin,
bunlarn "PCR amplifiye" oldugu soylenir. Benzer sekilde, burada kullanilan "madifiye
edilmis PCR" terimi, bir RNA dizisinin RNA polimeraz varli§inda bir DNA sablonundan
amplifiye edildigi veya bir DNA dizisinin bir RNA sablonundan ters transkriptaz

varhiginda amplifiye edildigi amplifikasyon ydntemlerini ifade eder.

Burada kullanildi§i sekliyle "restriksivon endoniikleazlan™ ve "restriksiyvon enzimleri"
terimleri, her biri spesifik bir nlkleotit dizisinde veya bunun yakininda cift-iplikli DNA'y!
kesen bakteriyel enzimleri ifade eder.

"Antijen”, "antijenik" ve "antijenik olarak aktif" terimleri, spesifik bir hiimoral ve/veya
hicre aracih immin tepkisi tarafindan taninabilen herhangi bir madde ile ilgilidir.
"iImmiinojen”, "immiinojenik" ve "immdnolojik acidan aktif" terimleri, spesifik bir hiimoral
ve/veya hlcre aracili immun tepkisini indlkleyebilen herhangi bir madde ile ilgilidir. Bir
antijen veya immiinojen genellikle en az bir epitop igerir. Antijenler ve immdinojenler, bir
peptid, polisakarit, nikleik asit dizisi ve/veya lipit iceren, ancak bunlarla sinirli olmayan
sekilde érmeklendirilir. Glikopeptid, lipopeptit, glikolipid, vb. dahil (sinirlama olmaksizin)
lipidler, polisakkaritler veya nukleik asit dizileri olan peptidlerin kompleksleri Uzerinde
durulmaktadir. Bu kompleksler, az sayida epitopa sahip kuglk molekillerin tatmin edici

bir immiin yaniti kendi kendilerine uyarmadi§) dzellikle yararli immunojenlerdir.

Burada kullanilan "niikleik asit dizisi" terimi, bir oligonikleotid, bir nikleotid veya bir
poliniikleotid ve bunlarin fragmanlan veya bdlimleri ve bunun tersi ile ilgilidir ve tek
veya cift iplikli olabilen genomik veya sentetik orijinli DNA veya RNA'ya karsilik gelir ve
duyu veya antisens ipli§i temsil eder. Benzer sekilde, burada kullanilan "amino asit

dizisi", peptit veya protein dizisi ile ilgilidir.
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Burada kullanildig sekliyle "antisens" terimi, DNA'ya referans olarak kullanildi§inda, bir
DNA dupleksinin bir sens dizisine tamamlayici olan bir dizi ile ilgilidir. Bir DNA
dupleksinin bir "sens ipligi”, bir DNA dupleksi icinde, bir dodal yolla bir hicre tarafindan
bir "sens mRNA'si"na transkribe edilen bir ipliJe deginmektedir. Dolayisiyla bir
"antisens" dizisi, bir DNA dupleksinde kodlamayan iplikle ayni diziye sahip olan bir
dizidir.

Burada kullanildig sekliyle "tamamlayici" veya "tamamlayicilik" terimleri, baz esleme
kurallar ile ilgili polintikleotidlere (diger bir deyigle, bir nikleotid dizisi) referans olarak
kullaniimaktadir. Omegin, "5'-A-G-T-3' " dizisi icin "3'-T-C-A-5' " dizisi tamamlayicidir.
Tamamlayicilik, nikleik asitlerin bazlarinin baz eglestirme kurallarnina gore eglestirildigi
sekilde "kismi" olabilir. Veya nukleik asitler arasinda "tam” veya "toplam” tamamlayicilik
olabilir. NUkleik asit iplikleri arasindaki tamamlayicilik derecesinin, nlkleik asit iplikleri
arasindaki hibridizasyonun etkinli§i ve gicl (zerinde &nemli etkileri vardir, Bu,
amplifikasyon reaksiyonlarinda ve nikleik asitler arasindaki baglanmaya badli olan

tespit yontemlerinde 6zellikle dnemlidir.

"Homoloji" terimi, bir dereceye kadar tamamlayicilik anlamina gelir. Kismi homoloji
veya tam homoloji {dider bir deyisle, kimlik) olabilir. Kismen tamamlayici bir dizi, tam
tamamlayici bir nikleik asit molekilinin bir hedef nikleik asite hibritlenmesinden en
azindan kismen inhibe eden bir nikleik asit molekillidir, "bluyuk élgide homolog"dur.
Tam tamamlayici dizinin hedef diziye hibridizasyonunun inhibisyonu, disik sertlik
kogullari altinda bir hibridizasyon analizi (Southern veya Northern blot, sollisyon
hibridizasyonu ve benzeri) kullanilarak incelenebilir. Blyik oél¢iide homolog bir dizi
veya prob, dusuk sertlik kogullar altinda tamamen homolog bir nukleik asit
molekulinin baglanmasina (dider bir deyisle hibridizasyona) karsi rekabet eder ve
inhibe eder. Bu, dislk sertlik kosullarinin, spesifik olmayan bagdlanmaya izin verecegi
anlamina gelmez; disuk sertlik kosullari, iki dizinin birbirine baglanmasinin spesifik
(diger bir deyisle, segici) bir etkilesim ile olmasini gerektirir. Spesifik olmayan
baglanmanin yoklugu, esas olarak tamamlayici olmayan (drnedin yaklasik %30'dan
daha az ozdeslik) ikinci bir hedefin kullaniimasiyla test edilebilir; spesifik olmayan

badlanmanin yoklugunda prob, tamamlayici olmayan ikinci hedefe hibridlenmeyecektir.

Burada kullanildig sekliyle, "ag1” terimi, bir konakciya bir hedef viris veya patojenden

bir enfeksiyon ve/veya hastaliktan bir dereceye kadar koruma saglamak igin uygulanan
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bir immtnojenik bilegim ile ilgilidir. Ayrica, bir dereceye kadar koruma, bir enfeksiyon
velveya hastaligin bir veya daha fazla semptomunun azaltiimasi, hafifletiimesi,
modifiye edilmesi vefveya iyilestirimesini igerir ancak bunlarla sinirl degildir. Genel
olarak, solunum yolu hastaliklannin bazi semptomlari, bilinen soguk alginhg
semptomlan ve daha dzel olarak, drnedin sadece ve sinirlayici olmayacak sekilde,
nefes alma zorlugu veya solunum yetmezligi, 6ksirik, ates, krup &ksiirlik (gcogunlukla
"havalama" 6ksiirigl olarak tarif edilir), sivanoz {oksijen eksikligi nedeniyle mavimsi cilt
rengi), burun akmasi, tikali burun, hisirtili tikaniklik vefveya burun akintisini igerir.
Dahasi, solunum hastaliklan akcigerleri etkileyerek bronsiyolit veya zatlrreye neden
olabilir. Bu tdr bir bilegim, "farmasétik olarak kabul edilebilir” bir seyreltici ve/veya
tagiyicl veya herhangi bir tagiyici, adjuvan veya seyreltici icerebilir. Omegin, sadece ve
sinir olmayacak sekilde kabul edilebilir seyrelticileri tagiyicilari Remingtons "The
Science and Practice of Pharmacy,” 21st Ed. 2005'te bulunabilir. "Farmasdétik olarak
kabul edilebilir" ifadesi, insan ve hayvan dokulari ile temas halinde kullanim i¢in uygun
olan, saglam tibbi yargl kapsaminda olan asin toksisite, irritasyon, alerjik yanit veya
baska bir sorun veya komplikasyon olmaksizin, makul bir yarar/risk orani ile orantil
bilesikler, maddeler, bilegimler ve/veya dozaj formlanni ifade etmek igin

kullaniimaktadir. Sayisiz agi formilasyonlar, teknikte uzman kisilerce bilinir.

Asllar, tek baslarina veya cesitli yardimci maddeler/tagiyicilar ile kombinasyon halinde
uygulanabilir. Farmasétik tasiyicilar teknikte uzman kisilerce bilinmektedir. Bu tipik
olarak, fizyolojik pH'de steril su, salin ve tamponlu gozeltiler gibi gozeltiler dahil olmak
Uzere insanlara asilarin uygulanmasi igin standart tagiyicilar olacaktir. Dider bilesenler
arasinda eksipiyanlar, tasiyicilar, kalinlastinicilar, seyrelticiler, tamponlar, koruyucu

maddeler ve yuzey aktif maddeler bulunur.

Burada kullanildi§) sekliyle "uygulamak® ve "uygulama" terimleri birbirinin yerine
kullanilabilir ve sadece ve siniandirici olmayacak sekilde, aerosol, damlacik,
parenteral enjeksiyon (Omedin intraperitoneal, subkutan veya intramiiskiler) ile,
damlacik vyoluyla intranazal olarak, inhalasyon ile uygulamayi igerir. Bakiniz

Remingtons et al. "The Science and Practice of Pharmacy”, 21. Ed. 2005.

Burada kullanilan "Sendai virdsd" terimi, hPIV-1'in murin homologu olan bir fare

parainfluenza virasudur.
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Burada kullanilan “"raportdr gen” terimi, virls izlemeyi kolaylastiran bir arag icerir.
Ornegin sadece ve sinirlayici olmayacak sekilde, burada tarif edilen haberci gen,
teknikte uzman Kkigilerce bilinen gorsel olarak izleme (drnegin isaretli problar veya
antikorlar) ile birlikte lusiferaz, yesil floresan protein, kirmizi floresan protein igerir.
Ayrica, spesifik drmekler verilirken, mevcut bulusg tarafindan izlenmesi igin yararl olan,
flioresan, biyoluminesan, luminesan ve ilgili raportér proteinlerin baska herhangi bir

yolu Gzerinde durulmaktadir.

Burada kullanildigi sekliyle "konakgi hicre” terimi, bir heterolog geni codaltabilen
velveya kopyalayabilen vefveya g¢evirebilen herhangi bir hiicre ile ilgilidir. Dolayisiyla,
bir "konakgi hicre", in vitro veya in vivo olarak bulunsun bulunmasin herhangi bir
Okaryotik veya prokaryotik hicre (6rnedin, LLC-MK2 hdcreleri (bakiniz Sekil 1),
bakteriyel hucreler, E. coli, maya hdcreleri, memeli hicreleri, kus hucreleri, amfibi

hicreler, bitki hiicreleri, balik hiicreleri ve bécek hlicreleri ile ilgilidir.

Burada kullamlidigi sekliyle "yabani tip" terimi, bir gene referans olarak verildiji zaman,
dogal olarak olugan bir kaynaktan izole edilmis bir genin &zelliklerine sahip olan bir
gene karsilik gelir. Bir gen driinune referans olarak "yabani tip" terimi, dogal olarak
olusan bir kaynaktan izole edilen bir gen Grundnidn dzelliklerine sahip olan bir gen
aronad ile ilgilidir. Bir nesneye uygulanan ve burada kullanildigi seklivle "dogal olarak
meydana gelen” terimi, bir nesnenin dofada bulunabilecedi gercedini ifade eder.
Ornegin, dogada bir kaynaktan izole edilebilen ve laboratuvarda insan tarafindan kasitli
olarak modifiye edilmemis bir organizmada (virisler dahil) bulunan bir polipeptid veya
polindkleotid dizisi dogal olarak meydana gelir. Bir yabani tip gen, bir papllasyonda en
sik gbzlenen ve dolayisiyla, genin "normal” veya "yabani tip" formunu gelisiglizel olarak

belirleyen bir gendir.

Aksine, bir gen veya bir gen Uriiniine referans olarak "modifiye” veya "mutant” terimi,
sirastyla bir gen veya dizi ve/veya fonksiyonel 6zelliklerde modifikasyonlar sergileyen
bir gen Uriniane atifta bulunur (diger bir deyisle, yabani tip gen veya gen rinQ ile
karsilastinildiginda dedistiriimis 6zellikler). Dogal olarak olusan mutantlarin izole
edilebilecegine dikkat edilmelidir; bunlar, yabani tip gen veya gen Grilnlne Kiyasla

karakteristik 6zelliklerini degistirdikleri gercedi ile tanimlanir.
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Burada kullanildigi sekliyle "bir modifiye Enders" terimi, bir Z Sendai viriis susu

genomunun bir bolimand iceren bir Enders Sendai virisu susu genomu anlamina gelir.

Burada kullanildigr sekliyle, bir "kimera", islevsel kambinasyon i¢inde farkh bir Sendai
virlst susu genomunun bir ya da daha fazla bolimdna igeren bir Enders Sendai virGs(
susu genomu anlamina gelmektedir. Daha 6zel olarak, érnegin bir uygulamada sadece
(ve sinirlayici olmayacak sekilde) mevcut bulusg, bir Z Sendai virlst susu genomunun
bir veya daha fazla bolimuni igceren bir Enders Sendai virlisi susu genomunun

Uzerinde durmaktadir.

Burada kullanildigi seklivle, "saflagtinlmig" terimi, dogal ortamlarindan ayrilan, izole
edilmis ya da aynlmig olan nikleik asit ya da amino asit dizileri olan molekilleri
belitmektedir. Dolayisiyla bir "izole edilmis nukleik asit dizisi", saflagtinimis bir ntkleik
asit dizisidir. "Blyuk olgide saflastiriimis" molekiiller, dodal olarak badlh olduklan diger
bilesenlerden en az %60 serbest, tercihen en az %75 serbest ve daha tercihen en az
%90 serbesttir.

Burada kullanildig sekliyle, "saflastirilmig” ya da "saflagtirmak” terimi ayni zamanda bir
numuneden kirletici maddelerin  ¢ikarilmas) ile ilgilidir. Kirletici  proteinlerin
uzaklastiriimas), numunedeki ilgili polipeptidin ylzdesinde bir artisa neden olur, Bagka
bir ornekte, rekombinant polipeptidler bitki, bakteri, maya veya memeli konakgi
hiicrelerinde eksprese edilir ve polipeptidler, konakgi hiicre proteinlerinin gikarilmasiyla

saflagtinlir; bu sekilde, rekombinant polipeptidlerin ylzdesi, érnekte artmigtir.

Burada kullanildidi sekliyle "in vitro" terimi, bir goklu-hiicresel organizmadan ziyade,
yapay bir ortamda, drnegdin bir test tipl veya reaksiyon kabinda, hicre kiltirinde, vb.

meydana gelen claylan belirtir.

Burada kullanilan "in vivo" terimi, bir ¢oklu-hiicresel organizma iginde meydana gelen
olaylar ifade eder. Ornegin, sadece ve sinirlayici olmayacak sekilde bir memeli,

Ozellikle de bir insan ve/veya insan olmayan bir hayvan gibi.

Burada kullanildigi sekliyle "gen" terimi, bir polipeptid, dnci veya RNA (or., RRNA,
tRNA) dretimi icin gerekli olan kodlama dizilerini iceren bir nukleik asit {drnegin DNA)

dizisi ile ilgilidir. Polipeptid, tam uzunluktaki bir kodlama dizisi veya kodlama dizisinin
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herhangi bir b&lima ile, tam uzunluktaki veya fragmanin arzu edilen aktivite veya
fonksiyonel ozellikleri (6megin  enzimatik aktivite, ligand baglanmasi, sinyal
transduksiyonu, immdnojenisite, vb.) korundugu surece kodlanabilir. Terim ayrica bir
yapisal genin kodlama bdlgesini ve her iki ugta da 5' ve 3' uglarinda kodlama bélgesine
bitisik bulunan dizileri kapsar, bdylece gen tam uzunluktaki mRNA'nIn uzunluguna
karsihk gelir. Kodlama bélgesinin 5" konumunda bulunan ve mRNA (izerinde bulunan
diziler 5' translasyona tabi tutulmamis diziler olarak adlandiriir. 3' veya kodlama
bolgesinin asadi yoninde bulunan ve mRNA Uzerinde mevcut olan diziler, 3'
translasyona tabi tutulmamig olarak adlandinlir. "Gen" terimi, bir genin hem cDNA'si
hem de genomik formlarini kapsar. Bir genin bir genomik formu veya klonu, "intronlar"
veya "araya giren bdlgeler” veya "araya giren diziler” olarak adlandinlan kodlamayan
diziler ile kesintiye ugrayan kodlama bélgesini icerir. Intronlar, nikleer RNA'ya (hnRNA)
transkribe edilen bir genin pargalaridir; intronlar, arttincilar gibi dlzenleyici elemanlar
icerebilir. Introronlar niikleer veya birincil transkripten cikanlir veya “ayrilir”; bu nedenle
intronlar raportdor RNA (mRNA) transkriptinde bulunmaz. mRNA, translasyon sirasinda,
yeni ortaya ¢ikan bir polipeptidde amino asitlerin dizisini veya sirasini belirtmek igin

iglev gorar.

Burada kullanildi§i sekliyle "heterolog gen” terimi, dogal ortaminda olmayan bir gen ile
ilgilidir. Ornegdin, bir heterolog gen, baska bir tiire dahil edilen bir tiirden bir gen igerir.
Bir heterolog gen ayrica, bir sekilde degistiriimis bir organizmaya natif bir geni (¢rnegin
mutasyona ugramis, ¢cok sayida kopya halinde eklenmis, natif olmayan diizenleyici
dizilere baglanmis, vb.) igerir. Heterolog genler, heterolog gen dizilerinin, tipik olarak,
kromozomdaki gen dizileriyle dodal olarak iliskili bulunmayan veya dodada bulunmayan
kromozomun boéldmleri ile iligkili olan (6rmedin, genlerde eksprese edilen genler) ile
baglantii clan DNA dizilering tipik olarak dahil edildigi i¢in endojen genlerden ayirt

edilir. (6rng genin normal olarak eksprese edilmedigi ortamda eksprese edilen genler).

Burada kullanidigi sekliyle “iglenebilir kombinasyonda®, "galistinlabilir durumda” ve
"islevsel olarak baglantil" terimleri burada kullanildidi sekliyle nikleik asit dizilerinin
bagdlantisi ile ilgilidir, soyle ki nukleik asit molekuld, belirli bir genin transkripsiyonunu
yBnlendirebilir ve/veya arzu edilen bir protein molekiliinin sentezi Gretilebilir. Terimler
ayrica, amino asit dizilerinin, fonksiyonel bir proteinin Uretilecegi sekilde baglanmasi

anlamina da gelir.
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Burada kullanildidi sekliyle, "hiicre k(ltur(" terimi, herhangi hir in vifro hicre kiltlriinG
ifade etmektedir. Bu terime, sirekli hicre hatlar (drnegin bir 6lumsiz fenotipine sahip),
birincil hucre kulturleri, donustirilmias hicre cizgileri, sonlu hucre hatlan {(drnegin
dénustarilmemis hicreler) ve jin vitro muhafaza edilen diger hicre popillasyonlar
dahildir,

Burada kullanildi§i sekliyle, "Coklu Enfeksiyon (MON)" terimi, enfeksiyoz virls
parcaciklarinin hedef hiicrelere oranini (diger bir deyigle, bir kuyucukta biriken

enfeksiydz virls parcaciklarinin, buradaki hedef hiicrelerin sayisina aranini) ifade eder.

Burada kullanmildidi sekliyle, "Plak Olusturan Birimler (PFU)" terimi, hicreleri enfekte
edehilen ve sonug olarak bir hedef hiicre mono tabakasinda plaklar olusturabilen virls

parcaciklarinin sayisinin bir él¢lisinu ifade eder.

Burada kullanildigi sekliyle "terapdtik olarak etkili miktar” terimi, arzu edilen terapotik
etkiyi saglamak igin toksik olmayan ancak yeterli miktarda bir madde veya bilesik igerir.
Gereken tam miktar, tedavi edilen tUrler, denegin yasi ve genel durumu, tedavi edilen
durumun siddeti, uygulanan dzel ajan ve uygulama sekli gibi faktdrlere bagh olarak
denekten denede dedisecektir. Boylece, kesin bir "etkili miktar" belitmek mumkin
degildir. Bununla birlikte, herhangi bir durumda, uygun bir "etkili miktar", teknikte uzman

bir kisi tarafindan sadece rutin deneyler kullanilarak belirlenebilir.

Burada kullanildigi sekliyle "kit" terimi, maddelerim iletiimesi i¢in herhangi bir uygulama
sistemini ifade eder. Reaksiyon deneyleri baglaminda, bu tir uygulama sistemleri,
reaksiyon reaktiflerinin  (6rnegin uygun kaplarda ocligonukleotidler, enzimler, vb.)
velveya destekleyici materyalleri (drmegin, tamponlar, tahlil ger¢eklestirme talimatlar
vb.) bir konumdan dijerine depolanmasini, tasinmasini veya uygulanmasini saglayan
sistemlerdir. Ornegin kitler, ilgili reaksiyon reaktiflerini ve/veya destekleyici materyalleri
iceren bir veya daha fazla muhafaza (6rmegdin kutular) icerir. Burada kullanilan
"parcalanmig Kit" terimi, her biri toplam Kit bilesenlerinin bir ali-grubunu igeren iki ya da
daha fazla ayn kap igeren dagitim sistemlerini ifade eder. Kaplar amaglanan aliciya
birlikte veya ayri olarak uygulanabilir. Ornegin, bir birinci kap bir analizde kullaniimak
igin bir enzim icerebilirken, ikinci bir kap oligonukleotidler icerebilir. "Par¢alanmig kit"
teriminin, Federal Gida, ilag ve Kozmetik Yasasi''min 520 (e) bdluma altinda

duzenlenen Analit spesifik reaktifleri (ASR'l