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OZET
VIRAL VEKTOR IMALATI

Mevcut bulus bir modifiye edilmis memeli hicresi ile ilgilidir, burada hicrenin genomu
bir promotdr kontroli altinda CP77 kodlayan bir dizi icermesi i¢in maodifiye edilir,
béylece modifiye edilmis hiicre hatti, modifiye edilmemis hucre iginde daha az

¢ogalabilen veya hig gogalamayan bir gigek virlistinin propagasyonunu strdGrdr.



10

15

20

25

30

126

iISTEMLER

. Bir modifiye edilmis memeli hicresi olup, 6zelligi hacrenin genomunun, bir

konstitlitif promotér kontroll altinda CP77'yi kodlayan bir diziyi icermesi igin
modifiye edilmesidir, boylece modifiye edilmis hicre hatti, modifiye edilmemis
hiicrede daha az g¢ogalabilen veya hig cofalamayan bir gigek virlisiiniin
propagasyonunu surdlriir ve burada hlicrenin genomu ilaveten, bir konstitUtif

promotor kontrolil altinda D13L'yi kodlayan bir dizi igerir.

. Istem 1'e gére hiicre olup, ézelligi hicrenin genomunun ilaveten, bir promotér

kontroli altinda K1L'yi kodlayan bir dizi icermesidir.

. Istem 1'e veya istem 2'ye gére hiicre olup, 6zelligi hucrenin, bir surekli hicre

hatti olmasidir.

. istemler 1 ila 3'ten herhangi birine gére hiicre olup, 6zelligi hiicrenin, bir CHO

hicresi olmasidir.

. Istemler 1 ila 4'ten herhangi birine gére hiicre olup, 6zelligi hiicrenin, bir insan

hicresi, bir primat hicresi, bir hamster hiicresi veya bir tavsan h(icresi

olmasidir.

. istemler 2 ila 5'ten herhangi birine gdre hiicre olup, &zelligi K1L geninin

ekspresyonunun, bir konstititif memeli promotéri kontroll altinda olmasidir.

. Istemler 1 ila 6'dan herhangi birine gére hiicre olup, ézelligi CP77 geninin

ekspresyonunun, bir permisif hiicre hattinda gozlenene es-degder virls verimleri

Uretmek igin virisln propagasyonunu desteklemesidir.

. Istemler 1 ila 7’den herhangi birine gére hiicre olup, dzelligi CP77 geninin

ekspresyonunun, 500'den biylk olan bir virls replikasyon amplifikasyon

oranini desteklemesidir.
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istemler 1 ila 8den herhangi birine gére hiicre olup, ézelligi CP77 geninin,
memeli hucrelerinde ekspresyon icin kodon optimize edilmis nikleotidlerin bir

bitisik dizisi tarafindan kodlanmasidir.

CHO hicrelerinde gogalmayan bir orto-gicek virdisunu ¢gogaltmak igin bir proses
olup, dzelligi prosesin, ¢icek virlisiniin bir memeli hicre hattinda in vitro
gogaltimasini igermesidir, burada hiicre hatt, CP77'yi kodlamasi ve bir
konstitlitif promotor kontrolii altinda eksprese etmesi icin ve bir konstitttif

promotdr kontrolll altinda D13L'yi eksprese etmesi igin modifiye edilir.

istem 10'a goére proses olup, dzelligi modifiye edilmis hiicre hattinin, K1L'yi
kodlamasi ve bir promotér kontrol altinda eksprese etmesi igin modifiye

edilmesidir.

istem 10'a veya istem 11'e gore proses olup, 6zelligi modifive edilmis hiicre
hattinin, bir insan hicresi, bir primat hiicre hatti, bir hamster hiicre hatti veya bir

tavsan hicre hatti olmasidir.

istem 12'ye gdre proses olup, 6zelligi hiicre hattinin bir CHO hiicre hatt

olmasidir.
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ILGILI BASVURULAR

Bu basvuru, 1 Kasim 2013'te dosyalanmig 20132904242 Numaral Avustralya Patent
basvurusu ve 7 Subat 2014'te dosyalanmis 2014900370 Numarali Avustralya Patent

basvurusu ile iliskilidir ve bunlardan dncelik talep etmektedir.

BULUSUN SAHASI

Mevcut bulus, ¢icek virist-temelli ilaglar ¢odaltmak ve bdylelikle imal etmek i¢in uygun
olan hicrelerin ve hiicre hatlarinin gelistiriimesi ile ilgilidir. Ozel olarak, spesifikasyon,
terapdtik veya profilaktik ajanlarnn imalati icin bu tarz gigek virlislerini gogaltmak

amaciyla rekombinant modifiye edilmis hlcresel substratlar ile ilgilidir.

BULUSUN ALT-YAPISI

S0z konusu spesifikasyonda referanslarin bibliyografik detaylan, spesifikasyonun

sonunda listelenir.

Cicek virust familyasi, iki alt-familya, Chordopoxvirinae ve Entomopoxvirinae igerir.
Chordopoxvirinae, insanlan enfekte eden tireri (Grnegin, variola virlsunl, gicek
hastaliginin nedensel ajanini, (1796'da Jenner tarafindan bildirilen orijinal ¢icek
hastah asisindan olusturulan) inek ¢icek virasund, (bir ikinci nesil ¢igek hastaligr asisi
olarak kullanilan) vaksiniya virisind ve maymun ¢igek virlsunu) igeren
Orthopoxviridae'yi ve kuglan enfekte eden tirleri, 6érnegin, kus c¢icek virusuanu ve
kanarya c¢icek virusunu, igeren Avipoxviridae viruslerini iceren sekiz cinsi icerir.
Bunlann gigek hastaliyi asilarinda antijenler olarak kullammini ek olarak, bir "omurga”
vektdrler olarak rekombinant vaksiniya-temelli virlslerin ve kus-gigek virlslerinin
kullanimina yonelik ¢ok ilgi vardir. Intra-sitoplazmik vektérler olarak, Orthopoxviridae,
inter alia, yabanci antijenleri konak sitoplazmasina ve hiicre ylizeyi (izerinde sunulmasi
icin antijenleri peptitlere isleyen antijen isleme yollarina aktarabhilir. Yabanci antijenleri

kodlayan bu tarz vektorler, diger asilama stratgjileri ile tedavi edilmesinin zor oldugu
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kanitlanmis olan, hastaliklar, 6érnedin, AIDS, tlberklloz, malarya ve kanser, igin

asilarin gelistirimesinde kullanihr.

Chordopoxvirinae, boyut olarak para-gicek virlislerinde 130 kb ila kus-gicek virlslerinde
300 kb'den fazla olan aralikta lineer ¢ift-sarmalll DNA genomlarina sahiptir ve bunlarin
konak igindeki yagam siklusu bitiinlyle konak hiicre sitoplazmasinda gegirilir. Cigek-
virlsleri blyuk olgide, Ozellikle erken mRNA sentezine dahil edilen prosesler igin,
bunlarin konak hiicresinden ve konak hiicre molekillerinden bagimsiz ¢alisir. Bununla
birlikte, konak molekillerinin ara ve ge¢ viral transkripsiyonun baslatiimasi veya
sonlandirimasi i¢in kullanildid gérdlir. Cicek-virasleri, viral replikasyona olanak
saglayan hucresel kosgullara izin vermek igin spesifik olarak konak sinyalleme yollarini
hedef alan ve manipile eden yapisal olarak ¢esitli "kanak aralik faktorleri® Gretir. Codu
gicek-virist memeli hucrelerini badlayabilir ve enfekte edebilir, ancak muteakip
enfeksiyonun permisif olmasi (enfeksiydz viriyonlar (retebilmesi) veya permisif-
olmamasi {biliylk olglide enfeksiyoz viriyonlar (retememesi) dahil edilen spesifik cigek-
virlisiine ve spesifik hlicre tipine baglidir. Cigek virisu-konak etkilesimleri, dzellikle
konak-aralik genleri, molekuler dizeyinde ve hangi faktérlerin hem viral hem de
hiicresel propagasyonu kolaylastirmak amaciyla iliskiyi modile etmek igin gerekli
olduduna yonelik glncel olarak gbrece zayif bir kavrayis vardir. Konak aralik genlerinin
bir incelemesi icin, burada bltinlyle eklenmis olan Werden et al., 2008, kaynagina

basvurulabilir.

Cicek hastaligi asilari olarak ve bunu takiben viral vektdrler olarak bunlarin kullanimina
iliskin vaksiniya suslan konusundaki gdzlemler, 1960'larin baglarindan gunimize
kadar yayimlanmaktadir. Vaksiniyanin, ¢icek hastahidi asilan olarak kullanilan suglan
iceren, belirli suglari, insan hucrelerinde ¢ogalabilir ve bundan dolayi saglk risklerini,
ornegin, viral ensefalit gelismesini, temsil eder. Daha guvenli bir asi gelistirmek
amaciyla, Ankara'dan bir vaksiniya susu ("CVA" olarak ifade edilir), insan-olmayan
hiicrelerde 500 kattan daha fazla gegirilmistir. Bu proses sirasinda, vaksiniya genomu
orijinal CVA genomuna kiyasla en az alti major silinmenin gelismesini igererek blyik
Olglide dedismistir. Modifive edilmis virls, insanda daha az patojeniktir, ancak hala bir
koruyucu immin yanit meydana getirebilir. Bu ateniie edilmis vaksiniya virlsi, MVA
(Modifiye Edilmis Vaksiniya Ankara) olarak ifade edilir ve ayrica farkh geg¢is numaralan
olan viruslerin genetik ve fenotipik olarak farkli oldugu bulundugundan, geg¢is numarasi

ile de kategorize edilir. Bununla birlikte, gegis numarasi 515 MVA515'in genetik olarak
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kararh oldudu anlasiimistir.  1990'larin  baslarinda, MVA suslarinin, drnegin,
MVA572'nin ve bunun tirevinin, MVA F&'nin, permisif-olmayan hucrelerde (burada
virds c¢ogalmayacaktir) yuksek duzeylerde vaksiniya proteinleri ve heterolog
(rekombinant) proteinler eksprese edebildidi gdzlenmistir; bu, sdz konusu heterolog
molekiller, drnedin, asl veya terapi aktanmi igcin antijenleri kodlayanlar, igin bir vektor

olarak MVA'nin geligtiriimesine olanak sadlar.

Daha giincel olarak, MVA'nin bilinen alti biyilk silinmesini CVA'ya uygulama ile
MVA'nin kalitelerini tasiyan bir modifiye edilmis vaksiniya virusu Uretmeye tesebbus
edilmistir. iiging bir sekilde, bu, MVA'nIn ateniie edilmis kalitelerini tasiyan bir viris ile
sonu¢lanmamigtir. Konak aralik genlerinin yoklugunun gdzlenen atendasyondan
sorumlu olabilecedi dnerilmistir, bununla birlikte, bu dodrulanmamigtir (bakiniz,

ormegin, Meyer ef al., Journal of General Virology (1991) 72:1031-1038.

Cigek-virsleri, bir blylk, lineer dsDNA genomu, bir sitoplazmik propagasyon yeri ve
bir kompleks viriyon morfolojisi ile karakterize edilen virislerin genis bir familyasini
olusturur. Vaksiniya virlist, virisin bu grubunun temsili viristidur ve viral morfojenez
acisindan en ¢ok c¢alisilir. Vaksiniya virlsa viriyonlarinin, iki yaninda "lateral cisimler”
yer alan hir geperli, bikonkay gekirdek &zelligi gosteren bir kompleks i¢ yapisi olan
"tugla-sekilli" veya "ovoid" membrana-bagll parcaciklar olarak gorillir. Viriyon birlesme
yolu, immatlr viriyonlara {IV'lere) gelisen ve akabinde matlr viriyonlara {MV'lere)
evrilen yarim aylar igeren membranin bir fabrikasyonunu igerir. 70'ten fazla spesifik
gen UrUnd, vaksiniya virisa viriyonlarina dahil edilir, burada 50'den fazla spesifik gende

mutasyonlarin vaksiniya virisd birlesmesi Uzerinde etkileri simdi tarif edilir.

Vaksiniya virasi, bunun ylizey membranlarinin konak hicrenin plazma membrani ile
fuzyonu, boylece cekirdedi (ve lateral cisimleri) sitoplazma igin salma ve virlsun
transkripsiyonel programini aktive etme, ile hiicrelere girer. Viriyon gekirdekleri, erken
mRNA'nin sentezi ve modifikasyonu igin gerekli olan virlis-kodlu enzimlerin tam
komplemanini igerir. Erken genler, DNA propagasyonu igin gerekli olan enzimleri
kodlar ve boylelikle erken gen ekspresyon pikleri olarak, viral DNA propagasyonu,
"fabrikalar" olarak adlandirilan sitoplazmik yerlerde meydana gelir. Erken genler ayrica,
ara transkripsiyon faktorlerini ve ara genleri de kodlar, nihayetinde, ge¢ transkripsiyon
faktdrlerini kodlar, boylece ara ve geg¢ genler, viral DNA propagasyonunun dn-kosul

baslatimasindan sonra ardi ardina eksprese edilir. Boéylelikle, viral genlerin tam
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komplemani, erken, ara ve ge¢ siniflarin sinif-spesifik transkripsiyonel promotérler ve
viral olarak kodlanmis transkripsiyon faktorleri ile ayirt edilmesi ile bir temporal
kaskadda transkribe edilir. Dahasi, yalnizca c¢odaltilmis genomlar, ara ve gec
transkripsiyon igin kompetan sablonlardir. Genlerin bu iki sinifi birlikte, viriyon yapisal
proteinlerini, viriyon enzimlerini ve birlesme faktorlerini kodlar ve yeni projeni virUs

parcaciklarinin birlesmesi igin gereklidir.

Kisa bir siire sonra, viral alim ve erken ekspresyon enfeksiyon-spesifik sitoplazmik
alanlar hicre iginde olugur, bunlar yodunluk agisindan tekdizedir ve bazen, zamanla
boyutu artan sisternalardan taretilen endoplazmik retikulum (ER) ile ¢evrelenir. Bu
alanlar, viral DNA propagasyonu verlerini temsil eder ve bunlar siklikla "viral fabrikalar”

olarak adlandirihr.

Viral hirlesme, viral fabrikalar iginde kati yarnm ay-sekilli yapilann {i¢ bhoyutlu
kadehgiklerin) olusmasi ile baglar. Yilksek rezolusyonlu elektron mikrograflarinda, bu
yarim ay sekilli yapilarin dis katmani, "spikiller" olarak adlandinlan dizenli sekilde
araliklandinlmis ¢ikintilardan olusturulur. Yanm aylar, immatir viriyonlar (IV) olarak
adlandirilan kapal daireler (¢ boyutlu kireler) halinde gelene kadar ayni edriligi idame
ettirirken, boylar gdrandr bir sekilde artar. IV, yogunluk agisindan tekdize olan, ancak
cevreleyen fabrikaya kiyasla ayirt edilebilir bir sekilde elektron acisindan daha yodun
olan "viroplazm" materyali ile doldurulur. IV'ler olustukga, enkapstle edilmis DNA'nin
alim ayrica asagidaki sekilde gergeklesir: bunlar IV'ler iginde "nikleoid" olarak
adlandirilan bir elektron agisindan yogun, yuvarlak veya ovoid alt-alanlar olarak
elektron mikrograflarinda gérilir. Kondense olmus DNA'nin ndkleoidlerini iceren 1V'ler,
sikhikla "IVN" olarak ifade edilir. Bir kag¢ viriyon protein dncalinun proteolitik klevaj
yoluyla matlrasyonu, IVN'nin matdr viriyonlara {MV) morfojenezi icin gereklidir. Mattr
viriyonlarin buydk gogunlugu, dis fabrikalarda bulunur ve bir fabrikanin periferinde veya
en yakin fabrikadan bir anlamli mesafe ile gorindr bir sekilde ayriimis kiimeler olarak

var olabilir.

Cigek virtsu viriyonlari, Ug enfeksiydz formda var olur: matir viriyonlar (MV), saril
viriyonlar (WV) ve ekstraselller viriyonlar (EV). MV, virlisin en basit formudur,
¢ekirdegin konkavliklarini dolduran, iki yaninda lateral cisimler yer alan bir bikonkav,
DNA-iceren ¢ekirdek iceren membranlanmis pargaciklardir. MV normal olarak dzellikle

hicrelerin iginde bulunur ve yalnizca hicre lizisi ile serbest birakihr. WV, trans-Golgi
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sisternalarindan tdretilen iki ilave lipit ikili-katmani ile gevrelenen MV'den olusur. Dig
membranlar karakteristik viral proteinler iceren WV, EV'nin 6ncilleridir ve ayrica hucre
icinde de bulunur. EV, en dig WV membraninin plazma membrani ile flizyonu, bdylece
bir ilave membran icinde sarih bir MV'yi serbest birakma yoluyla ekzositoz yapimig
olan WV'den olusur. EV'nin bir fraksiyonu, hicre ylzeyine tutturulmus olarak
bulunurken, bazlarn ekstraseliler ortam icinde serbest halde bulunur. EV'nin, virlisiin

bir organizma iginde yayilmasi igin 6nemli oldugu disinulir.

Esansiyel genlerin virislerden uzaklastirimasi ve konak hicrelerde komplementasyon,
tedavi ve terapi amaciyla givenli ve etkili viral vektdrler Gretmek igin bir genel dnerilen
strateji olarak teknikte bilinir.  Arthrilmig  gavenligi, ekspresyonu  ve/veya
imminajenisitesi olan iyilestiriimis atenle edilmis orto-gicek vektdrlerine yénelik bir
ihtiya¢ ve bu tarz orto-gicek vektdrlerini glvenli ve ekonomik bir sekilde ¢ogaltmanin ve

imal etmenin ydntemleri igin orantili bir ihtivag vardir,

Cok sayida memeli hiicre hatti, arastirma amaglarn igin rekombinant proteinlerin
uretilmesi icin kullanilir. Bunlar, tavsan, hamster, primat ve insan kaynakli hlcre
hatlarini, drnedin, sinidandirma olmaksizin ve teknikte bilindigi tzere, HEK293, 293T,
143B, CHO, Hela, Vero ve BHK, HepG2 ve 3T3 hicrelerini igerir. Géze ¢arpan bir
sekilde, bununla birlikte, rekombinant terapétik proteinlerin blyik gogunlugunun GMP
tretimi CHO hicrelerinde yapiimaktadir; bu durum, bu hiicre hattini insan terapétikleri
icin en iyi sekilde galsiimis ve onaylanmis hicre hatti yapmistir. CHO hiicreleni,
suspansiyon kultirleri igin gok ylksek yogunluklara kadar buyuyebilir ve Grunleri
saflastirmak igin asadl akis prosesleri ok iyi gelistirilmistir. ilgili olarak, ne vaksiniya,
ornegin, vaksiniya-COP veya vaksiniya-WR ne de bunun turevleri, érnegin, MVA ve
NYVAC, CHO hicrelerin ¢ogalacaktir.

Lokal viral promotdrler ve cicek viral RNA polimerazi kontroll altinda gicek virlisiinden

viral konak aralik genlerinin ekspresyonu teknikte bilinir.
Viral replikasyonu kurtarmak veya viral replikasyona izin vermek ve konak hiicresi sag
kalimina izin vermek icin vakitli bir sekilde bir memeli hicresinin genomundan belirli

viral konak aralik genlerinin ekspresyonu daha dnceden tarif edilmemigtir.

KISA ACIKLAMA
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Mevcut spesifikasyon, bir cicek-viral konak aralik fakidorini eksprese etmesi icin
transforme edilmig in vitro kultarlenmis memeli hicrelerini ve viral vektorleri codaltmak

icin, bu tarz hicreleri killtdrlemeyi iceren, bir ydntemi tarif eder.

Bir birinci yéniinde, mevcut bulus, bir modifive edilmis memeli hiicresi sadlar, burada
hiicrenin genomu, bir promotdr kontroll altinda CP77'yi kodlayan bir dizi igcermesi igin
modifiye edilir, bdylece modifiye edilmis hiicre hatti, modifiye edilmemis hiicrede daha

az cogalabilen veya hi¢ cogalamayan bir gicek virlsinun propagasyonunu strdirdr.

Bir ikinci ydonunde, mevcut bulug, CHO hucrelerinde ¢odalmayan bir orto-gigek virisuna
¢ofaltmak icin, gicek virlisinin bir memeli hiicre hattinda in vitro ¢ogaltilmasini igeren,
bir proses saglar, burada hiicre hatti, CP77'yi kodlamasi ve bir promotdr kontrolQ

altinda eksprese etmesi modifiye edilir.

Cesitli alternatif uygulamalarda, modifiye edilmis hilicreler ilaveten, bir promotor
kontroli altinda D13L'yi kodlayan bir dizi icermesi ve/veya bir promotdr kontroll altinda

K1L'i kodlayan bir dizi icermesi icin modifiye edilir.

Burada "CP77", "K1L" ve "D13L" atiflan, fonksiyonel ortologlar ve fonksiyonel

varyantlar igerir.

OZEL UYGULAMALARIN DETAYLI AGIKLAMASI

So6z konusu bulug, 6zel prosedurler veya ajanlar, ajanlarin spesifik formulasyonlan ve
cesitl ibbi metodolojiler ile sinirh degildir, bdyle olunca da gesitlilik gésterebilir. Burada
kullanilan terminoloji, yalnizca dzel uygulamalarn tarif etme amaci tasir ve sinirlayici
olmas) amaclanmaz. Aksi tanimlanmadikga, burada kullanilan tim teknik ve bilimsel
terimler, bu hulusun ait oldugu teknikte normal uzmanhgi olan bir kisi tarafindan yaygin

bir sekilde anlasilan ile ayni anlama sahiptir.

Burada tarif edilenlere benzer veya es-deder herhangi bir materyal ve yéntem, mevcut
bulusu tatbik etmek veya test etmek igin kullanilabilir. Tatbik edenler o&zellikle
asagidakilere yonlendirilir: Sambrook et al., (1989) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Press, Plainsview, N.Y.; Ausubel et al., (1999)
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Current Prolocols in Molecular Biology (Supplement 47), John Wiley & Sons, New
York; Murphy et al., (1995) Virus Taxonomy Springer Verlag:79-87, Mahy Brian WJ
and Kangro O Hillar (Eds): Virology Methods Manual 1996, Academic Press; ve
Davison AJ and Elliott RM (Eds): Molecular Virology, A practical Approach 1993, IRL
Press at Oxford University Press; Perkus et al., Virology (1990) 179(1).276-86 veya
teknigin tanimlari ve terimleri ve teknikte uzmanhigi olan kisi tarafindan bilinen diger

ybntemler.

Burada tarif edilenlere benzer veya es-deder herhangi bir yontemin ve materyalin
mevcut bulusun tatbikinde veya test edilmesinde kullanilabilmesine ragmen, terchi
edilen yontemler ve materyaller tarif edilir. Mevcut bulugsun amaclan icin, asagidaki

terimler, asadida tanmimlanir.

Bu spesifik boyunca, baflam aksini gerektirmedikge, "icermek”, "icerir" ve "igeren"
sozclklerinin, bir ifade edilen adimin veya elemanin veya adimlar veya elemanlar
grubunun dahil edilmesini, ancak herhangi bir baska adimin veya elemanin veya
adimlar veya elemanlar grubunun diglanmamasini gosterdigi anlasilacaktir. Boylelikle,
"iceren” teriminin ve benzerlerini kullammi, listelenen elemanlarin gerektigini veya
mecburi oldugunu, ancak dider elemanlarin opsiyonel oldugunu ve bulunabilecegini
veya bulunamayacagini gdsterir. Atente edilmis orto-gigek vektdrleri badlaminda, séz
konusu vektdrler, bir esansiyel matlrasyon veya birlesme geninin silinmesini, bununla
birlikte, drnegin, vektdre bir antijenin veya baska proteinin kapsanmasi igin, ilave

modifikasyonu icerme ile atenliasyon igin modifiye edilir.

"Olugan” ile, "olugan" ifadesini takip edenleri icerdigi ve bunlarla sinirh oldugu
kastedilir. Boylelikle, "olugan" ifadesi, listelenen elemanlarin gerektigini veya mechuri
oldugunu ve bagka elemanlarin bulunamayacagini gdsterir. "Esas olarak olusan” ile,
ifadesinden sonra listelenen herhangi bir eleman icerdigi ve listelenen elemanlar igin
acgiklamada belirtilen aktiviteye veya etkiye miidahale etmeyen veya katki saglamayan
diger elemanlar ile sinirli oldugu kastedilir. Boylelikle, "esas olarak olusan” ifadesi,
listelenen elemanlarin gerektigini veya mecburi oldugunu, ancak diger elemanlarin
opsiyonel oldudunu ve bunlann listelenen elemanlarin aktivitesini veya etkisini etkileyip

etkilememesine bagh olarak bulunabilecegdini veya bulunamayacagini gosterir.
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Burada kullanildidi sekliyle, "bir", "biri" ve "bu" tekil formlari, badlam acik bir sekilde
aksini sdylemedikge, codul yonleri de icerir. Boylelikle, drnegin, "bir hicre” atfi, bir tek
hucreyi ayni zamanda iki veya daha fazla hucreyi icerir; "bir organizma”" atfi, bir
organizmayi ayni zamanda iki veya daha fazla organizmay igerir; ve benzeri. Bazi

uygulamalarda, "biri", "bir veya birden fazla" anlamina gelir.

Burada kullanildi§i sekliyle, "ve/veya", iligkili listelenen maddelerin birinin veya birden
fazlasinin herhangi bir ve tim olasi kambinasyonlarini ayni zamanda alternatif (veya)

seklinde yorumlandiginda kombinasyonlarin yoklugunu ifade eder ve kapsar.

Burada kullanildidi sekliyle, "atenGasyon™ veya "atenue edilmig”, viral vektdr
virilansinda hir diisglds anlamina gelir. Virlilans, bir viristin bir 6zel konakta hastaliga
neden olma yetisi olarak tanimlanir. Enfeksiyoz virusleri Gretemeyen bir gicek-viral
vektdr baslangigta hiicreleri enfekte edebilir, ancak biylk olglide konak iginde kendi
kendine tamamen kopyalayamaz veya ¢ogalamaz veya bir rahatsizlida neden olamaz.
Bu, vektdr bunun proteinini veya nikleik asidini konak hiicre sitoplazmasina

aktardijindan, ancak sijeye zarar vermediginden, arzu edilebilir.

"Kontrol elemani” veya "kontrol dizisi" ile, bir dzel gigek virisl, vektdr, plazmid veya
hiicre icinde bir operatif olarak baglanmis kodlama dizisinin ekspresyonu igin gerekli
olan nukleik asit dizileri (8rnegin, DNA) kastedilir. Okaryotik hlicreler igin uygun olan
kontrol dizileri, transkripsiyonel kontrol dizilerini, érnegin, promotodrleri, poliadenilasyon
sinyallerini, transkripsiyonel hizlandiricilan, translasyonel kontrol dizilerini, &rnedin,
translasyonel hizlandiricilar ve i¢ ribozom bagdlama yerlerini (IRES), mRNA kararhigini
module eden nukleik asit dizilerini ayni zamanda bir transkribe edilmis polinakleotid
tarafindan kodlanan bir arind bir hicre i¢indeki bir intraselliler kompartimana veya

ekstraseluler ortama hedefleyen hedefleme dizilerini igerir.

Diziler saglandiginda, karsihk gelen diziler kapsanir. "Karsilik gelir® "karsilik gelen”
veya "-e karsilik gelen” ile, bir referans niikleik asit dizisine blyUk dlglide dizi 6zdeslidi
(6rnegdin, referans nikleik asit dizisinin timind veya bir kismina en az yaklasik %50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,72, 73,
74,75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 97, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99 veya hatta en fazla %100 dizi 6zdesligi) gosteren bir nukleik asit dizisi veya

bir referans amino asit dizisine blyuk &l¢lide dizi benzerli§i veya 6zdesligi (&rnegin,
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referans amino asit dizisinin timine veya bir kismina en az %50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74,75, 76, 77, 78,
79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 97, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 92 veya
hatta en fazla %100 dizi benzerligi veya &zdesligi) gosteren bir amino asit dizisi

kastedilir.

Bir rahatsizlidi tedavi etme veya onleme baglaminda veya bir hedef antijene veya
organizmaya bir immtn yaniti modile etmek igin, "etkili miktar” ile, bir ajanin (6rnegin,
burada tarif edildigi Uzere bir atentie edilmis orto-gicek vektériinin) veya bunu iceren
bilesimin bu tarz tedaviye veya profilaksiye ihtiyaci olan bir bireye, bir tek doz halinde
veya bir serinin parcasi olarak, bu rahatsizhigin bir semptomuna yakalanmanin
oOnlemesi, bu tarz semptomlarinin  kontrol altinda tutulmasi ve/veya var olan
semptomlarinin tedavi edilmesi igin veya hedef antijene veya organizmaya immun
yanitt modiile etmek icin etkili olan bir miktarinin uygulanmasi kastedilir. Etkili miktar,
tedavi edilecek olan bireyin sagligina ve fiziksel rahatsizhigina, tedavi edilecek olan
bireyin  taksonomik  grubuna, bilesimin  formilasyonuna, tibbi  durumun
degerlendiriimesine ve diger ilgili faktdrlere badl olarak gesitlilik gosterecektir. Miktarin,

rutin denemeler yoluyla belilenebilen bir gdrece genis aralik iginde yer almasi beklenir.

Burada kullanildig) sekliyle, "kodlamak”, "kodlayan" ve benzeri terimler, bir nOkleik
asidin bir bagka nilkleik asit veya bir polipeptit sadlama kapasitesini ifade eder.
Ornegin, bu polipeptit tiretmek igin transkribe edilebildiginde ve/veya aktarilabildiginde
veya bu polipeptit Gretmek igin transkribe edilebilen ve/veya aktarilabilen bir forma

- |

islenebildiginde, bir nikleik asit dizisinin bir polipeptidi "kodladigi" séylenir. Bu tarz bir
nukleik asit dizisi, bir kodlama dizisi veya hem bir kodlama dizisi hem de bir
kodlamayan dizi icerebilir. Bdylelikle, "kodlamak”, "kodlayan" ve benzeri terimler, bir
DNA molekdlinin transkripsiyonundan kaynaklanan bir RNA (rdndnd, bir RNA
molekilinin translasyonundan kaynaklanan bir proteini, bir DNA molekilindn bir RNA
arind  olusturmak igin  transkripsiyonundan ve RNA  {drininin  mdteakip
translasyonundan kaynaklanan bir proteini veya bir DNA molekilinin bir RNA (rtin(
saglamak igin transkripsiyonundan, RNA Uriininin bir iglenmis RNA (riinti (6rnegin,
mMRNA) sadlamak icin islenmesinden ve islenmis RNA (Grdndnin miteakip

translasyonundan kaynaklanan bir proteini igerir.
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"Endojen" terimi, bir konak organizma icinde normal olarak bulunana bir gen veya

nukleik asit dizisini veya segmentini ifade eder.

"Eksprese edilebilen”, "eksprese edilmig" terimleri ve bunlann varyasyonlar, bir
hicrenin bir nikleotid dizisini RNA'ya transkribe etme ve opsiyonel olarak mRNA'y1 bir
biyolojik veya biyokimyasal fonksiyon saglayan bir peptit veya polipeptit sentezlemek

igin aktarma yetisini ifade eder.

Burada kullanildigi gekliyle, "gen" terimi, opsiyonel olarak bu prosese yardim eden
elemanlarin eklenmesi ile mRNA Uretmek icin kullanilabilmekte olan bir nikleik asit
molekdlunu icerir. Genler, bir fonksiyonel protein dretmek igin kullanilabilmekte olabilir
veya olmayabilir. Genler, hem kodlayan hem de kodlamayan bdlgeler (6rnegdin,
intronlar, regulatdr elemanlar, promotérler, hizlandincilar, sonlandirma dizileri ve 5' ve

3' aktariimamig bdélgeler) icerehilir.

"Heterolog niikleik asit dizisi", "heterolog nikleotid dizisi", "heterolog polintkleotid",
"yvabanci polintukleotid", "ekzojen polinikleotid” ve benzeri terimler, deneysel
manipulasyonlar ile bir arganizmanin genomu icine uygulanan herhangi bir nikleik
asidi (6medin, bir IRES iceren bir nukleotid dizisini) ifade etmek ic¢in birbiri yerine
kullantir ve uygulanan genin modifikasyondan dnceki viral genomik diziye kiyasla bazi
modifikasyonlar (6rnegin, bir nokta mutasyonu, en az bir nukleotidin silinmesini,
substitisyonunu veya eklenmesini, bir endoniikleaz klevaj yerinin varligini, bir loxP

yerinin varligini, vb.) igermesi kaydiyla bu organizmada bulunan gen dizilerini igerehbilir.

"Heterolog polipeptit”, "yabanci polipeptit" ve "ekzojen polipeptit” terimlen, yukarida
tanimlandigi Gzere, bir "heterolog nikleik asit dizisi", "heterolog nikleotid dizisi",
"heterolog polinikleotid®, "yabanci polintkleotid" ve "ekzojen polinlklectid” ile kodlanan

herhangi bir peptidi veya polipeptidi ifade etmek icin birbiri yerine kullanilir.

"Memeli hiicresi" terimi, gicek-virlisii vektdriin(i cogaltmak amaciyla bulusun ateniie
edilmis orto-gigek vektorind igeren bir vektdriin bunun igine uygulanabildidi bir hlcre
anlamina gelir. Bir uygulamada, hicre bir sirekli hicre hattidir. Modifiye edilmig
hacrenin surekli olarak bolunebilen bir hucre hatti olmasi daha az mecburidir. Bir
memeli veya daha yiuksek dkaryotik hucre, mevcut bulusa uygun sekilde modifiye

edilebilir ve bunu takiben bir slrekli olarak bdliinen hlcre hatti haline gelmesi igin
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transforme edilebilir veya 8limstiiz hale getirilebilir. Bununla birlikte, modifikasyondan
once hicre, teknikte bilinen, kolay bir sekilde bir iyi karakterize edilmis ve surekli olarak
bélinen biyotekneloji uyumlu surekli hicre hatudir. Bu tarz hucrelere kolaylikla,
depolama kuruluslarindan, émegin, Amerikan Tipi Kiltlr Koleksiyonu'ndan {(ATCC)

veya Avrupa Hucre Kilturleri Koleksiyonu'ndan (ECACC), erigilebilir.

Uygun memeli hiicre hatlar, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, érnegin, ATCC'den
erisilebilen, RK18, BHK, VERO, HBOC-143B, HaCat, HepG2, HelLa, HT1080, HEK-
293, RD, COS-7, CHO, Jurkat, HUT, SUPT, C8166, MOLT4/klon8, MT-2, MT-4, H9,
PM1, CEM, miyelom hicreleri (6rnegin, SB20 hicrelerini) ve CEMX174'G icerir.

Heterolog genleri eksprese eden madifiye edilmis hicre hatlarn Gretmek igin teknikte
bilinen herhangi bir genom mihendisligi yontemi kullanilabilir. Genleri piggyBac
vektdrleri kullanimasi ile hilicresel genom igine yerlestirmek igin transpozon
teknolojisinin kullaniimasina atif yapilir. Bununla birikte, geni hiicrelere uygulamak igin,
sinirlandirma olmaksizin, retrovirlis transdiksiyonunu (6rnegin, MOMLYV, vb.), lentiviriis
transdiksiyonunu, plazmid transfeksiyonunu ve entegrasyonunu, hicre hatlarni
aktarmak icin baska viral sistemi, érnedin, Adenoviriisii, AAV'yi (Adenoviriis lligkili
Virasu), EBV'yi ve lineer DNA ile homolog rekombinansyon ile yer spesifik iceri
yerlestirme igin genom dizeltme tekniklerini, mihendislik uygulanmis meganikleazlar,
transkripsiyon-aktivatdr henzeri efektor niikleazlan (TAL-niikleazini), Cinko-fermuari-

nikleazlarnni (ZFN'leri) ve CRISPR'leri, igeren, ¢ok sayida yontem bilinir.

Bir uygulamada, memeli hilcresi, bir CHO hicresidir. Viral konak ad genlerini
kodlamayan, onceki teknigin CHO hicre hatlar, insanlarda buylk él¢ude ¢ogalamayan
vaksiniyanin veya vaksiniya turevlerinin imalatini desteklemez. Teknikte uzmanh@i olan
kisiler tarafindan bilindigi Uzere, hamsterin, Cricefulus griseus, overinden tiretilen, Cin
hamsteri over (CHQO) hiicreleri, antikorlar iceren rekombinant protein terapétiklerinin
biyo-endiistriyel ve GMP (iretimi igin en yaygin sekilde kullanilan memeli hiicresidir. Bu
amag igin CHO hicrelerinin popiilaritesi, kismen, bunlarin gabuk billyiimesinden ve
yuksek protein Uretiminden kdken alir. Bunun sonucu olarak, CHO hticre hatlar iyi
karakterize edilmistir. Uygun CHO hiicre hatlan, sinirlandirma olmaksizin, A2, A2H,
XrS6, CHO-K1, CHO/dhfr, RR-CHO-K1, UT-l, P22, CHO-1C86, Lec1, Lec2, Lec8, Pro-5
ve CDKXB1 hatlarini igerir. ATCC CLL-61 veya ATCC CRL-2618 Erisim Numarasi
altinda ATCC ile depolanan CHO-K1 hiicre hatti sikhkla kullantlir. CHO-K1 hiicre hatti,
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Puck T. (1957) tarafindan bir eriskin Cin hamsterinin bir overinin bir biyopsisinden
baslatilan parental CHO hiicre hattindan bir alt-klon olarak turetilmigtir. Mevcut
spesifikasyon, modifive edilmis CHO hucrelerinden ziyade modifiye edilmis hacreleri

tarif eder.

Bazi uygulamalarda, memeli hiicresi, bir insan hicresidir, bir primat hdcresidir, bir

hamster hlcresidir veya bir tavsan hilcresidir.

Hicreler, tek-hicreli olabilir veya sivi kiltirler, tek-katmanlar veya benzerleri olarak
doku kdlttrd icinde buydtilebilir. Konak hicreler ayrica, dokulardan dogrudan veya

dolayli olarak da taretilebilir veya hayvanlari iceren bir organizma i¢inde de bulunabilir.

Burada tasarlandidi Gzere bir immin yaniti "indOklemenin®, bir immdn yanit meydana
getirmeyi veya stimile etmeyi ve/veya bir dnceden var olan immiin yanit) giclendirmeyi

icerdigi anlasilacaktr.

Burada kullanildigi sekliyle, "i¢ ribozomal giris geri" veya "IRES" terimi, i¢ ribozomal
giris yerinin asadi akis (yami, 3' ucunda) yer olan bir operatif olarak baglanmis kodlama
bdlgesinin translasyonunu sagdlamak icin, aynit mRNA icinde bir kodlama bdlgesinin
icindeki bir yerde veya mRNA'nin 5' ucunun 3’ tarafindaki bir yerde bir mRNA'nin
translasyonunu basglatmaya olanak sadlayan bir viral, hiicresel veya sentetik (6megin,
rekombinant) nilkleotid dizisini ifade eder. Bu, translasyonu 5' baslik yapisindan
bagimsiz ve mRNA'nin &' ucundan bagimsiz hale getirir. Bir IRES dizisi, bir operatif
olarak baglanmis kodlama bélgesinin translasyonunun baslatiimasi igin ihtiva¢ duyulan

gerekli cis-etki eden diziler saglar.

Burada kullanildi§i sekliyle, “izole edilmig" teriminin, burada bilesigin dogal olarak
icinde bulundugundan farkli bir ortamda olan bir hicreyi, s6z konusu bir bilesigi
(Ornegin, bir rekombinant cicek-virlsind, bir nidkleik asit molekdlind, érnedin, bir
genomu, bir polipeptidi, vb.) tarif etmesi kastedilir. "izole edilmis” teriminin, séz konusu
bilesik igin blylk &lglide zenginlestiriimis vefveya burada séz konusu bilesigin kismen

veya blyuk dicide saflastinldigi &rnekler igindeki bilesikleri icermesi kastedilir.

Burada kullanildigi sekliyle, "operatif olarak bagh" veya "operatif olarak baglanmig"

terimi, bir jukstapozisyonu ifade eder, bdylece bu sekilde tarif edilen bilesenler, bunlarin
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hedeflenen sekilde fonksiyon géstermesine izin veren bir iliski icindedir. Ornegin, bir
kodlama dizisine ‘"operatif olarak baglanmig" ftranskripsiyonel kontrol dizisi,
transkripsiyonel kontrol dizisi ile uyumlu kosullar altinda kodlama dizisinin
ekspresyonuna izin vermesi i¢cin kodlama dizisine kiyasla transkripsiyonel kontrol
dizisinin konumlandinimasini ve/veya oryantasyonunu ifade eder. Bir haska ornekte,
bir orto-gicek virlisii kodlama dizisine operatif olarak bagh bir IRES, orto-gigek virlisu
kodlama dizisinin baslktan bagimsiz translasyonuna izin vermesi igin orto-gicek virlisu
kodlama dizisine kiyasla IRES'in kunomlandirimasini ve/veya oryantasyonunu ifade

eder.

Burada kullamldigi sekliyle, "acik okuma cercevesi” ve "ORF", bir kodlama dizisinin
translasyon basglatma ve sonlandirma kodonlari arasinda kodlanan amino asit dizisini
ifade etmek igin burada birbiri ile degistirilebilir bir sekilde kullanilir. "Baslatma kodonu”
(drnegin, ATG) ve "sonlandirma kodonu” (érmegin, TGA, TAA, TAG), bir kodlama dizisi
icinde protein sentezinin (MRNA translasyonunun) sirasiyla baslatiimasini ve zincir

sonlandinimasini belirten bitisik (¢ nikleotidlik bir birimi {'kodon') ifade eder.

Burada kullanildigi sekliyle, "ana viriis" teriminin, mevcut bulusun bir rekombinant
virlsunu olusturmak icin heterolog nikleik asit dizisini katmasi icin modifiye edilen bir

virise bir atif oldugu anlasilacaktir.

Burada kullanildidr sekliyle, "polinikleotid”", "polinikleotid dizisi", "nlkleotid dizisi",
"nikleik asit" veya "nikleik asit dizisi, mMRNA'y1, RNA'y1, cRNA'y1, cDNA'y1 veya DNA'yi
gbsterir. Terim tipik olarak, en az 10 baz uzunlugunda, ribonikleotidler veya
deoksiribonuklectidler veya nukleotidin her bir tipinin bir modifiye edilmis formu olan,
nukleotidlerin polimerik formunu ifade eder. Terim, RNA'nin veya DNA'nin tek ve ¢ift

sarmalll formlarini igerir.

"Polipeptit”, "peptit", "protein” ve "proteinli molekil", amino asit rezidllerinin bir
polimerini iceren veya bundan olusan molekiilleri ve bunlarin varyantlarini ve sentetik
analoglarini ifade etmek igin burada birbiri ile degistirilebilir bir sekilde kullanilir.
Boylelikle, bu terimler, burada bir veya birden fazla amino asit rezidisinin sentetik
dogal-olusumlu olmayan amino asitler, 6rnegin, bir karsihk gelen dogal olusumlu amino
asidin bir kimyasal analogu, oldugu amino asit polimerleri ayni zamanda dogal-

olusumlu amino asit polimerleri igin gegerlidir.
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Burada kullamldidi sekliyle, "nukleik asit molekdilleri®, "polindkleotidler" ve benzerleri
icin kullanilan "rekombinant" teriminin, konak hicrelerde veya burada tarif edilen
hiicresiz sistemlerde transkribe edilebilen ve/veya aktarilabilen yapay nukleik asit
vapilarn {yani, kopyalamayan cDNA veya RNA; veya replikonlar, kendi kendini
kopyalayan cDNA veya RNA) anlamina geldigi anlasilir. Rekombinant niikleik asit
molekdlleri veya poliniikleotidler, bir vektdr igine yerlestirilebilir. Viral-olmayan vektorler,
ornegin, plazmid ekspresyon vektdrleri veya viral vektorler, kullanilabilir. Bu bulusa
gore nukleik asit yapisinin iceri yerlestirilmesinin vektorler ¢gesidi ve teknigi uzman kisi
tarafindan bilinir. Bulusa gére bir ndkleik asit molekili veya polinikleotid, mevcut bulug
tarafindan tarif edilen dizilimde dogada bulunmaz. Bir bagka ifadeyle, bir heterolog
nikleotid dizisi, bir ana virls genomunun elemanlar (6rnedin, promotér, CRF,

poliadenilasyon sinyali, ribozim) ile dogal olarak birlestiriimez.

Burada kullanildi§i sekliyle, "rekombinant vir(is" teriminin, en az bir heterolog niikleik
asit dizisi igeren bir "ana viris" igin bir atif oldugu anlasilacaktir.

- gy

Burada kullanildid sekliyle, "dizi 6zdeglidi" terimi, bir kargilastirma penceresi boyunca
bir nukleotid-nUkleotid temelinde veya bir amino asit-amino asit temelinde dizilerin ne
dereceye kadar dzdes oldugunu ifade eder. Boylelikle, bir "dizi 6zdesliginin ylizdesi",
karsilagtirma penceresi boyunca iki optimal olarak hizalanmig diziyi karsilastirma,
eslesmis pozisyonlarin sayisini elde etmek igin burada 6zdes niikleik asit bazinin
(6rnegin, A, T, C, G, ) veya Ozdes amino asit rezidUsinin (6medin, Ala, Pro, Ser, Thr,
Gly, Val, Leu, lle, Phe, Tyr, Trp, Lys, Arg, His, Asp, Glu, Asn, GiIn, Cys ve Met) her iki
dizide bulundugu pozisyonlarin sayisini belirleme, eslesmis pozisyonlarin sayisini
karsilastirma penceresi igindeki toplam pozisyon sayisina (yani, pencere boyutuna)
bdélme ve dizi 6zdesliginin ylzdesini elde etmek igin sonucu 100 ile garpma ile
hesaplanir. Mevcut bulusun amaclar igin, "dizi 6zdesligi" teriminin, yaziima eslik eden
referans manielden kullanidid: Uzere standart varsayillan parametreler kullanilarak
DNASIS bilgisayar programi (Windows igin Versiyon 2.5; Hitachi Software engineering
Co., Ltd., South San Francisco, California, ABD firmasindan erisilebilir) ile hesaplanan

"eslesme ylzdesi" anlamina geldigi anlasilacaktir.

"Sinyal dizisi" veya "sinyal peptidi terimleri, bir proteinin sitozolden belirli organellere,

ornegdin, mesela, nikleusa, mitokondriyal matrikse ve endoplazmik retikuluma, ko- veya
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post-translasyonel tasinmasini ydnlendiren bir kisa (yaklasik 3 ila yaklasik 60 amino
asit uzunlugundaki) peptidi ifade eder. Bir ER hedefleme sinyal peptidine sahip olan
proteinler icin, sinyal peptitler tipik olarak, proteinler ER'ye tagindiktan sonra, sinyal
peptidazi ile dncdl formda yarilir ve elde edilen proteinler sekretuvar yol boyunca
bunlarnn intraseluler (drnegin, Golgi cisimcigi, hicre membrani veya hucre duvari) veya
ekstraseliller lokasyonlarina hareket eder. Burada kullanildigi sekliyle, "ER hedefleme
sinyal peptitleri", ER membrani yoluyla proteinin pargasinin veya timunin ER'nin
[imeni icine yerlestiriimesini takiben genellikle enzimatik olarak uzaklastirilan amino-
ucu hidrofaobik dizileri icerir. Boylelikle, bir dizinin bir sinyal énctl formunun bir proteinin
bir dncil formunun parcasi olarak bulunabilecedi, ancak genellikle proteinin matar

formunda bulunmayacagi teknikte bilinir.

"Benzerlik", asagida Tablo A'da tanimlandidi lzere 6zdes olan veya konservatif
sUbstitiisyonlan olusturan amino asitlerin ylizde numarasini ifade eder, Benzerlik, dizi
karsilagtirma programlari, ornegin, GAP (Deveraux et al, 19284, Nucleic Acids
Research12: 387-395) kullanilarak belirlenebilir. Bdylelikle, burada alinti yapilanlar igin
bir benzer veya buylk dlgude farkh uzunluktaki diziler, hizalama igine bogluklarin
yerlestirilimesi ile karsilastinlabilir, bu tarz bosluklar, érmegin, GAP tarafindan kullanilan

karsgilastirma algoritmas, ile, belirlenir.

TABLO A: Emsal Konservatif Amino Asit Substitusyonlan

Crijinal Rezid( Emsal Sibstitisyonlar
Ala Ser

Arg Lys

Asn GIn, His

Asp Glu

Cys Ser

Gln Asn

Glu Asp

Gly Pro

His Asnh, GIn
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Crijinal Rezidi Emsal Sibstitisyonlar
lle Leu, Val

Leu lle, Val

Lys Arg, Gin, Glu
Met Leu, lle,

Phe Met, Leu, Tyr
Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr

Tyr Trp, Phe

Val lle, Leu

Bir karsilagtirma penceresini hizalamak icin dizilerin optimal hizalanmas, algoritmalarin
bilgisayarli uygulamalan (Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0'de,
Genetics Computer Group, 575 Science Drive Madison, WI, USA, GAP, BESTFIT,
FASTA ve TFASTA) ile veya inceleme ve segilen gesitli yontemlerin herhangi biri ile
dretilen (yani, karsilastrma penceresi boyunca en yiliksek ylizdeli homoloji ile
sonuglanan) en iyi hizalama ile yiirGtilebilir. Referans ayrica, drnegin, Altschul ef al.,
1997, Nucl. Acids Res.25:3389, kaynaginda agiklanan, programlarin BLAST
familyasina da yapilabilir. Dizi analizinin detayl bir tartismasi, Ausubel et al., "Current
Protocols in Maolecular Biology", John Wiley & Sons Inc, 1994-1998, Chapter 15,

kaynaginin Unit 19.3'Gnde bulunabilir.

Burada birbiri ile dedistirilebilir bir sekilde kullanilan "siije", "hasta”, "konak" veya "hirey"
terimleri, bunun igin terapinin veya profilaksinin arzu edildigi herhangi bir sijeyi,
Ozellikle bir omurgall sUjeyi ve hatta daha &6zel olarak bir memeli sijeyi, ifade eder.
Bulusun kapsami icinde kalan uygun omurgali hayvanlar, bunlarla sinirfli kalmamak
kaydiyla, primatlar (drnegin, insanlari, maymunlari ve sebekleri ve maymunlarin
tarlerini, Macaca cinsinden (8rmegin, sinomolgus maymunlarini, drnegin, Macaca
fascicularis velveya rhesus maymunlanni (Macaca mulatta)) ve babunlar (Papio
ursinus) ayni zamanda marmosetleri (Callithrix cinsinden tirleri), sincap maymunlarini

(Saimiri cinsinden tlrleri) ve pembe maymunlan (Saguinus cinsinden tireri) ayn
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zamanda sebeklerin tlrlerini, Ornegin, sempanzeleri (Pan troglodytes) igerir),
kemirgenleri (Ornegin, fareleri, siganlari, gine domuzlanni), lagomorflari (drnegin,
tavsanlari, yabani tavsanlar), bovinleri (6rmegin, siQirlan), kiglkbaslan (&rnegin,
koyunlan), kecigilleri (6rnedin, kecileri), domuzgilleri (6rnegin, domuzlari), ekuinleri
(Ornegin, atlan), kaninleri (6rnegin, kdpekleri), felinleri (6rnegin, kedileri), kusgilleri
(drnegin, tavuklan, hindileri, &rdekleri, kazlari, evcil kuslari, érnedin, kanaryalari,
muhabbet kuslarini, vb.), deniz memelilerini (6rmedin, yunuslar, balinalari),
sUrtingenleri (yilanlar, kurbagalari, kertenkeleleri, vb.) ve baliklar iceren Chordata alt-
subesinin herhangi bir Gyesini icerir. Tercih edilen bir sije, bir rahatsizliin tedavisine
veya profilaksisine ihtivaci olan bir insandir. Bununla birlikte, yukarnda bahsedilen

terimlerin semptomlarin var oldugunu ima etmedigi anlagilacaktir.

"Transgen” terimi, bir konak organizmanin bir genomu igine yapay olarak uygulanmis
veya uygulanmak Uzere olan ve bu konadin projenisine aktarilan genetik materyali tarif
etmek igin burada kullanilir. Bazi uygulamalarda, bu, burada bunun igine uygulandigi
bir memeli hiicresine veya bir orto-gigek vektdriine arzu edilen ozelligi saglar veya
bagka durumda arzu edilen bir terapdtik veya tanisal sonuca yol agar.

Burada kullanildigi sekliyle, "tedavi”, "tedavi etme" ve benzeri terimler, arzu edilen bir
farmakolojik velveya fizyolojik etkiyi elde etmeyi ifade eder. Etki, bir hastahd veya
bunun semptomunu tamamen veya parsiyel olarak dnleme agisindan profilaktik olabilir
ve/veya bir hastalik ve/veya hastaliga atfedilebilen advers etki igin bir parsiyel veya tam
kir agisindan terapdtik olabilir. Burada kullanildigi sekliyle, "tedavi”, bir memelide,
ozellikle bir insanda, bir hastalhidin herhangi bir tedavisini kapsar ve asadidakileri icerir:
(a) hastaliga yatkin olabilen ancak heniz buna sahip oldugu seklinde tani koyulmamig
olan bir slUjede hastaliin ger¢ceklesmesini énleme; (b) hastaliyi inhibe etme, yani,
bunun gelismesini durdurma; ve (c) hastaligi rahatlatma, yani, hastaligin regresyonuna

neden olma.

Bir organizma, polipeptit veya niikleik asit dizisi agisindan "dogdal-sus”, "dogal”, "natif"
ve benzeri terimler i¢in, bu organizma, polipeptit veya nilkleik asit dizisi dogal
olusumludur veya degistiriimemis, mutasyona ugratiimamis veya baska sekilde insan

eli ile manipule edilmemis en az bir dogal olusumlu organizmada mevcuttur.
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Varyantlar, bir referanslanmis molekille veya bunlarin komplementer formlarina bunun
tamu  veya pargcasi boyunca yeterli sekilde benzer olan, bbdylece selektif
hibridizasyonun orta derecede veya yiuksek derecede zorlayicr kosullar altinda
basarilabildigi veya en az yaklagik 15 nikleotid igeren bir karsilastirma penceresi
boyunca bir referanslanmis cigek-virisl konak aralik faktorind tanimlayan nikleotid
dizilerine yaklagik %60 ila %90 veya %90 ila 98 dizi 6zdeslijine sahip olan, niikleik asit
molekdllerini igerir. Tercihen, hibridizasyon bolgesi, yaklasik 12 ila yaklasik 18 veya
daha fazla nilkleobaz uzunlugundadir. Tercihen, bir zel niikleotid dizisi ve referans
dizi arasindaki ylzde Ozdeslik, en az yaklagik %80 veya %85 veya daha tercihen
yaklasik %90 veya daha fazla, érnedin, yaklasik %95, %96, %97, %98, %99 veya daha
fazla, benzerdir. %80 ila %100 arahgindaki yuzde ozdeslikleri kapsanir. Nukleotid
dizisinin uzunlugu, bunun &nerilen fonksiyonuna bagdlidir. Homologlar kapsanir.
"Homolog", "homolog genler" veya "homologlar® terimleri genis bir sekilde, diger
tirlerden olanlan igeren fonksiyonel ve yapisal olarak ilgili molekilleri ifade eder.

Homologlar ve ortologlar, varyantlarin drnekleridir.

Nikleik asit dizisi 6zdesligi, asagidaki sekilde belirlenebilir. S6z konusu nikleik asit
dizisi, BLASTM programi versiyon 2.1 (Altschul ef al., (1997) Nucleic Acids Research
25:3389-3402, kaynagina gore) kullanilarak, bir nikleik asit dizisi veri tabanini, drnegin,
Genbankas!t veri tabanint  (http://’www.nchi.nin.nih.gov/blast/ intemet sitesinden
erisilehilir), arastirmak igin kullanilir. Program, bosluk-olusturulmamis modda kullanilir.
Varsayilan filtreleme, dusik karmasiklik bdlgelerinden kaynaklanan dizi homolojilerini

uzaklastirmak igin kullanilir. BLASTM'nin varsayilan parametreleri kullanilir.

Amino asit dizisi 6zdesligi, asagidaki sekilde belirlenebilir. S6z konusu polipeptit dizisi,
BLASTP programi kullanilarak, bir polipeptit dizisi veri tabanini, &medin, Genbankasi
veri tabanini  (http://www.ncbi.nin.nih.gov/blast/ internet sitesinden erisilebilir),
arastirmak icin kullanilir. Program, bosluk-olusturulmamis modda kullantlir. Varsayilan
filtreleme, disik karmasiklik bdlgelerinden kaynaklanan dizi  homolojilerini
uzaklastirmak igin kullanilir. BLASTP'nin varsayilan parametrelerinden yararlanilir.

Duslk karmasiklik dizileri i¢in filtreleme, SEG programini kullanabilir.

Tercih edilen diziler, zorlayici kosullar altinda bir referans diziye veya bunun
komplemanina hibridize olacaktir. "Zorlayici kogullar altinda hibridize olmak™ terimi ve

bunun dilbilgisel es-degerleri, bir ndkleik asit molekilindn tanimlanmis sicaklik ve tuz
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konsantrasyonu kosullari altinda bir hedef nikleik asit molekiline (rnedin, bir DNA
veya RNA blotu, érnegin, bir Southern blot veya Northern blot, Gzerine immobilize
edilmis bir hedef nikleik asit molekuline) hibridize olma yetisini ifade eder. Yaklagik
100 hazdan daha uzun olan nlkleik asit molekilleri agisindan, tipik zorlayic
hibridizasyon kosullari, natif dubleksin erime sicakhginin (Tm) en fazla 25°C ila 30°C
(éredin, 10°C) altindadir (bakiniz, genel olarak, Sambrook et al., (yukarida); Ausubel
et al.,, {1999)). Yaklasik 100 bazdan daha uzun olan nikleik asit molekulleri i¢in Tm,
Tm=81,5+%0,41 (G+C-log (Na*}) formiill ile hesaplanabilir. 100 bazdan daha kisa olan
nikleik asit molekulleri agisindan, emsal zorlayici hibridizasyon kogullari Tm'nin 5°C ila
10°C altindadr.

Mevcut baglamda "silinme" terimi, hedef genin kodlama bélgesinin timintn veya
pargasinin uzaklastinimasidir. Terim ayrica, hedef genin gen ekspresyonunu kesip
¢lkaran veya kodlanan proteinin dizeyini veya aktivitesini kesip ¢ikaran veya bliylk
Olciide asagi yonde reglile eden mutasyonun veya transformasyonun herhangi bir

formunu da kapsar.

"Gen" aftfi, ekzonlara veya bir genin a¢ik okuma c¢ercevesine karsilik gelen DNA'yi
igerir. Burada bir "gen” atfinin aynca asagidakileri de icerdigi sayilir; transkripsiyonel
velveya translasyonel reglilator dizilerden ve/veya bir kodlama bdélgesinden ve/veya
aktarilmamis dizilerden (yani, intronlardan, 5'- ve 3'-aktarilmamis dizilerden) olusan bir
klasik genomik gen; veya genin kodlama bolgelerine (yani, ekzonlara) ve 5'- ve 3'-

aktarnimamis dizilerine karsilik gelen mRNA veya cDNA.

"Regulator eleman” veya "regulatér dizi® ile, bir 6zel konak hicrede bir operatif olarak
badlanmis kodlama dizisinin ekspresyonu icin gerekli olan nikleik asit dizileri (6rnegin,
DNA) kastedilir. Prokaryotik hlcreler icin uygun olan regulator diziler, 6rnegin, bir
promotdrl ve opsiyonel olarak bir cis-etki eden diziyi, drnegin, bir operatdr dizisini ve
bir ribozom baglama yerini icerir. Okaryotik hiicreler icin uygun olan kontrol dizileri,
promotorleri, poliadenilasyon sinyallerini, transkripsiyonel hizlandincilar, translasyonel
hizlandiricilari, mRNA kararlihgini modiille eden 6n-bilgi veya arka-bilgi dizilerini ayni
zamanda bir transkribe edilmis poliniikleotid tarafindan kodlanan bir Orind bir hlicre
icindeki bir intraseliler kompartimana veya ekstraseliler ortama hedeflemek icin

hedefleme dizilerini icerir.
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Mevcut modifiye edilmis memeli hicrelerini etkilemek icin uygun kimerik yapilar, bir
regulator diziye operatif olarak bagh, bir orto-cicek konak aralik faktérunu kodlayan bir
nukleik asit dizisi igerir. Regulatdr dizi uygun sekilde, hicre icinde ekspresyon igin
uygun olacak olan transkripsiyonel vefveya translasyonel kontrol dizileri igerir. Tipik
olarak, transkripsiyonel ve translasyonel regulatdr kontrol dizileri, bunlarla sinir
kalmamak kaydiyla, bir promotdr dizisini, bir 5' kodlamayan bdélgeyi, bir cis-regiilator
bdlgeyi, drnedin, transkripsiyonel regllatdr protein veya translasyonel regilator protein
igin bir fonksiyonel baglama yerini, bir yukar akis agik okuma ¢ergevesini, ribozomal-
baglama dizilerini, transkripsivonel basglangic verini, translasyonel baglangic yerini
velveya bir 6n-bilgi dizisini kodlayan nulkleotid dizisini, sonlandirma kodonunu,
translasyonel durdurma yerini ve bir 3' aktanlmamig bdlgeyi icerir. Teknikte bilindigi
lzere Kkonstitdtif veya indlklenebilen promotdrler tasarlanir. Promotdrler, dogal
olusumlu promotorler veya birden fazla promotorin elemanlarini birlegtiren hibrit

promotédrier olabilir,

Tasarlanan promotor dizileri, memeli hiicreleri igin natif olabilir veya bir alternatif
kaynaktan taretilebilir, burada bdlge secilen organizma iginde fonksiyoneldir. Promotdr
secimi, hedeflenen konak hiicreye bagl olarak gesitlilik gosterecektir. Ornegin, memeli
hicrelerinde ekspresyon igin  kullanilabilen promotdrler, diderleri arasinda, agir
metallere, drnedin, kadmiyuma, yanitta indiklenebilen metalotiyonein promotdriini, B-
aktin promotérinid ayni zamanda viral promotdrleri, érnedin, SV40 blyik T antijeni
promotoriindi, insan sitomegaloviris (CMV) hemen erken (IE) promotorind, Rous
sarkom virdsii LTR promotdrinG, fare mamari timdr virlisd LTR promotdring,
adenoviriis majér ge¢ promotériinid (Ad MLP), herpes simpleks virlist promotdrini ve
bir HPV promotoérund, ozellikle HPV yukarn akis regulatér bolgesini (URR) icerir. Bu

promotarlerin timu iyi tarif edilmisgtir ve teknikte kolaylhkla erigilebilirdir.

Hizlandinci elemanlar ayrica burada, memeli yapilannin ekspresyon ddzeylerini
arttirmak icin de kullanilabilir. Ornekler, érnegdin, Dijkema et af., {1985) EMBO J. 4:761,
kaynaginda tarif edildigi (zere, SV40 erken gen hizlandiricisini, érnegin, German et al.,
(1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:6777, kaynaginda tarif edildigi (izere, Rous
Sarkom VirGslinin uzun ug¢ tekrarindan (LTR) tdretilen hizlandiniciyi/promotéri ve
ornegin, Boshart et al., (1985) Cell 41:521, kaynaginda tarif edildidi (zere, insan
CMV'sinden taretilen elemanlar, érnegin, CMV intron A dizisine dahil edilen elemanlan

igerir.
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Kimerik yapi ayrica, bir 3' aktariimamig dizi de i¢cerebilir. Bir 3' aktariimamig dizi, bir
genin, bir poliadenilasyon sinyali ve mRNA iglenmesini veya gen ekspresyonunu
etkileyebilen herhangi bir baska regllatér sinyal iceren bir DNA segmenti igeren
kismini ifade eder. Poliadenilasyon sinyali, mRNA oncllinun 3’ ucuna poliadenilik asit
yollarinin eklenmesini etkileme ile karakterize edilir. Poliadenilasyon sinyalleri,
varyasyonlarin olagandisi olmamasina ragmen, 5' AATAAA-3' kanonikal formuna
homolojinin varlii ile yaygin bir sekilde bilinir. 3' aktariimamis regiilator DNA dizisi
tercihen, yaklagik 50 ila 1.000 nts icerir ve bir poliadenilasyon sinyaline ve mRNA
islenmesini veya gen ekspresyonunu etkileyebilen herhangi bir baska regllatdr sinyale

ek olarak transkripsiyonel ve translasyonel sonlandirma dizileri icerebilir.

Bazi uygulamalarda, kimerik yap! ilaveten, yapiyl iceren hdcrelerin seleksiyonuna izin
vermesi igin bir segilebilen belirteg geni icerir. Seleksiyon genleri teknikte iyi bilinir ve

s6z konusu hiicre iginde ekspresyon igin uygun olacaktir.

Bir uygulamada, orto-gicek yapisal veya birlesme geninin ekspresyonu, bir promotdr
kontroli altindadir. Bir sinirlayici-olmayan uygulamada, promotér, bir hicresel
konstitltif promotorddr, 6rnegdin, insan EF1 alfa (insan elongasyon faktorlu 1 alfa geni
promotoriddr), DHFR (dihidrofolat rediiktaz geni promotéridir) veya konak hiicre
uzerinde anlamh toksik etkiler yoklugunda viral propagasyonu surdirmek igin CP77'nin
bir veterli dizeyinin ekspresyonunu yénlendiren PGK (fosfogliserat kinaz geni
promotoridar). Promotdrler ayrica, induklenebilen, drnegin, hicresel indlklenebilen
promotdr de olabilir, MTH {bir metalotiyonein geninden) viral promotorler, drnedin,
CMV, RSV, 5V-40 ve MoU3 de memeli hucrelerinde kullanilir.

Bir birinci yénunde, mevcut bulus burada hicrenin genomunun bir promotér kontrolQ
altinda CP77'yi kodlayan bir dizi igermesi igin modifiye edildigi bir modifiye edilmis
memeli hlcresi sadlar, boylece modifiye edilmis hiicre hatti modifiye edilmemis
hicrede daha az c¢ogalabilen veya hic codalamayan bir gigek-virlistiniin

propagasyonunu surd{rur.

Bir ikinci yonunde, mevcut bulug, CHO hucrelerinde ¢ogalmayan bir orto-cigek virisuna

¢odaltmak icin, gicek viriisinin bir memeli hiicre hattinda in vitro cogaltiimasini iceren,
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bir proses saglar, burada hiicre hatti, CP77'yi kodlamasi ve bir promotdr kontroll

altinda eksprese etmesi modifiye edilir.

Bir uygulamada, hilcrenin genomu ilaveten bir promotdr kontrold altinda D13L'yi
kodlayan bir dizi igerir ve/veya ilaveten bir promotor kontroll altinda K1L'yi kodlayan bir

dizi igerir.

Bir baska uygulamada, hiicre, bir slrekli hiicre hattidir, tercihen bir CHG hiicresidir.

Diger uygulamalarda, hicre, bir insan hlcresi, bir primat hilicresi, bir hamster hicresi

veya bir tavgan hicresi, olabilir.

Bir bagka uygulamada, CP77 geni, D13L geni ve/veya K1L geni, bir memeli promotdri

kontrolii altindadr.

Bir baska uygulamada, CP77 geninin ekspresyonu, bir permisif hiicre hattinda
gozlenene eg-deder virls verimleri dretmek igin virlisiin propagasyonunu destekler ve

tercihen 500'den biytik olan bir virlis replikasyon amplifikasyon oranini destekler.

Bir bagka uygulamada, CP77, D13L ve/veya K1L, memeli hiicrelerinde ekspresyon igin

kodan optimize edilmis nikleotidlerin bir bitisik dizisi tarafindan kodlanir.

Bir drek K1L dizisi, SEQ ID NO: 6'da ve SEQ ID NO: 7'de saglanir.

Spesifikasyon genis bir sekilde, modifiye edilmig (rekombinant veya transforme edilmis)
hucreler ile ve kultirlenmig daha yiksek dkaryotik konak hicrelerde viris vektdrlerinin
in vitro imalati icin bir proses ile ilgilidir, burada hicre inr vitro hucrelerin bir populasyonu
icinde veya bu vasifayla virus vektérunun c¢ogaltilmasim hizlandiracak veya
kolaylastiracak bir sekilde genetik olarak modifiye edilir. Bir sinirlayici-olmayan
uygulamada, spesifikasyon modifiye edilmis Cin hamsteri over (CHQ) hiicrelerinde

vaksiniya-temelli gigek-virislerinin propagasyonunu saglar.

Teknikte uzmanlhgi olan kisiler tarafindan bilindigi Gzere, hamsterin, Cricetulus griseus,
overinden turetilen Cin hamster over (CHO) hicreleri, antikorlar igeren rekoembinant

protein terapétiklerinin biyo-endistriyel ve GMP lretimi i¢in en yaygin sekilde kullanilan
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memeli hicresidir. Bu amag icin CHO hicrelerinin popdlaritesi, kismen, bunlarin cabuk
buyimesinden ve yuksek protein dretiminden koken alir. Bunun sonucu olarak, CHO
hucre hatlan iyi karakterize edilmistir. Uygun CHO hicre hatlan, simirlandirma
olmaksizin, A2, A2H, XrS6, CHO-K1, CHO/dhfr, RR-CHO-K1, UT-I, P22, CHO-1C86,
Lecl, Lec2, Lec8, Pro-5 ve CDKXB1 hatlarini igerir. ATCC CLL-61 veya ATCC CRL-
9618 Erisim Numarasi altinda ATCC ile depolanan CHO-K1 hiicre hatti siklikla
kullanilir. CHO-K1 hiicre hatti, Puck T. (1957) tarafindan bir eriskin GCin hamsterinin bir
overinin bir biyopsisinden baslatilan parental CHO hiicre hattindan bir alt-klon olarak
taretilmistir. Mevcut spesifikasyon, modifiye edilmig CHO hlcrelerinden ziyade modifiye

edilmis hicreleri tarif eder.

Uretilen virlsin verimini maksimuma ¢lkarmak igin, hlicre hatlan, érnegin, CHO
hicreleri, standart teknikler kullanilarak stspansiyon kdltlirdne uyarlanabilir. Bir
rekombinant veya modifive edilmis hicreye atif, bunun projenisini icerir. Hicreler,
dondurulmus formu igeren herhangi bir formda veya sivi slspansiyon formunda

satilabilir. Bir gigek-viriis vektor( ile enfekte edilmis hilicreler satilabilir.

Burada CP77'ye ve burada belilendidi Gzere bir memeli konak hiicresinin genomunda
bir heterolog gen olarak eksprese edildiginde gigek viral bliyumesini destekleyebilen
fonksiyonel ortologlarina ve bunlarin modifiye edilmig formlarina atif, Sphener et al.
(1988) ve Hsiao et al., (2006), kaynaklarinda ifade edilen inek gigek virlisi konak aralik
geni anlamina gelir. "Modifiye edilmis formlar" atfi, do§al-sus veya referans diziden bir
varyasyonu (6rnegin, bir silinmeyi, substitisyonu veya eklenmeyi) icerir. Bir referans
nikleotid dizisi, SEQ ID NO: 1'de saglanir. Modifiye edilmis formlar, kodlama bdlgesi
veya bunun en az 200 bitisik baz-¢ifti iceren bir veya birden fazla kismi boyunca en az
%80 dizi 6zdesligi paylasir. Modifiye edilmis formlar, burada tarif edildigi uzere, CHO
hicrelerinin igeren bir memeli veya baska daha ylksek &karyotik hicrelerde
ekspresyon icin optimize edilen kodon optimize edilmis formlan igerir. CP77 atfi,
ortologlari, yani, diger tdrlerde bulunan ile ayni fonksiyonu olan veya farkh adlar ile
tanimlanmis genleri igerir. inek gigek vir(isti konak aralik faktérii, CP77, ayrica VHR1,
CHOhr. ve CPXV025, olarak da ifade edilir. Vaksiniyanin Western Reserve (WR)
susundaki CHOhr/CP77 geni buyik dlciide fragmente edilir ve bir fonksiyonel faktér
uretemez. CP77, MVA'da ve Kopenhag susunda yoktur.
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Burada "CP77", "D13L" ve "K1L" atfi, fonksiyonel ortologlan ve fonksiyonel varyantlan
icerir.  "Fonksiyonel”, eksprese eden hucre sitoplazmasi icinde cigek-virasa
propagasyonunu desteklemek igin, bir kdltirlenmis hidcrenin memeli genomundan
yonlendirilen ekspresyonun (yani, transkripsiyonun ve translasyonun) burada tarif
edilen kalitesini ifade eder. "Cogalmak" terimi, intraselller propagasyonu ve interseluler

propagasyonu igerir ve matir viral pargaciklarin Uretilmesini kapsar.

Bir uygulamada, modifiye edilmis hiicrelerin bir popllasyonu, bir modifiye edilmemis
kontrol hicresinde daha az ¢ogalabilen veya buylk dlglide godalamayan bir cigek-
virislnin propagasyonunu sdrddrdr. Codalamama yetisi, hicreden hilicreye veya

sujeden sujeye aktarimin tipik olarak gergeklesmedidi anlamina gelir.

"Modifiye edilmemis kontrol hicresi" atfi, CP77'den, K1l'den ve SPI-1'den olusan
gruptan secilen en az bir viral konak aralik faktoriini kodlamasi igin ve bir promotor
kontrolii altinda bunun genomundan bunu eksprese etmesi icin modifikasyondan once
var oldugu sekilde modifiye edilmis hilicreyi ayni zamanda teknikte bilinen diger uygun

kontrol hiicrelerini igerir.

Ornegin, cicek-virUsleri, érnegdin, MVA ve vaksiniya, CHO hiicrelerinde ¢ogalamaz.
Bununla birlikte, burada surpriz bir sekilde belirlendigi Uzere, bir promotdr kontrol
altinda bunlarin genomundan CP77 eksprese etmesi i¢cin rekombinant clarak modifiye
edilmis CHO hiicreleri, yalnizca vaksiniyanin dedil ayni zamanda vaksiniyanin, érnegin,
MVA'nin, tirevlerinin de propagasyonunu destekleyebilir. S6z konusu modifiye edilmis
CHO-CP77 hiicrelerinde propagasyondan sonra, MVA ve vaksiniya modifiye edilmemis

CHO hucrelerinde veya baska uygun kontrolde hala cogalamaz.

Burada "gigek-virisu" atfi, bir ilag, profilaktik, tanisal veya terapGtik ajan olarak, s6z
konusu bir heterolog moleklld (6rnedin, s6z konusu bir antijeni) kodlayan bir
rekombinant gigek-viriist vektorinl igerir. Bu tarz rekombinant gicek-virlisti vektorleri
tipik olarak, gigek-viral indukli olmayan hastaliklara veya rahatsizliklara kargi asilar
olarak kullanilmasi igindir. Ayrica, gigek-virlisi terimi, bir gigek-virisi enfeksiyonuna,
oérnedin, variyola veya cicek hastaligi enfeksiyonuna, karsi bir terapbtik veya profilaktik
asi olarak kullaniimasi i¢in dnerilen izole edilmis cicek-viraslerini ve bunlarin tarevlerini

igerir.
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Burada "vaksiniya-temelli" atfi, vaksiniyayl ve vaksiniya virdsunin tdrevlerini ve
modifiye edilmis formlarnm icerir. Vaksiniya temelli tarevler, herhangi bir sekilde
siniMandirmadan, MVA'y1 ve NYVAC'yi icerir. MVA ve NYVAC atfi, teknikte bilinen bu
gicek-viraslerinin suslarini veya tlrevlerini icerir. Modifiye edilmis formlar, bir ila on
veya daha fazla gende modifikasyonlara sahip olabilir. "Modifikasyon" teriminin, dogal-
sug veya referans diziden bir varyasyonu {(6rnegin, bir silinmeyi, siibstitisyonu veya
eklenmeyi) kastetmesi amagclanir. "Atenlie edilmis" atfi, ilgili bir stjede godalmayan
veya ayni virlsun bir atenile-edilmemis formuna kiyasla biyik olglide daha az bir
dereceye kadar codalan cicek-viriistnG icerir. Terim ayrica, bir sljede patojenik-

olmayan virtisleri de icerir.

Bir uygulamada, hiicre bir sdrekli hicre hattidir. Modifiye edilmis hicrenin slrekli
olarak bdllnebilen bir hicre hatti olmasi daha az mecburidir. Bir memeli veya daha
yiksek Okaryotik hiicre, mevcut bulusa uygun sekilde mecdifiye edilebilir ve bunu
takiben bir surekli olarak bdlinen hiicre hatti haline gelmesi igin transforme edilebilir
veya olims(iz hale getirilebilir. Bununla birlikte, modifikasyondan énce hiicre, teknikte
bilinen, kolay bir sekilde bir iyi karakterize edilmis ve sirekli olarak bdlinen
biyoteknoloji uyumlu sdrekli hicre hattidir. Bu tarz hlcrelere kolaylikla, depolama
kuruluglarnindan, érnegin, Amerikan Tipi Kiltlr Koleksiyonu'ndan (ATCC) veya Avrupa

Hiicre Kiltlirleri Koleksiyonu'ndan (ECACC), erisilebilir,

Uygun memeli hicre hatlar, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, érnegin, ATCC'den
erisilebilen, RK18, BHK, VERO, HBOC-143B, HaCat, HepG2, HelLa, HT1080, HEK-
293, RD, COS-7, CHO, Jurkat, HUT, SUPT, C8166, MOLT4/klon8, MT-2, MT-4, H9,
PM1, CEM, miyelom hicrelerini (6rnegin, SB20 hicrelerini) ve CEMX174'U icerir.

Bir uygulamada, htcre, bir CHO hucresidir. Viral konak ad genlerini kodlamayan,
dnceki teknigin CHO hicre hatlar, insanlarda biylk dlgude ¢ogalamayan vaksiniyanin

veya vaksiniya t(irevlerinin imalatini desteklemez.

Bazi hiicrelerde, hiicre, bir insan hiicresidir, bir primat hiicresidir, bir hamster hiicresidir

veya bir tavsan hicresidir.

Mevcut medifive edilmis memeli hicrelerini etkilemek icin uygun kimerik yapilar, bir

regilatér diziye operatif olarak badli, bir gigek-viral konak aralik faktérinl kodlayan bir
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nikleik asit dizisi igerir. Regllatdr dizi uygun sekilde, hiicre icinde ekspresyon icin
uygun olacak olan transkripsiyonel ve/veya translasyonel kontrol dizileri icerir. Tipik
olarak, transkripsiyonel ve translasyonel regulatdr kontrol dizileri, bunlarla simirli
kalmamak kaydiyla, bir promotér dizisini, bir 5' kodlamayan bdlgeyi, bir cis-regilatdr
bdlgeyi, érnedin, transkripsiyonel regllatdr protein veya translasyonel regulatdr protein
igin bir fonksiyonel baglama yerini, bir yukan akis agik ckuma gergevesini, ribozomal-
baglama dizilerini, transkripsiyonel baslangi¢ yerini, translasyonel baslangi¢ yerini
vefveya bir oOn-bilgi dizisini kodlayan niikleotid dizisini, sonlandirma kodonunu,
translasyonel durdurma yerini ve bir 3' aktariimamig bolgeyi icerir. Teknikte bilindigi
Uzere konstititif veya indlUklenebilen promotdrler tasarlanir. Promotdrler, dogal
olugsumlu promotérier veya birden fazla promotérun elemanlarini birlegtiren hibrit

promotérler olabilir.

Tasarlanan promotdr dizileri, memeli hiicreleri igin natif olabilir veya bir alternatif
kaynaktan taretilebilir, burada bélge segilen organizma iginde fonksiyoneldir. Promotdr
segimi, hedeflenen konak hiicreye bagh olarak gesitlilik gdsterecektir. Ornegin, memeli
hicrelerinde ekspresyon igin kullanilabilen promotorler, diderleri arasinda, agir
metallere, drnedin, kadmiyuma, yanitta indiklenebilen metalotiyonein promotdrin, B-
aktin promotorind ayni zamanda viral promotorleri, 6rnegin, SV4C blyuk T antijeni
promotorind, insan sitomegaloviris (CMV) hemen erken (IE) promotériind, Rous
sarkom virisl LTR promotdrind, fare mamari timor virlst LTR promotdrind,
adenovirls major geg promotdrini (Ad MLP), herpes simpleks virlisi promotérini ve
bir HPV promotorindg, ozellikle HPV yukari akig regulator bolgesini (URR) igerir. Bu

promotdrlerin timi iyi tarif edilmistir ve teknikte kolaylikla erigilebilirdir.

Hizlandirncr elemanlar aynca burada, memeli yapilarinin ekspresyon dlzeylerini
arttirmak icin de kullanilabilir. Ornekler, ornegin, Dijkema ef af., (1985) EMBO J. 4:761,
kaynagdinda tarif edildigi izere, SV40 erken gen hizlandiricisinig, émegin, Gorman et al.,
(1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72:6777, kaynagdinda tarif edildigi Gzere, Rous
Sarkom Virlisinin uzun ug tekrarindan (LTR) tlretilen hizlandiriciyi/promotéri ve
ornegin, Boshart et al., (1985) Cell 41:521, kaynaginda tarif edildidi (izere, insan
CM\V'sinden tOretilen elemanlari, drnedin, CMV intron A dizisine dahil edilen elemanlar

icerir.
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Kimerik yap! ayrica, bir 3' aktariimamig dizi de i¢cerebilir. Bir 3' aktariimamis dizi, bir
genin, bir poliadenilasyon sinyali ve mRNA islenmesini veya gen ekspresyonunu
etkileyebilen herhangi bir bagka regulatér sinyal iceren bir DNA segmenti igeren
kismini ifade eder. Poliadenilasyon sinyali, mRNA &ncllinin 3" ucuna poliadenilik asit
yollarinin  eklenmesini etkileme ile karakterize edilir. Poliadenilasyon sinyalleri,
varyasyonlarin olagandigi olmamasina ragmen, 5' AATAAA-3' kanonikal formuna
homolojinin varligi ile yaygin bir sekilde bilinir. 3’ aktariimamis regilator DNA dizisi
tercihen, yaklagik 50 ila 1.000 nts igerir ve bir poliadenilasyon sinyaline ve mRNA
islenmesini veya gen ekspresyonunu etkileyebilen herhangi bir bagka regilator sinyale

ek olarak transkripsiyonel ve translasyonel sonlandirma dizileri icerebilir.

Bazi uygulamalarda, kimerik yap! ilaveten, yapiyl iceren hlcrelerin seleksiyonuna izin
vermesi igin bir secilebilen belirte¢ geni icerir. Seleksiyon genleri teknikte iyi bilinir ve

stz konusu hiicre iginde ekspresyon igin uygun olacaktir.

Bir uygulamada, viral konak aralik geninin ekspresyonu, bir promotior kontroli
altindadir. Bir sinirlayici-olmayan uygulamada, promotor, bir hilcresel konstitGtif
promotdrdir, drnegin, insan EF1 alfa (insan elongasyon faktdri 1 alfa geni
promotorudir), DHFR (dihidrofolat rediktaz geni promotdridur) veya konak hicre
tzerinde anlaml toksik etkiler yoklugunda viral propagasyonu sirdirmek igin CP77'nin
bir yeterli dizeyinin ekspresyonunu yonlendiren PGK (fosfogliserat kinaz geni
promotoriidir). Promotorler aynica, indiklenebilen, drnegdin, hlicresel indiiklenebilen
promotdr de olabilir. MTH (bir metalotiyonein geninden) viral promotorler, émedin,
CMV, RSV, 5V4 ve MoU3 de memeli hiicrelerinde kullanilir.

Uygun sekilde, hir uygulamada, viral konak aralik geninin gkspresyonu, permisif hicre
hatlarinda goézlenene es-deger viriis verimleri Uretmek igin virlisln propagasyonunu
destekler. Viral konak aralik geninin ekspresyonu, érnegin, 500'den blyik olan bir virls
replikasyon amplifikasyon oranini destekler. Viral konak aralik geninin ekspresyonu,
anlamli konak hiicre toksisitesi yoklugunda viral propagasyonu destekler. Anlamli
konak hicre toksisitesi, viral konak aralik faktori ekspresyonunun, prematiire konak
hicresi dlimunden veya béliunememeden dolay viral verimi dislren bir dizeyini ifade
eder. Uzmanhd olan kisi, konak hucresi parametrelerini, érnegin, konak hicresi sag

kahmini ve c¢ogalmasini ve viral parametreleri, émegdin, viral konak aralik geni
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ekspresyonunu, viral replikasyonu ve viral verimi kalitatif veya kantitatif bir sekilde

degerlendirmek icin yontemlere asinadir.

Bir uygulamada, gigek-viriisi, bir fonksiyonel CP77'yi veya CP77 ortologunu kodlayan
bir orto-gicek virusi disindaki bir kordo-gicek virusidur. Inek cigek virlsi, CP77'yi
kodlar ve bundan dolayl bu ydénde kapsanmaz. Orto-gigek virGsleri, bufalo cigek
virlisund, inek cicek virlisunl, deve gigek virsind, ektromeli virlisind, maymun gigek
virlisiin{l, tavsan gicek virlisiini, rakun cigek virlisiinil, tetera gigek virlisiin{, vaksiniya
virlsund, tarla faresi gigek virlistind, kokarca ¢icek virtisind ve atlarin Uasin Gishu
hastahidi virisind igerir. Diger cinsler, para-gigek virdslerini, avi-¢cicek viruslerini, kapri-
gicek virlslerini, lepori-cicek viruslerini, domuz-gicek virlslerini, mollusci-gicek

viruslerini ve yata-gigek virdslerini igerir.

Bir uygulamada, cigek-virlisii MVA'dir veya MVA'nin insanda/bir siljede biiyik dlcide

kopyalayamayan bir tlirevidir.

Bir uygulamada, gigek-virlisii vaksiniyadir veya vaksiniyanin insanda in vivo blylk

dlgude kopyalayamayan bir tirevidir.

Bir baska uygulamada, c¢icek-virlisli, bir cicek viral asi olarak kullanilmasi igin

uygundur.

Bir ilave uygulamada, cigek-virlist, soz konusu bir heterolog molekill, drnegin, s6z
konusu bir tibbi antijeni, kedlayan ve eksprese eden bir rekombinant gicek-viral
vektordar, burada rekombinant ¢icek-viral vektor, bir sijede bir tanisal, terapoétik veya

profilaktik ajan olarak kullanilmasi i¢indir.

Burada K1L atf), Shisler ve Jin (2004) tarafindan tarif edilen gen ve bunun ortologlarn

veya modifiye edilmis formlari anlamina gelir.

Burada SPI-1 atfi, Brookes et al., (1995) tarafindan tarif edilen konak aralik geni ve

bunun ortologlar veya modifiye edilmis formlari anlamina gelir.

Bazi uygulamalarda ve supheye mahal vermemek i¢in, meveut hizlandinlmig viral

propagatif proses, gigek-viral genomuna genlerin eklenmesini gerektirmez. Bu, elbette,
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diger amaclar icin, érnedin, sinirlandirma olmaksizin, asi amaclan igin s6z konusu
antijenler olarak heterolog maolekilleri kodlamasi igin veya bir sijede bir immun yanit

meydana getirmesi i¢in, viral vektorlerin modifikasyonlanni, diglamaz.

Konak hlicre nikleusundan gigek-viral konak aralik geninin transkripsiyonu ve
kodlanan (riiniin translasyonu, enfekte edilmis hiicre icinde gerceklesir ve kenak hiicre
sitoplazmasinda gigek viral propagasyonu igin yeterlidir. Herhangi bir 6zel etki modu

sinirlandirmasi olmaksizin, CP77'nin bir viral koruma ajani oldugu dnerilir.

Bir aciklayici uygulamada, enfekte edilmis hicre hatti tarafindan eksprese edilen gi¢ek-
viral konak aralik geni, CP77'dir. Omek 41e gosterildigi Uzere, bir CHO hicresi
nikleusu CP77'yi kodlamasi ve eksprese etmesi i¢cin modifiye edildijinde, bu bir
permisif hicre hatti, drnegin, 143B, olmuscasina, bu viral amplifikasyonu surddrebilir.

Tipik olarak, konfllient plaklar, enfeksiyondan sonraki iki giin icinde gézlenir.

Bir baska uygulamada, modifiye edilmis hiicre iginde viral propagasyon dizeyi, en az
10 ila 5000 olan bir amplifikasyon orani saglar. Amplifikasyon oranlari, bazi
uygulamalarda, 500 ile 3000 araliindadir veya 1000 ile 4000 araliindadir.

Bir baska uygulamada, heterolog cicek viral konak arallk geninin promotdr
yonlendirmeli ekspresyonu, hucre iginde gicek viral konak aralik heterolog geni
ekspresyonunun bir diizeyini sadlar. CP77 ekspresyonunun dlizeyi, permisif hiicrelerde

inek cicek viriisu tarafindan Gretilene benzer olabilir veya bunu agabilir.

Bir baska uygulamada, heterolog cicek viral konak aralik geninin  promotdr
yonlendirmeli ekspresyonu, hucre iginde heterolog gen ekspresyonunun en azindan bir
permisif hlcre igindeki viral propagasyon duzeyinde viral propagasyona izin vermek

icin yeterli olan bir dOzeyini saglar.

Bir uygulamada, bir CHO hiicre hattinda gigcek viral lretim, bir pozitif kontrol

hicresindeki gigek viral Uretimin dlizeyine esittir veya bunu agar.

Bir uygulamada, CHO hucrelerin MVA viral Gretiminin duzeyi, CEF hudcrelerinde MVA

viral tretiminin diizeyine buyuik dlgide esittir veya bunu asar.
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Bir uygulamada, CP77, K1L ve/veya SPI-1, memeli hiicrelerinde ekspresyon i¢in kodon

optimize edilmis nikleotidlerin bir bitisik dizisi tarafindan kodlanir.

Burada ilaveten tarif edildigi Ozere, CP77'yi kodlayan kodon optimize edilmis nikleik
asit dizisi, Brighton Red susunun {UniprotKB/Swiss-Prot:P12932.1) inek cicek CP77
proteinini kodlayan diziye %80'den daha az veya %75'ten daha az nikleotid dizi
Ozdesligine sahip olabilir. Bazi uygulamalarda, kodon optimize edilmis dizi, SEQ ID
NO: 1'de izah edilen diziye sahiptir veya SEQ ID NO: 1'de izah edilen diziye en az %70
dizi dzdeslidine sahip olan bir nikleik asit dizisi iceren bir fonksiyonel varyanttir. Bazi
uygulamalarda, CP77 virds konak aralik faktéri, SEQ ID NC: 2'de izah edilen bir amino
asit dizisine sahiptir veya SEQ ID NO: 2'de izah edilen amino asit dizisine en az %70

amino asit dizisi dzdeslijine sahiptir.

Baz) uygulamalarda, burada tarif edildigi (zere, bunlarin genomundan CP77'yi
eksprese eden modifiye edilmis memeli hlcrelerinin bir popllasyonunu, érnegin, bir
klonal popiilasyonunu, iceren veya esas olarak bundan olusan bir kit tasarlanir. Bazi

uygulamalarda, modifiye edilmig hiicre, bir vaksiniya virisi icermez.

Mevcut tarifname ilaveten, CHO hicrelerinde gogalmayan bir gigek-virisind imal etme
yontemini veya buna ydnelik bir prosesi tanimlar, proses in vitro bir memeli hiicre
hattinda gigek-virislnl ¢godaltmasini icerir, burada hiicre hattit CP77'yi kodlamasi ve bir
promotor kontroll altinda eksprese etmesi igin modifiye edilir. Proses ilaveten, viral

parcaciklari izole etmeyi icerebilir.

Hiicre hatti uygun bir sekilde, teknikte uzmanhgi olan kigiler tarafindan, bir ilacin veya
terapdétik, tanisal veya profilaktik ajanin imalati igin uygun oldudu bilinen bir memeli

hucre hattidir.

Spesifikasyon, bir modifive edilmis CHO hiicresini tarif eder, burada CHO hiicresi
CP77'yi kodlamasi ve bir promotdr kontrolU altinda bunun genomundan bunu eksprese

etmesi icin modifiye edilir.

Bir uygulamada, modifiye edilmis CHO hdcre hatti, CP77'yi eksprese etmeyen bir
modifiye edilmemis kontrol CHO hicresinde daha az c¢ogalabilen veya hig

¢odalamayan bir virislin propagasyonunu surdirir.
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Bir uygulamada, virus, CP77'yi kodlayan bir orto-gicek virisu digindaki bir orto-gicek
virasidir. Teknikte bilindigi Gzere, inek cigek virisu, CP77'yi kodlayan bir gicek

virusadar.

Bazi uygulamalarda, virls, vaksiniyadir veya vaksiniyanin insanda/bir siijede buyuk

Olciide kopyalayamayan bir tirevidir.

Bazi uygulamalarda, viris, MVA'drr.

Bir bagka uygulamada, spesifikasyon insanda buylk dlgide kopyalamayan bir cicek-
virislin ¢odaltmanin bir yéntemini saglar, ydntem asagidakileri igerir: (i) CP77'yi
eksprese etmesi icin transforme edilmis bir CHO hiicresini kiltirleme; ve (i) (i)'den
elde edilen kultirlenmis CHO hiicresini insanda bliylk olglide kopyalamayan cigek-

virlsu ile enfekte etme.

Bir bagka uygulamada, spesifikasyon insanda blylk dlglide kopyalamayan bir gigek-
viruslind cogaltmanin bir ydéntemini saglar, yontem asagdidakileri icerir: (i) CP77'yi ve
D13Ll'yvi vel/veya K1Ll'yi eksprese etmesi icin transforme edilmis bir CHO hicresini
kiltiirleme ve (ii) (i)'den elde edilen kiltiirlenmis CHQO hiicresini insanda blyik dlgide

kopyalamayan gigek-viriisU ile enfekte etme.

Bir bagka uygulamada, spesifikasyon MVA'yl cogaltmanin bir ydntemini sadlar, yéntem
asagidakileri icerir: (i) CP77'yi ve D13Ll'i velveya K1l'yi eksprese etmesi icin
transforme edilmig bir CHO hicresini kdltdrleme ve (ii} (i)den elde edilen kiltGrlenmig
CHO hucresini MVA ile enfekte etme.

Bir baska uygulamada, spesifikasyon insanda bilylk o6lglide kopyalamayan bir
vaksiniya tlrevini g¢ogaltmanin bir ydntemini saglar, yontem asagidakileri igerir: {i)
CP77'yi ve D13L'i vel/veya K1L'yi eksprese etmesi igin transforme edilmis bir CHO
hicresini kultirleme ve (ii) (i)'den elde edilen kiltirdenmis CHO hicresini vaksiniya

tirevi ile enfekte etme.

Bir baska uygulamada, spesifikasyon bir heterolog proteini kodlayan MVA'yi
¢odaltmanin bir yontemini saglar, yontem asagidakileri icerir: (i) CP77'yi ve D13L'yi
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velveya K1L'yi eksprese etmesi icin transforme edilmis bir CHO hiicresini kiltirleme ve

(i) {i)'den elde edilen kdltirlenmis CHO hicresini MVA ile enfekte etme.

Bir baska uygulamada, spesifikasyon insanda blyik o6l¢lde kopyalamayan, bir
heterolog proteini kodlayan bir vaksiniya tlrevini ¢odaltmanin bir yéntemini sadlar,
yontem asagidakileri igerir: (i) CP77'vi ve D13L'yi ve/veya K1l'vi eksprese etmesi igin
transforme edilmis bir CHO hiicresini klltirleme ve (ii) (iyden elde edilen klltirlenmis

CHO hiicresini vaksiniya tlrevi ile enfekte etme.

Bir baska uygulamada, mevcut spesifikasyon operatif olarak regilatdér elemanlara,
ornegin, bir memeli hicre hattinda ekspresyon icin bir promotore, bagh bir viris konak
aralik geninin nikleik asit dizisini iceren bir yapay olarak olusturulmus vektér,
polintkleotid veya plazmid sadlar. Bazi uygulamalarda, virs geni, inek gigek ankirin
tekrar alani-iceren protein CP77 genidir {UniProtKBSwiss-Prot P12932.1 [025LBR
CP77 proteini]. Bir uygulamada, viriis konak aralik geni, érnegin, CP77, bir memeli
hiicre hattinda ekspresyon igin kodon optimize edilmistir. Uygun vektdrler ve plazmidler

teknikte bilinir.

Bir uygulamada, polindklectid, CP77'vi kodlar. Bazi uygulamalarda, polinlkleotid,
(memeli hlicrelerinde, éregdin, CHO'da, ekspresyon i¢in kodon optimize edilmis) SEQ
polinikleotid, SEQ ID NC: 1'de izah edilen nikleotid dizisini veya bunun SEQ ID NQO:

2'de gdsterilen amino asit dizisini kodlayan bir varyantini igerir.

Bir bagka uygulamada, mevcut spesifikasyon, bir virus konak aralik geninin bir memeli

hucresine kararl yerlestirilmesi igin bir transpozisyon aktarim vektéruna tarif etmigtir.

Mevcut tarifname ayrica, bir virlise blylk élciide permisif-olmayan bir memeli veya
daha ylksek dkaryotik kiltir hiicresini bir virlise permisif olan bir hicreye transforme
etmenin bir yOntemini de saglar, yontem hicreyi CP77'yi eksprese etmesi igin

transforme etmeyi igerir.

Bazi uygulamalarda, yéntem hucreyi bir memeli promotdru kontroll altinda bir
kodlanmig CP77'nin ekspresyonunu yodnlendirebilen bir vektdr ile transfekte etmeyi

igerir.
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Bazi uygulamalarda, vekior, bir memeli promotdra kontrold altinda CP77'yi kodlayan bir

transpozisyon aktanim vektoriadir.

Bir sinirlayici-olmayan uygulamada, promotdr, bir hicresel konstitutif promotordir,
ornegin, insan EF1 alfa (insan elongasyon faktérii 1 alfa geni promotdrtidir), DHFR
(dihidrofolat rediiktaz geni promotéridiir) veya konak hiicre Uzerinde anlamh toksik
etkiler yoklugunda viral propagasyonu sirdiirmek igin CP77'nin bir yeterli dizeyinin
ekspresyonunu yonlendiren PGK (fosfogliserat kinaz geni promotdradur). Promotérler
ayrica, indiklenebilen, érnedin, hiicresel indiiklenebilen promotdr de olabilir, MTH (bir
metalotiyonein geninden) viral promotdrler, érnegin, CMV, RSV, SV4 ve MoU3 de

memeli hlcrelerinde kullantlir.

Bazi uygulamalarda, hlcre, bir CHO hiicresidir.

Bazi uygulamalarda, viris, bir gigek virlisidr.

Bazi uygulamalarda, cicek-virisli, insanda patojenik-olmayan veya kopyalamayan bir

vaksiniya tlrevidir.

"izole edilmig" ile, buna normal olarak bunun natif halinde eslik eden bilesenlerden
blylik olglide veya esas olarak yoksun olan materyal kastedilir. Ornegin, burada
kullanildigi sekliyle, bir "izole edilmis polinikleotid" veya bir "izole edilmis polipeptit" ve
benzerlerini, bir polinlkleotid veya polipeptit molekOlinin bunun dogal hiicresel
ortamindan ve hicrenin diger bilesenleri ile iliski halinden in vitro izolasyonunu ve/veya
saflastinlmasini ifade eder. Sinirlandirma olmaksizin, bir izole edilmis bilesim,
kompleks, polintkleotid, peptit veya polipeptit, saflastirma ile izole edilen bir natif diziyi

veya rekombinant veya sentetik araclar ile tretilen bir diziyi ifade edebilir.

Varyantlar, bir referanslanmis molekiile veya bunlarin komplementer formlarina bunun
timi veya pargasi boyunca vyeterli sekilde benzer olan, bodylece selektif
hibridizasyonun orta derecede veya yiksek derecede zorlayici kosullar altinda
basarlabildigi veya en az yaklagik 15 nikleotid iceren bir karsilastirma penceresi
boyunca bir referanslanmig ¢icek-virusu konak aralik faktérini tamimlayan nokleotid

dizilerine yaklasik %60 ila %90 veya %90 ila 98 dizi 6zdesligine sahip olan, nukleik asit
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molekillerini icerir. Tercihen, hibridizasyon bdlgesi, yvaklasik 12 ila yaklagsik 18 veya
daha fazla nukleobaz uzunlugundadir. Tercihen, bir dzel nikleotid dizisi ve referans
dizi arasindaki yuzde 6zdeslik, en az yaklasik %80 veya %85 veya daha tercihen
yaklasik %90 veya daha fazla, érnegin, yaklasik %95, %96, %97, %98, %99 veya daha
fazla, benzerdir. %80 ile %100 arahgindaki ylUzde ozdeslikleri kapsanir. Nikleotid
dizisinin uzunlugu, bunun onerilen fonksiyonuna baghdir. Homologlar kapsanir.
"Homolog", "homolog genler" veya "homologlar® terimleri genis bir sekilde, diger
tirlerden olanlan igeren fonksiyonel ve yapisal olarak ilgili molekilleri ifade eder.

Homologlar ve ortologlar, varyantlarin érnekleridir.

Nikleik asit dizisi 6zdesligi, asagidaki sekilde belirlenebilir. S6z konusu nukleik asit
dizisi, BLASTM programi versiyon 2.1 (Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Research
25:3389-3402, kaynagina gore) kullanilarak, bir nikleik asit dizisi veri tabanini, érnegin,
Genbankas!t veri tabanint  (http://’www.nchi.nin.nih.gov/blast/ intemet sitesinden
erisilehilir), arastirmak igin kullanilir. Program, bosluk-olusturulmamis modda kullanilir.
Varsayilan filtreleme, diusik karmasiklik bdlgelerinden kaynaklanan dizi homolojilerini

uzaklastirmak igin kullanilir. BLASTM'nin varsayilan parametreleri kullanilir.

Amino asit dizisi 0zdeslidi, asagidaki sekilde belirlenebilir. S6z konusu polipeptit dizisi,
BLASTP programi kullanilarak, bir polipeptit dizisi veri tabanini, émedin, Genbankasi
veri tabanini  (http://www.ncbi.nin.nih.gov/blast/ internet sitesinden erisilebilir),
arastirmak icin kullanilir. Program, bosluk-olusturulmamis modda kullanilir. Varsayilan
filtreleme, dastk karmagiklik bdlgelerinden kaynaklanan dizi  homolojilerini
uzaklagtirmak icin kullanihir. BLASTP'nin varsayilan parametrelerinden yararlanilir.

Dusuk karmasikhk dizileri i¢in filtreleme, SEG programini kullanabilir.

"Zorlayici kosullar altinda hibridize olmak” terimi ve bunun dilbilgisel eg-dederleri, bir
nikleik asit molekdlinin tanimlanmis sicaklik ve tuz konsantrasyonu kosullan altinda
bir hedef nukleik asit molekiline (drnegin, bir DNA veya RNA blotu, érnegin, bir
Southern blot veya Northern blot, iizerine immobilize edilmis bir hedef nlkleik asit
molekiline) hibridize olma yetisini ifade eder. Yaklasik 100 bazdan daha blylk olan
ndkleik asit molekilleri agisindan, tipik zorlayici hibridizasyon kosullari, natif dubleksin
erime sicakliginin {Tm) en fazla 25°C ila 3C°C (érnegin, 10°C) altindadir (bakiniz,
genel olarak, Sambrook et al., (yukarida); Ausubel et al,, (1999)). Yaklasik 100 bazdan
daha uzun olan nikleik asit molekilleri i¢in Tm, Tm=81,5+%0,41 {G+C-log (Na"))
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formdlld ile hesaplanabilir. 100 bazdan daha kisa olan nikleik asit molekilleri

acisindan, emsal zorayici hibridizasyon kosullan Tm'nin 5°C ila 10°C altindadir.

"Wektér® ile, bir polintklectid molekdll, 6rnedin, bunun igine bir polintklectidin
yerlestirilebilecedi veya klonlanabilecegdini, bir plazmidden, bakteriyofajdan, mayadan,
viriisten, memeliden, kustan, siirlingenden veya haliktan tiiretilen, uygun sekilde bir
DNA molekill kastedilir. Bir vektor tercihen, bir veya birden fazla essiz restriksiyon yeri
icerir ve bir hedef hiicre veya doku veya bir progenitdr hiicre veya bunun dokusunu
iceren bir tanimlanmig konak hucre igin otonom replikasyon yapabilir veya klonlanmig
dizinin yeniden-iretilebilir olacagl sekilde tanimlanmis konadin genomuna entegre
edilebilir. Bu dogrultuda, vektor bir otonom bir sekilde kopyalayan vekior, yani, bir
ekstra-kromozomal varlik olarak var olan, replikasyonu kromozomal replikasyondan
bagimsiz olan, bir vekidr, érnegin, bir lineer veya kapal dairesel plazmid, bir ekstra-
kromozomal eleman, bir mini-kromozom veya bir yapay kromozom, olabilir. Vektor,
kendi kendin replikasyonu garantilemek icin herhangi bir arag igerebilir. Alternatif
olarak, vektor, konak hicreye uygulandiginda, genom igine entegre edilen ve igine
entegre edildi§i kromozom(lar) ile birlikte kopyalanan bir vektér olabilir. Bir vektér
sistemi, bir tek vektdr veya plazmid, birlikte konak hlicrenin genomuna uygulanacak
olan toplam DNA'y! iceren iki veya daha fazla vektdr veya plazmid veya bir transpozon,
icerebilir. Vektdr segimi tipik olarak, vektdrin, vektérin igine uygulanacadi kenak hiicre
ile uyumluluguna bagdh olacaktir. Vektdr ayrica, uygun transformantlarin seleksiyonu
igin kullanilabilen bir seleksiyon belirteci, érnegin, bir antibiyotik direng geni de
icerebilir. Bu tarz direng genlerinin drnekleri, teknikte uzmanhgi olan kisiler tarafindan

bilinir.

"Gen" atfi, bir genin ekzonlarina karsilik gelen cDNA'y1 icerir. Burada bir "gen" atfinin
ayrica asagidakileri de igerdigi sayilir: transkripsiyonel ve/veya translasyonel regulator
dizilerden ve/veya bir kodlama bdlgesinden vefveya aktanimamis dizilerden {yani,
intronlardan, 5'- ve 3'-aktaniimamig dizilerden) olusan bir klasik genomik gen; veya
genin kodlama bdélgelerine {yani, ekzonlara) ve 5'- ve 3'-aktanlmamis dizilerine kargilik
gelen mRNA veya cDNA.

"Regulator eleman” veya "regulatér dizi® ile, bir 6zel konak hicrede bir operatif olarak
baglanmis kodlama dizisinin ekspresyonu igin gerekli olan nikleik asit dizileri (érnegin,

DNA) kastedilir. Prokaryotik hlcreler i¢cin uygun olan regllatér diziler, érnedin, bir
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promotorll ve opsiyonel olarak bir cis-etki eden diziyi, érnedin, bir operator dizisini ve
bir ribozom baglama yerini icerir. Okaryotik hiicreler icin uygun olan kontrol dizileri,
promotarleri, poliadenilasyon sinyallerini, transkripsiyonel hizlandincilan, translasyonel
hizlandinicilari, mRNA kararliligini modille eden dn-bilgi veya arka-bilgi dizilerini ayni
zamanda bir transkribe edilmis peolinikleotid tarafindan kodlanan bir Ordnd bir hiicre
icindeki bir intraseliiler kompartimana veya ekstraselller ortama hedeflemek igin

hedefleme dizilerini icerir.

Komplementer diziler ve bu dizilerin pargalar kapsanir. Bir nukleik asit molekili ile
badlantili olarak kullanildifinda "kompleman" ve "komplementer” terimi, Watson-Crick
baz-eslegsmesi ile helirlendidi Gzere komplementer nudkleik asit dizisini ifade eder.
Ornegin, 5'CCATG3 nikleik asit dizisinin komplemani, 5'CATGG3' dizisidir.

"Spesifik olarak hibridize olma” ifadesi ve benzerleri, bu dizi bir kompleks karigim
(6rnedin, toplam hiicresel) DNA veya RNA icinde bulundugunda, zorlayici kosullar
altinda bir molekiiliin yalnizca bir 6zel niikleotid dizisini baglamasini, bununla dubleks

olusturmasini veya buna hibridize olmasini ifade eder.

Burada birbiri ile degistirilebilir bir sekilde kullanilan, "sUje" veya "birey" veya "hasta”
terimleri, bunlar igin terapinin veya profilaksinin arzu edildigi herhangi bir sljeyi, 6zel
olarak bir omurgall sijeyi ve hatta daha Ozel olarak bir memeli sijeyi, ifade eder.
Bulusun kapsami iginde kalan uygun omurgali hayvanlar, bunlarla sinidi kalmamak
kaydiyla, primatlar, kusgilleri, ¢iftlik hayvanlarini (6rmegin, koyunlarn, inekleri, atlar,
esekleri, domuzlan), laboratuvar test hayvanlanni {Grnegin tavsanlari, fareleri,
siganlari, gine domuzlanni, hamsterlan), evcil hayvanlari (érnegin, kedileri, kdpekleri)
ve yakalanmis vahsi hayvanlan (&rnegin, tilkileri, geyikleri, yaban k&peklerini) icerir.
Tercih edilen bir sije, bir primattir, érnegin, tedaviye veya profilaksiye ihtiyaci olan bir
insandir. Bununla birlikte, yukarida bahsedilen terimlerin semptomlarin var oldugunu

ima etmedigi anlasilacaktr.

Burada saglanan gesitli uygulamalar asagidaki sinirlayici-olmayan ornekler ile ilaveten

tarif edilir.

ORNEK 1
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VACV-COP, CHO hiicrelerinde biiyiiyemez

Materyaller ve Reaktifler

- VACV-COP, VSS02, SEMI 20213, Titre: 1,6x10(8) pfu/mL

- Vero: WHO-VERC-MCB gegis No 141, 08/08/2005, Virax Holdings Limited
— CHO: SA-Pathology 7.05.2004

— Blyiime ortami: RPMI, %10 FBS, Pen/Strep

— Idame ortami: RPMI, % 2 FBS, Pen/Strep

CHO ve Vero hicreleri, her bir hiucre hatti i¢in bir 6-Gozli plaka (6-WP) icinde
konflilansa kadar kdltirdenmistir. Her bir géz, oda sicakhidinda 45 dakika boyunca
4x10(4) pfu VACV-COP VSS02 ile enfekte edilmistir ve akabinde bundan sonra
37°Cl%5 COz'de inkiibe edilmistir. Her bir hlicre hattindan, 2 géziin igerikleri burada
enfeksiyondan 24 saat, 48 saat, 72 saat sonra hasat edilmistir ve bir araya getirilmigtir
(havuzlanmistir). Viral ekstraktlar, (¢ kere dondurma-¢ézilme ile yapilmistir ve
titrasyonlar igin hazir olana kadar -80°C'de saklanmistir. Her bir ekstrakt, Omek 4'te

tarif edilen Protokol'de tarif edildigi Gzere Vero hlcreleri kullanilarak titre edilmigtir.

Dondurma-¢ézilmeden sonra, bir homojenizasyon probu, bu biylk c¢dziinmeyen
topaklan dagitip parcalamak igin kullanilabilir. Hasat edilecek olan her bir goéz, 2 mL
MM icerir. Her bir zaman noktasi igin, her bir zaman noktasi icin 4 mL'lik bir toplam
hacim vermesi i¢in 2 gz havuzlanmisgtir. TE tamponu, her bir zaman noktasi igin 6

mL'lik bir toplam hacim vermesi igin eklenebilir.

Titrasyon sonuglar, viral verim sonuglari ve uretim verimleri, Tablo 1'de tablo haline
getirilir. Sonuglar, VACV-COP'nin, burada viral Uretimin zamanla arti§i Vero
hicrelerinden farkh olarak CHO hicrelerinde bir disik moi'den c¢ogalamadigini
gosterir. VACV-COP, CHO hiicrelerinde permisif-degildir.

ORNEK 2

Vero'ya kiyasla CHO'da VACV+PH22 [CP77] icin ¢ok-adiml bliyiime

- CP77, VACV'de aktiftir
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CP77'yi kodlayan inek c¢icek virisi BRO25L genini eksprese eden bir rekombinant
VACV-COP'nin (VACV-PH22 [CP77]) CHO'daki propagasyon potansiyeli, bir ¢ok-

adimh buyime ¢alismasinda Vero hicrelerine kiyasla belirlenmistir.

VACV-PH22, CHO konak aralk proteinini, CP77'vi, kodlayan inek gigcek virlisiinin
Brighton susundan natif 025L ORF'yi eksprese eden bir rekombinant vaksiniya virlisu
Kopenhag susudur. Vaksiniyada bu ORF ayrica, BRO25L natif promotérii kontroli
altindadir. Natif BR0O25L geni (natif promotdr ve ORF), ayrica bir kirmizi flioresan
proteini, DsRed-Express2 de kodlayan pPH22 olusturmak igin klonlanmistir. pPH22,
BRO25L genini ve DsRed genini VACV-COP'nin B19R ORF'si icine yerlestirecek olan,
¢ozlinebilen ve hiicre ylzeyi IFN alfa/beta reseptdr proteinini kodlayan, bir entegrasyon
vektoridar. BRO25L'nin ve DsRed'in VACV-COP igine yerlestiriimesi, CHO'yu bir dlsuk
cokluluktaki VACV-COP ile enfekte etmenin ve pPH22 ile transfeksiyonun bir sonucu
olarak homolog rekombinasyon ile basanimistir. Yalnizca BR0O25L genini iceren vir(s,
CHO hiicrelerinde ilaveten cogaltilacaktir, bu kirmizi fllioresan enfekte edilmis

hicrelerin veya plaklarin varligi ile gorsel olarak dogrulanabilir.

Homolog rekombinasyondan 3 glin sonra ekstrakte edilen viras, CHO icinde Ug kere
cogaltlmistir ve akabinde CHO hiicrelerinde bu c¢ok-adimli biylme c¢alismasinda

kullaniimadan once Vero hicreleri iginde titre edilmistir.

Materyaller ve reaktifler

- VACV-COP, VSS502, SEMI 20213, Titre: 1,6x10° pfu/mL

- VACV-PH22 [CP77], Titre: 8x10° pfu/mL

- Vero: WHO-VERO-MCB gegis No 141, 08/08/2005

- CHO: SA-Pathology 7.05.2004

— Bliylime ortami: CHO ve Vero igin RPMI, %10 FBS, Pen/Strep
— Idame ortami: CHO ve Vero igin RPMI, %2 FBS, Pen/Strep

CHQ ve Vero hiicreleri, her bir hiicre hatti igin 2 x T25 bhalonlar iginde konflllansa kadar
kiltarlenmigtir. Her bir hucre hattinin 1 balonu, oda sicakhginda 45 dakika boyunca
1x10° pfu VACV-COP VSS02 ile ve her biri 1x10° pfu VACV-PH22 ile enfekte edilmistir

ve akabinde bundan sonra 37°C/%5 CO,'de inkibe edilmistir. Her bir hicre hattindan,
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her bir balonun icerikleri burada enfeksiyondan 96 saat sonra hasat edilmistir. Viral
ekstraktlar, ¢ kere dondurma-cozilme ile yapimistir ve titrasyonlar icin hazir olana
kadar -80°C'de saklanmistir. Her bir ekstrakt, Orek 4'te detaylandirilan protokolde tarif
edildi§i Gzere Vero hucreleri kullanilarak 24 gdézll plaka formatlari halinde titre

edilmistir.

Enfeksiyonlar, T25 balonu, her bir hiicre hatti igin 2 balon iginde, yapimistir, burada
balon 1, VACV-COP ile enfeksiyondur ve balon 2, VACV-PH22 ile enfeksiyondur.
Hasat etme yalnizca, enfeksiyondan 96 saat sonra gergeklestirilmigtir. Sonuglar, Tablo
2'de tablo haline getirilir. Tablo 2'den, asadidakiler gdrilebilir: CHO hiicreleri, VACV-
COP viral projeni Gretimini destekleyemez. Bu, Omek 1'de tarif edilen sonuclari
konfirme eder. llaveten, VACV-COP, 200 katin Ustiindeki inokilim dizeyine
gogalblmis bir permisif hicre hattinin, bu ¢alismada Vero hucrelerinin, enfeksiyonu
olarak canhdir, bu nedenle, buradaki konak hiicre restriksivonundan dolayi, sonuclar
CHQ'da gorilir. Bununla birlikte, CP77, bir rekombinant vaksiiya virlisii, VACV-PH22,
tarafindan eksprese edildiginde, yaklasik 700 kat inokulim amplifikasyonu
bagsariimigtir. Vero hulcrelerinin VACV-PH22 ile enfeksiyonu ayrica inokdlimi de
¢odalttigindan, CP77'nin ekspresyonu vaksiniya konak araligini yalnizca CHO hicreleri
ile similandirmaz. Bununla birlikte, amplifikasyon duzeyi, CP77 olmadan vaksiniya
kadar iyi olmayabilir. Titrasyon sonuclarinin standart hatasi bu derece biyik

oldugundan, verimdeki farklilik anlaml olmayabilir.

Bu sonuglar, viral genomdan eksprese edilen CP77'nin bir permisif hlcre
substratindan, drnedin, Vero'dan, beklenene benzeyen verimler dretme ile permisif-
olmayan CHO hdcre hattinda VACV-COP'nin ¢ogalmasina olanak saglamada yeterli

olmaktan fazlasi oldugunu gosterir.

CHOQ hiicrelerinin vaksiniya virlisi enfeksiyonu sirasinda CP77 proteini igin olasi bir
fonksiyon, Hsiao et al., (2006), tarafindan bildirilmigtir. Bunlar, CP77'nin HMG20A'yI
bagladigini ve bunu viral fabrikalar iginde yer alan yeni sentezlenmis vaksiniya
genomundan uzaklastirdigini, bdylece vaksiniya yagam siklusunun CHO hiicrelerinde
devam etmesine olanak sadladigini éne sdOrer. CP77'nin, HMGZ20a'nin genomu
baglamasindan ve "kilittemesinden" dolay! aksi durumda CHO hicrelerinde erigilebilir
olmayacak olan yeni sentezlenmis genomun paketleme icin erigilebilir olmasina olanak

sadladigl éne srillir. CP77'nin fonksiyonu permisif hicre hatlarinda, drnegin, Vero'da,
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viral amplifikasyon igin gerekli olmadidindan, burada bu fonksiyona sahip olan, en
azindan CHO hicrelerinde inaktif olabilen veya bulunmayabilen, ancak permisif hiicre
hatlarinda aktif olabilen veya bulunabilen, bir alternatif es-deger protein, hatta bir
hiicresel protein, oldugu burada oénerilir. Altematif protein, CP77'yi gereksiz hale
getirebilir ve bdylece vaksiniyanin evrimi Gzerine, bunun fonksiyon kaybi genis konak
arahgr igin esansiyel olmadigindan, bu miteakiben silinebilir veya yeniden-

dlizenlenebilir.

ORNEK 3

p-LLO7-CHO’'nin (CP77'yi eksprese eden poliklonal hiicre hattinin) yaprimasi

Bir CHO hicre hatti, CP77 proteinini eksprese etmesi igcin yapimistir. Bir yesil
flioresan protein (EGFP) eksprese eden bir VACV-COP rekombinant viriisu,

enfeksiyonun bir kag glinl icinde bir konfllient enfeksiyona gelisen plaklar olusturur.

Vaksiniya-COP (SCV401C), Kopenhag susunun (VACV-CAP) Giglendirilmis Yesil
Fliioresan Proteinin (EGFP) protein kodlama dizisine operatif olarak bagdlanmig bir
glcli vaksiniya virlsu erken/gec promotdrinden olusan ve cigek-virlisi erken
transkripsiyonel durdurma dizisi ile sonlandinlan A39R ORF bir ekspresyon kaseti igine
yerlestirilmis bir rekombinant vaksiniya virisidur. Permisif-olmayan ve permisif
hicrelerin enfeksiyonu (zerine, EGFP enfekte edilmis hicreler iginde eksprese
edilecektir, bu bir flGoresan mikroskop kullanilarak gorsellegtirilebilir. Permisif
hicrelerde, vyesil flioresansin, virds hlcrelerin popilasyonu boyunca yayildikga,

hucreden hucrede yayildig gorulebilir.

CP77 proteini kodlama dizisi, inek gigek virisi Brighton Red susu UhiProtKB/Swiss-
Prot: P12932.1'in 025L ORF'si tarafindan kodlanan CP77'nin amino asidinden DNA
dizisini geri-olusturma (geri translasyon veya ters translasyon) ile GeneArt GmbH
(Almanya) tarafindan sentetik olarak yapimistir ve memeli hiicresinde (CHO
hicrelerinde) ekspresyon icin kodon optimize edilmistir. CP77'nin protein kodlama
dizisinin ekspresyonu icin kodon optimize edilmis nikleotid dizisi icin bakiniz SEQ ID
NO: 1.
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pPH51'den (kodon optimize ediimis CP77 protein kodlama dizisi barindiran bir
klonlama plazmidinden) kodon optimize edilmis CP77 protein kodlama dizisi, PCR
primerleri kullamlarak PCR ile ¢ogalulmigtir, burada 5' primer, baglangi¢ kodonu
etrafina bir kozak dizisi eklemek igin tasarlanmistir ve 3' primer, durdurma kodonundan
once bayrak-etiket dizisi eklemek i¢in tasarlanmistir. Cogaltimis PCR Granu DNA2.0
Inc (ABD) firmasindan satin alinan transpozon piggybac vektéri pJ507-2 (Hyg+) igine
Bsa | klonlama vyeri vasitasiyla alt-klonlanmistir. Bsal igine klonlama etkili bir sekilde,
pLLO7 olusturmak icin komet GPF kodlama dizisini CP77 proteini kodlama dizisi ile
degistirir. CP77 gimdi, insan konstititif Elongasyon Faktoérii 1 alfa promotdrid {EF1a)
kontroli altinda olan bir hale gelir ve her ikisi transfekte edilmis hicrelerin genomu
icine kararh bir sekilde entegre edildiginde, higromisin diren¢ geni ile birlikte-eksprese

edilir.

CHO'nun CP77'nin ve higromisin direnci ekspresyon kasetlerinin transpozon yardimii
kararli igeri yerlestiriimesi ile transdiiksiyonu: CHO hicreleri bir 6 gozlu plakalarin
gozleri igine ekilmistir, boylece bir gece boyu inkiibasyondan sonra, bunlar 550
konflians civarindadir. Qiagen firmasindan Effectene transfeksiyon reaktifi kullanilarak,
1 ug pLLO7, Greticinin talimatlan izlenerek %50 konflient CHO hiicrelerinin 1 gbéziine
transfekte edilmistir. Transfekte edilmis hicreler akabinde, biylime ortami iginde gece
boyu inkiibe edilmistir. Sonraki glin, ortam aktariimis hiicreleri segmek icin 500 ug/mL
higromisin B igeren buylime ortami ile degistiriimistir. Seleksiyon ortami, her 2-3 giinde
bir degistiriimistir ve aktanlmis hlcreler sayi agisindan bliyimeye basladiginda, bunlar
TrypLE Select (Life Technologies) kullanilarak geri-kazanilmigtir ve ilave hicre

genislemesi icin bir T25 balon icine ekilmistir.

CP77 ekspresyonunun western blotlama (Bayrak Etiketli) ile dogrulanmasi

Tavgan anti-CP77 serumlarnni meydana getirme: Tavsanlara, CP77 proteininin bir kisa
ic amino asit dizisini temsil eden KHL proteinine bagh bir 15 amino asitlik peptit enjekte
edilmigtir. Bu amino asit dizisi asagidaki sekildedir. SGSDVNIRSNNGYTC -
UniProtKBSwiss-Prot P12932.1 [025LBR CP77 proteini] SEQ ID NO: 2'nin 481 ila 495

arasindaki amino asit pozisyonlari.

1 ay arayla, toplamda ug¢ enjeksiyon, bu KHL konjuge edilmig amino asit dizisine kargi

antikorlar maydana getirmek icin yapiimigtir. Enjekte edilmis tavsandan elde edilen
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kan, eksprese edilmis bakteriyel ve Ni-NTA saflastinimis N-ucu His-etiketli CP77
proteinine karsi western blot ile test edilmistir. Tavsan anti-CP77 serumunun,

rekombinant CP77 proteinini net bir sekilde tanidigi gosterilmigtir.

CP77 ekspresyonunun p-LLO7-CHO ile test edilmesi: ki T25 balonuna, CHO ve p-
LLO7-CHO ekilmistir ve bunlar her bir balon igindeki hiicre tek-katmanlar %100
konfliansa ulasana kadar kiltirlenmistir. Her bir balondan elde edilen hiicreler, hasat
edilmigtir, PBS ile yikanmistir ve akabinde 200 ulL iginde yeniden-slispanse edilmigtir.
Buna, yeniden-sispanse edilmig hucrelerin her bir tipune 50 pL 5X SDS-PAGE
yikleme tamponu eklenmistir ve akabinde bunlar 98°C'de 5 dakika boyunca inkiibe
edilmigtir. Her bir hicre proteini ekstraktinin 15 ul'si, %10'luk iki SDS-PAGE jeline
yuklenmisgtir, elektroforez uygulanmistir ve akahinde elektro-blotlama ile Hybond ECL

nitrosellloz Uzerine blotlanmistr,

Elektro-blotlanmigs membranlara akabinde, membran Uzerindeki tum mevcut spesifik-
olmayan antikor baglama vyerlerini bloke etmek icin Tween 20 igeren Tris Tamponlu
Salin (TBST) iginde ¢dzinmis %5lik yagsiz sit tozu ile oda sicakliginda 1 saat
boyunca muamele edilmigtir. Membranlar akabinde, antikorlar ile problanmadan énce
TBST icinde bir kag kere yikanmustir. Membran 1, HRP iginde konjuge edilmis anti-
DDDDK etiket antikoru [M2]'nin (ab49763, Sapphire Bioscience) 1:5000'ik seyreltmesi
ile gece boyu 4°C'de problanmigtir. Membran 2, anti-CP77 anti-serumlarinin 1:100'I(k
seyreltmesi ile gece boyu 4°C'de problanmistir, TBST ile 3 kere ykanmistir ve
akabinde sekonder antikor, HRP konjuge edilmis anti-tavsan antikorunun (GE
Healthcare) 1:5000'ik seyreltmesi ile 2 saat boyunca problanmigtir. Her iki membran
akabinde TBST ile 3 kere yikanmistir ve kullanici manueli ile talimat verildigi Gzere
bunlara ECL western blotlama saptama reakiifleri (GE Healtheare) ile muamele

edilmistir ve bunlar X-1sini filmine maruz birakilmistir.

CHO'da ve p-LL7-CHQO'da plak analizi: CHO ve p-LL7-CHO hucreleri, ¢ok sayida 6
gozli plakalata ekilmistir ve hiicre tek-katmanlan %100 konflient olana kadar

klltirlenmigtir.

Bir erken/ge¢ vaksiniya virusu promotérd (SCV401C) kontroli altinda bir EGFP
ekspresyon kaseti {yesil flioresan protein) banndiran bir rekambinant Vaksiniya virusi

(Kopenhag susu), hiicreleri enfekte etmek icin kullaniimistir. SCV401C'nin bilinmeyen
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titresinden dolayi, 10 pl stok virds ilk olarak, 1 ml MM ortami (Seyreltme 1: 1:100)
icinde seyreltilmistir ve akabinde her bir goz 500 pl viral diluent ile enfekie edilmistir.
Enfeksiyondan sonraki Gun 1'de, ¢ok sayida hucrenin yesil fluoresan 1sik yaydigi
yerlerde yiksek maoi enfeksiyon fark edilmistir. 2 ml MM ortamina 100 pl Seyreltme 1
ekleme ile Seyreltme 1'in bir ilave 1:20'lik seyreltmesini (Seyreltme 2) gerceklestirmeye
karar verilmistir. Akabinde, bu her bir gdzi 500 pl Seyreltme 2 ile enfekte etmek icin

kullanilmigtir.

Viral enfeksiyonlar, GFP filtre (Kat#U-MGFPHQ, Olympus) ile flioresan mikroskop
altinda (Olympus 1X51) incelenmistir. Goérlntia, cellSens Digital Imaging Software

(Olympus) kullanilarak ¢ekilmistir.

Sonuclardan, vyesil flioresan protein eksprese eden VACV-COP’nin {SCV401C)
beklenildigi Gzere CHO hiicrelerinde codalmadidr gérilmustir. Yesil flioresan 1sik
yayan tek hicreler, hiicreye giren, bunun EGFP'yi igeren genini eksprese eden ancak
yeni enfeksiy0z viral pargaciklar Gretemeyen ve bundan dolayl enfeksiyonu komsu
hicrelere yayamayan virusin sonucudur. Bununla birlikte, CP77 eksprese eden bir
CHO hiicre hattinda, vaksiniya virlis, enfeksiyondan sonraki gin 1 ile enfeksiyonun
odaklanni olusturmak icin komsu hucrelere yayilan yeni enfeksiydz virlsler Uretebilir.
Bu enfeksiyon odaklari, enfeksiyondan hemen sonraki iki gun ile bir konflient
enfeksiyon haline gelir, burada gln 3 ile tUm hiicre tek-katmani SCV401C ile enfekte
edilmigtir. Konak aralik proteini, CP77, eksprese eden CHO hiicreleri, parental (natif)

CHO hicrelerinden farkl olarak vaksiniya virlist enfeksiyonlarina permisiftir.

HMG20A, HMG kutu alam iceren proteinlerin bir familyasina aittir. HMG proteinlen,
bozulmug DNA vyapillarini, drnedin, krusiformlarn, taniyan kromozom yeniden-
modelleme proteinleridir. Bunlar ayrica, DNA igindeki minér oyugu baglama ile DNA
egilmesini de indlkleyebilir. Boylelikle, HMG kutusu-igeren proteinlerin  DNA
replikasyonu, rekombinasyonu veya onanmi sirasinda kromozom  yeniden-
modellenmesinde dnemli oldugu disin(lir. Buna ek olarak, belidi HMG kutusu-igeren
proteinler, promotdr yerindeki transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girme ile fen

transkripsiyonunu etkileyehilir.

Hsiao et al.,, 2006, tarafindan yayimlanan ¢alisma, CHO-K1 hucrelerinde CP77'nin
HMG20A'y1 badladiini gdstermistir. Bu konak hiicre proteininin, HMG20A'nin,
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vaksiniya ile enfekte edilmig CHO hiicrelerinin viral fabrikalarinda viral DNA'y1 badladid
gordlur ve bu konak hucre proteininin viral fabrikalar icindeki DNA'y1 "kilitledigi" ve
akabinde vaksiniya yagsam siklusunun sonraki evresini dnledigi ve bdylece projeni
enfeksiydz virlisiin Oretilmesini dnledigi éne sirilmastir. inek cicek virlisi tarafindan
CP77'nin ekspresyonunun, HMG20A'y viral DNA'nin disina gikardi§) ve viral yasam
siklusunun projeni enfeksiydz viris pargaciklarinin  nihai  (retimi ile yeniden-

baslamasina izin verdigi goralir.

Bununla birlikte, bir viral enfeksiyon yoklugunda CHO'da CP77'nin ekspresyonu ile, bir
kisi bu proteinin, nikleusa yer dedistirmeden &nce sitoplazma icinde bulunan yeni
sentezlenmis HMG20A'y1 sikistirmasini bekleyecektir. Eger durum bu olsaydi, nikleus
icindeki HMG20A'nin fonksiyonu kaybedilecekti ve bu DNA replikasyonu,
rekombinasyonu ve onarimi sirasinda kritik bir rol oynadigindan arti gen
transkripsivonu  sirasinda bunun  fonksiyonundan dolayi, bir kisi CP77'nin
ekspresyonunun hiicre gogaltiimasi ve idamesi sirasinda CHO hicresinin biitinligune
zarar vermesini bekleyecektir. CP77 eksprese eden CHO hiicre hatti, parental CHO
hiicre hattina kiyasla ¢ok sayida jenerasyon boyunca bunun kopyalama yetisi Uzerinde
fark edilebilen etkiler olmadan bir sdrekli kdltir olarak kolaylikla idame ettirildiginden,

bunun beklenmedik bir sekilde s6z konusu durum olmadigi goraldr.

ORNEK 4

Cok-adimi: biiyiime ¢alismalari

Cok-adimh buyame kinetigi calismasi, p-LLO7-CHO'da yuaratulmustar: Konak aralk
geni CP77 eksprese eden bir CHO hicre hattinin vaksiniya virisu enfeksiyonuna
permisif dogasi dederlendirilmigtir ve viral Uretim dlzeyi bir dodal olarak permisif insan

hiicre hattinda - 143B'de - elde edilen Uretim dlzeyleri ile karsilastinimistir,

Amag, p-LLO7-CHO, CHO ve 143B hicre hatlarinda VACV-COP'nin propagasyon
karakteristigini karsilastirmaktir. Bu galismada, p-LLO7-CHO tarafindan eksprese
edilen CP77'nin iglevselligi, CHO (permisif-olmayan) ve 143B (permisif) hicrelerde
bunun amplifikasyon karakieristigine kiyasla bu hicre hatinda VACV-COP'nin

amplifikasyon karakteristigini inceleme ile test edilmistir.
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Materyaller ve Yontemler

Hicre hatti diizenegi

CHO diizenegi: Bir 6-g6zIi Plaka'ya (6BWP) CHO hucreleri ekilmistir ve plaka buyime
ortami (RPMI+%10 FBS) iginde konflient olanak kadar kiilt{irlenmistir.

1438 dilizenedi. Bir 6-gozli Plaka'ya (6WP) 143B hiicreleri ekilmistir ve plaka biyime
ortami (RPMI+%10 FBS) icinde konflient olanak kadar kaltirlenmistir.

p-LLO7-CHO diizenegi: Bir 6-g6zI0 Plaka'ya (6WP) p-LLO7-CHO hiicreleri ekilmistir ve
plaka buyime ortami (RPMI+%10 FBS+500 pg/ml Higromisin B) icinde konflient

olanak kadar kdlttrlenmistir.

VACV-COP'nin seyreltiimesi: Her bir 6WP'nin her bir gozu, 500 uL'lik bir toplam hacim
icinde 0,01 pfu ile enfekte edilmistir. %100 konfllansta her bir gbz icin hiicre sayisinin
4x108 hicre oldugu varsayllmigtir. 0,01 pfu/g6z olan bir enfeksiyon orani igin, her bir
goz igin 4x10* pfu gerekmistir ve boylece stok virlisli, idame ortami (RPMI/%2 FBS)
icinde 8x10pfu/mL'ye seyreltilmistir.

Enfeksiyonfar: KUltir ortami, her bir plakanin her bir gézinden uzaklastirlmistir,
buraya seyreltilmis virisin 500 yL'si eklenmistir ve hiicrenin virisii adsorbe etmesi igin
oda sicakhginda 1 saat boyunca inklbe olmaya birakilmigtir. Viras inokllimi akabinde
uzaklastinlmistir ve her bir enfekte edilmis g6z, 1 mL steril PBS ile bir kere yikanmigtir
ve akabinde her bir gdz igin 2 mL MM iginde 37°C/%5 CO:'de inkibe edilmigtir.

Hasat etme: Her bir plakadan gdzlerin iki kimesi, burada enfeksiyondan sonra
asagidaki zamanlarda hasat edilmistir. 24 saat, 48 saat ve 72 saat. Hasat etme
gliniinde, hiicreler kultiir ortami igine kazinmistir, burada her bir hiicre hattindan
gozlerin iki kimesi birestiriimistir ve hicreler 1000 g'de 5 dakika boyunca
sentrifigasyon ile pelet haline getirilmistir. Her bir hicre peleti, 1 mL 10 mM TrisHCI,
pH 8, icinde yeniden-sispanse edilmistir. Yeniden-sUspanse edilmis pelet akabinde, U¢
siklus dondurma-cézilmeye tabi tutulmustur ve titrasyon igin hazir olana kadar -

80°C'de saklanmisgtir.
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Titrasyonlar, 24-gozlu plakalarda %100 konflGansa kadar kiltirlenmis Vero ve 143B

hucrelerinde yapilmigtir.

Seyreltmeler: Viral ekstraktlar, dondurucudan ¢ikariimigtir, bunlarin buzu ¢ézilmustar
ve herhangi gorunebilir topagl homojenize etmek igin sonike edilmistir. Viral ekstraktlar,

idame ortami iginde 10®'e seri seyreltilmigtir.

Enfeksiyonlar: Buylume ortam) her bir gézden uzaklastinimigtir ve her bir seyreltmenin
1 mL'si (her bir seyreltme igin 4 géz, 107 seyreltmeden baglayarak her bir vir(s igin bir
plaka) ile oda sicakliginda 1 saat boyunca enfekte edilmistir. inkiibasyondan sonra, her
bir plaka inkubatdre yerlestirilmistir ve plaklann gelismesi icin 3 gun boyunca 37°C/%5
COJ'de inkiube edilmistir.

Titrenin Hesaplanmasi: 20 ila 50 plak iceren seyreltme, plaklar sayilmigtir ve akabinde
ortalamasi alinmistir. Bu ortalama sayl, seyreltmenin carpmaya gore tersi ile
cgarpiimistir ve 1 mL enfeksiyon kullanildiindan, elde edilen sayi, pfu/mL cinsinden

titre olacaktir.

Standart Hatanin Hesaplanmasi: %95 guvende standart hata (SE), asagidaki formul
kullanilarak ortalamaya olusturan 4 titrasyon degerinden hesaplanmistir; 1,95 x
(SD/¥n), burada: SD, bir kiiglik drnekten standart sapmadir, n, titrasyon tekrarlarinin

sayisidir {bu durumda 4).

Verimin Hesaplanmasi: Bu, titre edilmis olan viral ekstrakt igindeki virusin toplam

miktardir: Ortalama Titrasyon (pfu/mL) X Viral Ekstraktin Toplam Hacmi = pfu.

Amplifikasyon Oramnin Hesaplanmast: Bu say), inokilum olarak kullanilan miktara
kiyasla kat amplifikasyonunu temsil eder; pfu cinsinden verim/pfu cinsinden inokilim

boyutu.

Cok-adimh biylme kinetigi ¢calismalari, 6 gézli plakalar - her bir zaman noktasi igin
her bir hiicre hatti igin iki goz - iginde galisilmistir. Her bir goz, 4x10* pfu VACV-COP ile
enfekte edilmistir ve hasat etme i¢in her bir hicre hatti ve zaman noktasi i¢in 2 goz
hasat edilmistir ve birlestiriimistir bundan bir viral ekstrakt hazilanmistir. Bu viral

ekstrakti, 1 mL'lik toplam hacim 8x10* pfu {4x10* pfu X 2) olan bir inokillim boyutundan
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elde edilen 2 birlestiriimis enfeksiyonu temsil eder, akabinde titre edilmigtir. Titrasyon,

iki indikator hicre hatti 143B ve Vero kullanilarak yuratdlmastr.

Titrasyon ve viral verim sonuglan sirasiyla Tablolar 3'te ve 4'te tablo haline getirilir.
VACV-COP, permisif-olmayan CHQG hucrelerinde cogalmamigtir, yani, bu girdi
inokuliimde kullanilan miktara kiyasla daha az virts Gretmigtir. Bununla birlikte, konak-
aralik geni CP77'yi eksprese eden CHO hiicre hattinda viris amplifikasyonu, (indikator
hlicre hatti olarak 143B hiicreleri kullanilan titrasyon sonuglarina gore) girdi inokilime
kiyasla yaklasik 2000 kat daha fazladir. Permisif hicreden amplifikasyon, girdi
inokdlime kiyasla yaklagik 3000 kat daha fazladir. Standart hatalar kesistiginden, p-
LLO7-CHO ve 143B hucreleri arasinda amplifikasyondaki farklilik istatistiksel olarak

anlamli degildir.

iki hiicre hatti arasindaki viral amplifikasyon Vero indikatér hilcrelerinden elde edilen
titrasyon sonuglari kullanilarak karsilagtiriidiginda, amplifikasyonun 143B hiicrelerine
kiyasla p-LLO7-CHO hiicrelerinde marjinal olarak daha fazla oldugu gorilecektir,

bununla birlikte bu istatistiksel olarak anlamli degildir.

Bu calismada, viral Uretim didzeyi inokulim olarak kullanilan virdisin miktanna kKiyasla
cok daha az oldugundan, vaksiniya virlisiniin CHO hiicrelerinde permisif olmadid
ilaveten konfirme edilmistir. Bununla birlikte, CHO CP77 proteinini kodlayan inek gigek
virlisu konak aralik genini eksprese ettijinde, bu simdi vaksiniya viristine permisif hale
gelir ve bir permisif hiicre hattinda gdrulen ile ayni diizeylerde virls Gretimini destekler.
Vaksiniyanin dretilmesi amaciyla bu hicre hattini bir "kullanilabilir® permisif hicre
substratina doénustirmek igin, bunun yalmizea bir konak aralk geninin, CP77'nin,
ekspresyonunu gerektirmesi de kayda degerdir. CHO, bunun bakteriler kadar ¢abuk
blaydmesi, bunun biyolojik katki maddeleri, drnegin, Fotal Bovin Serumu igin gereklilik
olmadan tanimlanmis sentetik kiltdr ortami iginde kiltOrlenebilmesi ve bir biyo-reaktdr
icinde bir hiicre slispansiyonu olarak kiltlirlenebilmesi agisindan bir biyoteknoloji dostu
hicre hatti oldugundan, CHO'dan vaksiniya uUretme c¢ok arzu edilr. CHO ayrica,
biyolojik tibbi Grtnler Gretmeye yonelik bir dykiye de sahiptir, iyi karakterize edilmistir

ve biyo-medikal kontrol ajanslari, érnedin, FDA ve EMEA, tarafindan bilinir ve sevilir.

Bir konstititif hlcresel promotdr kontroll altinda CP77 proteinini eksprese eden bir

transgenik CHO hiicre hatti, yliksek dizeylerde projeni virlisl (reten bir dodal olarak
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permisif hiicre hattinda goérilen ile ayni dizeylerde vaksiniya virisu replikasyonuna ve

propagasyaona permisiftir.

ORNEK 5

CNO-CP77 hiicrelerinde MVA propagasyonu

CHO'da, 143B'de ve p-LLO7-CHO'da MVA+GFP Propagasyonu

Materyaller ve Yontemler

Biytme ortarmi (GM): %10 FBS, 2 mM L-Glutamin, Penisilin ve gentamisin, Hepes ile
takviye edilmis RPMI-1640.

fdame ortam (MM): %2 FBS, 2 mM L-Glutamin, Penisilin ve gentamisin, Hepes ile
takviye edilmis RPMI-1640.

p-LLO7-CHO'yu kiiltiirleme konusunda notlar: p-LLO7-CHO hilcre hattinin genel
propagasyonu ve idamesi, GM arti 500 ug/mL higromisin B iginde yurGtalmustir, ancak
bununla birlikte, plakalamak ve enfeksiyondan énce %100 konfliansa kiltirlemek igin,

hiicreler higromisin B igermeyen GM iginde kultirlenmistir.

Hicre dizenegi: 143B, CHO ve P-LLO7-CHO hicreleri, ¢gok sayida 6-gozIli plakaya
ekilmistir ve hucre tek-katmanlan %100 konflient olana kadar 37°C/%5 CO.'de
buyime ortami {GM) icinde kiltlrlenmistir. Her bir hicre hatti igin bir plaka,

kaltlrlenmistir.

Enfeksiyon

e Bir GFP ekspresyon kaseti (yesil flioresan protein) barindiran bir rekombinant
MVA, 6-g0zli plakalar iginde kiltirlenmis hucreleri enfekte etmek igin
kullanimistir. MVA-GFP'nin bilinmeyen titresinden dolayi, viris asadida oldugu

tzere idame ortami (MM) iginde seri olarak seyreltilmistir:
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o Seyreltme 1: stok virlsunun 20 ul’'si, 2 ml MM ortami (1:100 seyreltme)

icinde seyreltilmigtir ve kuvvetli vorteksleme ile karistinlmigtir.

o Seyreltme 2: Seyreltme 1'in 500 ul'si, 4,5 ml MM'ye (1:10° seyreltme)

eklenmistir ve kuvvetli vorteksleme ile kanstirilmistir,

o Seyreltme 3: Seyreltme 2'nin 500 ul'si, 4,5 ml MM'ye (1:10* seyreltme)

eklenmistir ve kuvvetli vorteksleme ile karistinlmistir.

o Seyreltme 4: Seyreltme 3'Gin 500 ul'si, 4,5 ml MM'ye (1:10° seyreltme)

eklenmistir ve kuvvetli vorteksleme ile karistirnlmistir.

e Her bir plakanin bir gézu, asagidaki viris seyrelimeleri Seyreltme 2'in,
Seyreltme 3'lUn ve Seyreltme 4'Un 500 ul'si ile enfekte edilmistir.

e Her bir plaka, 5 gunlik bir periyot boyunca inkilbe edilmistir ve flioresan
hiicrelerin odaklarinin gelismesi ve yayilimasi igin incelenmistir. Bu galismada,
Seyreltme 4, bir ¢ ginlik periyot boyunca flioresan hiicrelerin ayirt edilebilen
odaklarini Gretmistir. Her bir plakanin enfekie edilmemis gozleri, oto-flioresans

icin kontrollerdir.

Mikroskop incelemesi

Viral enfeksiyon, GFP filtre (Kat#U-MGFPHQ, Olympus) ile flioresan mikroskop
(Olympus 1X51) altinda incelenmistir. Goriintii, cellSens Digital Imaging Software

(Olympus) kullanilarak gekilmistir.

Bulgular

Sonuglar, yesil fliloresan protein (GFP) eksprese eden MVAnin beklenildidi (zere CHO
ve 143B hucrelerinde cogalmadigini gostermistir. Yesil flloresan 1sik yayan tek
hicreler, hiicreye giren, bunun GFP'yi iceren genini eksprese eden ancak yeni
enfeksiy0z viral pargaciklar uretemeyen ve bundan dolayr enfeksiyvonu komsu
hiicrelere yayamayan viristiin sonucudur. Bununla birlikte, CP77 eksprese eden bir

CHO hucre hattinda, MVA, gun 3 ile ilave gelisme ile, enfeksiyondan sonraki gan 1 ile
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enfeksiyonun odaklarini olusturmak icin komsu hicrelere yayllan yeni enfeksiydz

virusler Gretebilir.

ORNEK 6

p-LLO7-CHO  enfeksiyonundan hasat edilen MVA'nin konak  aralik

restriksiyonunun konfirmasyonu

Hiicre diizeneqi

143B, CHO ve BHK-21 hucreleri, ¢ok sayida 6-gozli plakaya ekilmigtir ve hucre tek-
katmanlari %100 konflient olana kadar 37°C/%5 CO,'de buyume ortami (GM) i¢inde

kaltlrlenmigtir. Her bir hicre hatti icin bir plaka, kultGrlenmistir.

Ornek 5'ten hasat edilen viriis

Ornek 5'te Seyreltme 3 ile enfekte edilmis P-LLO7-CHO gdziinden MVA+GFP, asagida

oldugu Gzere 5 gunlik enfeksiyondan sonra hasat edilmigtir:

¢ Hem supernatant hem de hdcreler, goézden toplanmistir ve enfekte edilmis
hiicreleri pelet haline getirmek icin 1000 g'de 5 dakika boyunca sentrifij
edilmigtir.

e Hicre peleti, 500 ul 100 mM Tris-HCI, pH 8, tamponu iginde yeniden-siispanse
edilmistir.

¢ Yeniden-sUspanse edilmis hiicre peleti, enfekte edilmis hiicrelerden virlsii

serbest hirakmak igin en az ¢ kere dondurulmustur ve ¢dzilmUstir.

Enfeksiyon

e Ham viral ekstraktin bilinmeyen titresinden dolay, viris Omek 5'teki ile ayni
sekilde MM ortami icinde seri olarak seyreltilmistir.

e Her bir plakanin bir gdzi, asagidaki viris seyreltmeleri Seyreltme 2'nin,
Seyreltme 3'lin ve Seyreltme 4'liin 500 pl'si ile enfekte edilmistir.

e Her bir plaka, 5 gunlik bir periyot boyunca inkiibe edilmistir ve flioresan

hiicrelerin odaklarinin gelismesi ve yayllmasi igin incelenmistir. Bu deneyde,
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Seyreltme 3, bir G¢ ginlik periyot boyunca flioresan hiicrelerin ayirt edilebilen

odaklarini Gretmistir.

Mikroskop incelemesi

Viral enfeksiyon, GFP filtre (Kat#U-MGFPHQ, Olympus) ile fliioresan mikroskop
(Olympus 1X51) altinda incelenmistir. Goriintii, cellSens Digital Imaging Software

(Olympus) kullanilarak gekilmistir.

Bulgular

CP77 eksprese eden CHO hilcre hattindan hasat edilen MVA, permisif-clmayan hiicre
hatti CHO (hamster) ve 143B hdcresi (insan) icinde ¢ogalamama ile, hala bunun
sinidandirimis  konak arali@ini idame ettirimigtir. CHO ve 143B hiicrelerinin
enfeksiyonu sonrasinda (i¢ gUnlik periyot boyunca yesil fliloresan fokuslarin yokludu,
enfeksiydz projeni virlsunin bu hiicre hatlarinda Uretilmedigini gosterir. Bununla
birlikte, sonraki 3 giin boyunca boyut acisindan biylyen enfeksiyonun vyesil flioresan
odaklan enfeksiyondan sonraki gtin 1 ile gdrilebilecedi gibi, bu MVA BHKZ21 hicreleri

(hamster) icin bunun konak araligini hala idame ettirmistir.

Sonuglar

e Konak aralik proteini CP77'yi eksprese eden CHO hiicreleri, parental (natif)
CHO hicrelerinden farkh olarak MVA enfeksiyonlarina permisiftir.

e CP77 eksprese eden bir CHO hicre hattinda gogaltilmis MVA, permisif-
olmayan hicre hatlan, 6rnedin, CHO ve 143B (insan), icin bunun konak

araligini arttirmamisgtir.

ORNEK 7

pLLO7 'nin Yapiimasi

Alt-Yapi Bilgi: pPH51 DNA sablonundan CP77 {CHO kodon optimize edilmis) CDS
PCR drinua, pLLO7 olusturmak icin Clontech InFusion klonlama sistemi ile pJ507-2
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(Hyg+) PiggyBac sistemine klonlanmistir. Bayrak-etiketli CP77 dizisi, pJ507-2'nin Bsal'i
igine yerlestirilmistir, boylece komet GFP dizisini (SEQ ID NO: 3) uzaklastirmistir.

pPH51 plazmid DNA'sindan CP77-CHC genini PCR ile ¢odaltmak igin kullanilan PCR
primer ¢ifti:
AACACGTCTCGGGGGgeegecaccATGTTCGACTACCTGGAAAATGAGGAAGTG
(SEQ ID NO: 4) ve
CAGGAAGACGCTTTTtcaCTTGTCATCGTCATCCTTGTAATCCTGCTGCTCGAA
GATCTTGTACT (SEQ ID NO: 5). Bayrak Etiket dizisi, Inf-LLO7-CP77-Rv primeri icinde

koyu renkte gosterilir.

Plazmid ICERI YERLESTIRME/KASET Konfigirasyonu asagidaki sekildedir. Igeri

yerlestirme/Kaset Haritas). pLL7 klonu #3, dizileme icin gonderilmigtir.

pLLO7 referans dosyasi "pLLC7_ref.sbd" ile birlikte 15 ABI dizileme dosyalari, burada
Lasergene DNAstar Segman bilgisayar programina girilmistir ve 1 konsensiis bitisik
haline birlestirilmistir. Referans dizisinin baglangici ve sonu ile eslesmesi igin Kirpilmis,
bundan sonra referans dizi olarak ifade edilen, hizalama dizileri, konsensils dizinin
olusturulmasi Uzerinde etkiye sahip olmama suretiyle hizalamadan silinmistir. Bitisigin
konsensiis dizisi, "pLLO7 _#3 consensus.seq" adli bir DNA dizi dosyasi olarak
kaydedilmistir. Bitisigin okuma yonl helirlenmistir ve referans dizi ile ayni okuma
yonUnld temsil ettigi bulunmustur. Megalign (DNAstar) kullanilarak, "pLL07 #3
consensus”, referans dizi ve pLLO7 _#3 icindeki dizi arasindaki uyugmazliklar
tanimlamaya yardimci olmak igin "pLLO7 _ref.sbd" referans dizisine maniel olarak
hizalanmigtir. Segman (varsayillan ayarlar) kullanilarak AGRF-dizileme servisinden
pLLO7KIlon#3 igcin 15AB1 dosyalarini birlegtirme, pLLO7 iceri yerlestirme referans
dizisinin tam boyunu kapsayan bir konsensus bitisik ile sonuglanmustir. pLLO7_#3
icindeki dizi ve referans dizi arasinda uyusmazlk yoktur. pLLO7_#3 bitisik konsensus

icindeki iceri yerlestirme dizileri, referans diziye dzdestir.

ORNEK 8

Memeli hiicrelerinde G1L'nin ve I7L'nin ekspresyonu
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Bayrak-etiketli-G1L'yi veya Bayrak-etiketli-I7L'yi kodlayan ekspresyon plazmidleri
yapilmigtir ve bu proteinleri eksprese eden transgenik 143B hucre hatlar yapmak i¢in
kullanilmistir. Bu hicrelerin aktarilmis hicreleri pozitif bir sekilde segmek icin Geneticin
varifinda ¢ogaltiimis olmasina ve PCR analizinin bu hiicre hatlarinin genomlar iginde
bu proteini kodlayan dizilerin varidini konfirme etmesine ragmen, western blot analizi,
bir anti-DDDDK antikoru ile problandidinda, eksprese edilmis Bayrak-etiketli-

proteinlerin varlidini saptayamamistir.

C-ucu Bayrak-etiketli COP-G1L'nin ve COP-I7L'nin protein kodlama dizileri, burada
GeneArt (Life Technologies) ile sentezlenmistir ve DNAZ2.0 Inc (ABD) firmasindan satin
alinan pJ503-2'nin (piggyBac - neomisin antibiyotik seleksiyonu) Bsa | yerine alt-
klonlanmigtir. Bu klonlama prosedini, komet-GFP'yi Bayrak-etiketli-G1L veya -I7L
protein kodlama dizileri ile degistirir. Elde edilen klonlar, G1L piggyBac vektord icin

pLLO8 ve I7L piggyBac vektdril icin pLL10 olarak gosterilmistir,

Bu iki plazmid vektorinin 6nemli 6zellikleri asagidaki sekildedir: bayrak-etiketli protein
kodlama dizileri, konstitiitif insan promotdril EF1alfa kontroll altindadir, NPT I
ekspresyon kaseti (neomisin diren¢ geni) ile birlikte bu ekspresyon kasetinin iki
yaninda, bir yapay transpozon elemani olusturmak icin Sol ve Sad Transpozon sinirlar
yer alir, Transpozon elemanin konak genom igine geri-ddnlisiimslz entegrasycnuna
aracilk eden Transpozon enzimi ekspresyon kaseti yapay transpozon elemaninin
disindadir ancak ayni plazmide dahil edilir. Bu transpozon elemanlarini tagiyan
hicreler, G418'i (Geneticin) hiicre blylime ortamina dahil etme ile pozitif bir sekilde

secilebilir.

Plazmid vektéra pLLO8 (Bayrak-etiketli-G1L) ve pLL10 (Bayrak-etiketli-17L), aktarilmig
iki transgenik hicre hatt;; (G1L ekspresyon kaseti iceren) G1L-143B ve (I7L
ekspresyon kaseti iceren) 17L-143B, olusturmak igin 143B hicrelerine transfekte
edilmigtir. Basarih transpozon entegrasyonu olan hucreler, Geneticin'in  biyime
ortamina dahil edilmesi ile galisilabilen miktarlarda gogaltilmistir. Basanli entegrasyonu
dogrulamak igin, toplam hiicresel DNA, kitin talimat mantelinden talimatlar izlenerek
Qiagen firmasindan DNeasy DNA ekstraksiyon Kkiti kullanilarak bu transgenik
hicrelerden ekstrakte edilmistir. Ekstrakte edilmis DNA akabinde, G1L'nin ve I7L'nin
PCR amplifikasyonuna spesifik PCR primer ciffleri kullanilarak PCR amplifikasyon
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reaksiyanlari icin sablon olarak kullaniimigtir. Her iki hGcre hatti, bunlarin genomlari

icinde G1L ve I7L DNA dizisinin varligi i¢in pozitiftir.

Bu hlcre hatlan tarafindan G1L ve I7L ekspresyonu igin test etmek icin, Western blot
analizi, HRP'ye (anti-DDDDK antikoru. Abcam #ab49763) konjuge edilmis bir anti-
Bayrak Etiketi antikoru [M2] kullanilarak her bir Bayrak-etiketli proteinin varhgim
saptama ile yuritilmistiir. G1L-143B ve 17L-143B hiicre hatlarindan ekstrakte edilmis
toplam proteinin kullanildigi bu western blot analizinin sonuclari, anti-Bayrak-etiketi
antikorunun beklenildigi Gzere 143B'den ekstrakte edilen herhangi bir proteini
tanimadigini ve bir Bayrak-etiket-CP77 transgenik CHO hicre hattinda (CP77-CHO)
eksprese edildiginde bir Bayrak-etiket proteinini tamyabildiginde, anti-bayrak-etiket
antikorunun bayrak-etiketli proteinleri taniyabildigini konfirme ettigini gdstermigtir.
Bununla birlikte, G1L-143B orneginden protein ekstraktinda Bayrak-etiketli-G1L proteini
saptanamaz. Bakterivel olarak eksprese edilmis Bayrak-etiketli-I7L proteini, anti-
Bayrak-etiket antikoru ile saptanabilir, ancak antikoru 17L-143B hiicre hattl tarafindan

Bayrak-etiketli-I7L ekspresyonunu saptayamaz.

G1L ve I7L ekspresyon kasetleri bunlann ilgili hiicre hattinda saptanabileceginden,
sonuglar ya eksprese edilmis proteinlerin bir vaksiniya enfeksiyonu yoklugunda
sentezden sonra ¢abuk bir sekilde pargalandigi, yani, hem G1 hem de 17 proteinlerinin
virls spesifik enzimler olmasi ve bunlarin vaksiniya spesifik enzim substratlan olmadan
kararsiz olabileceg@i veya bu iki ekspresyon kasetini yonlendiren promotorin kusurlu
olmasi olabilir. Bir bagka hipotez, bir vaksiniya enfeksiyonu yoklugunda bu proteinlerin
ekspresyonunun hicreler icin "toksik" olmasidir ve Geneticin seleksiyon prosesi
sirasinda, NPT |l ekspresyon kasetini degil ancak transgenik G1L ve I7L ekspresyon
kasetlerini susturmus olan hicrelerin, G1L veya I7L proteinlerini eksprese etmemis
olan Geneticin direngli hicrelerin amplifikasyonuna olanak saglamasidir. pJ503-2
piggyBac plazmidi, 143B hicrelerinde COP-D13L'nin  ekspresyonu igin
laboratuvarimizda basarih  bir sekilde kullanidigindan, EF1alfa promotoriinin
fonksiyonel oldugu ve bu proteinlerin bir vaksiniya enfeksiyonu yoklugunda kararsiz
oldugu veya bu proteinlerin ekspresyonunu yonlendiren promotoriin burada Geneticin
varliinda hicre amplifikasyonu sirasinda "toksik" proteinlerin ekspresyonunu dnlemek

icin selektif bir sekilde susturuldugu dnerilmigtir.

ORNEK 9
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Bir esansiyel yapisal maliirasyon veya birlesme proteininin bir érnegi olarak
D13L, memeli hiicresi tarafindan eksprese edilir ve D13L geninin silinmesi
olmadan vaksiniyayt kurtarir ve D13L silinmis vaksiniya, enfekte edilmis

hiicrelerde proteini eksprese eder

Birlesme/matlrasyon prosesini bloke etme ile vaksiniyay! atenlie etmenin bir omedi
olarak - D13-Kurtarma Hicre Hattinin Yapimasi, Kopenhag susunun D13L ORF'si,
silinme igin hedef alinmigtir. Bunu yaparken, bu proteini eksprese eden bir hicre
hattinin ilk olarak yapiimasi gerekecektir, boéylece bir COP-D13L-silinmig virts
¢ogaltilabilir. Kurtarma hicre hattinin yapiimasi i¢in, bu hicre hatti "biyoteknoloji" dostu
oldugundan, sikhikla CHO olarak ifade edilen, Cin Hamsteri Over hiicre hatti secilmigtir.
Bir COP-D13L silinmesi olan enfeksiydz vaksiniya virbsini kurtarmak igin, bu hicre
hattinin, vaksiniya virGstnOnkini degdil hlicrenin transkripsiyon mekanizmasini
kullanarak bunun niUkleer genomundan D13-proteinini eksprese etmesi gerekir.
Hiicresel eksprese edilmis D13-proteininin protein amino asit dizisi, DYKDDDDK'nin
(Bayrak-etiket, Hopp et al., 1988) bir C-ucu etiketli aming asit dizisini icerir ve karsilik
gelen nlkleotid dizisini Oretmek icin CHO kodon optimize edilmistir. Bir memeli
promotorinden ve bir memeli poli-adenilasyon sinyal dizisinden olusan bu etiketli
D13L-CHO kodon optimize edilmis ekspresyon kasetinin nikleer DNA icine kararli
entegrasyonu, Urschitz et al., 2010 ve Matasci et al., 2011, tarafindan bildirilen tipteki
Transpozon entegrasyon teknolojisi ile basarilmistir. CHO'nun transdiksiyonu, DNA2.0
Inc (ABD) firmasindan satin alinan piggyBac vektor sisteminin kullaniimasi ile

basarlmigtir.

D13L protein kodlama dizisinin yapimasi - D13L protein kodlama dizisi, Vaksiniya
virist Kopenhag susunun D13L ORF'si tarafindan kodlanan D13-amino asidinden
DNA dizisini yeniden-olusturma ile GeneArt of Life Technologies tarafindan sentetik
olarak yapimistir ve CHO hiicrelerinde ekspresyon igin kodon optimize edilmistir.
VACV-COP D13L ORF'nin protein kodlama dizisi, Dizi listesinde g0sterilir.

D13L hiicre aktarma vektdriniin yapimasi - pLL17'den kodon optimize edilmig D13-
protein kodlama dizisi (D13Lcho-Etiketliy PCR ile ¢ogaltilmistir ve pLL19 lretmek igin
DNA2.0 Inc (Kat # pJ503-2) firmasindan satin alinan transpozon piggyBac vektord
pJ503-2 (KometGFP ve Neo+ tasiyan pHULK piggyBac Memeli Ekspresyon Vektdri)
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icine Bsa | klonlama yerleri vasitasiyla alt-klonlanmistir. In-Fusion klonlama (Clontech:
ligazsiz klonlama) ile Bsal arasina klonlama, komet GPF kodlama dizisini ¢ikarr ve
bunu in vitro homolog rekombinasyon ile etiketli D13-protein kodlama dizisi ile
degistirir. D13Lcho-Etiketli protein kodlama dizisi simdi, insan Elongasyon Faktdri 1
alfa promotori (EF1a) kontroli altindadir ve her ikisi transfekte edilmis hicrelerin
genomuna kararli bir sekilde entegre edildiginde, Neomisin direng geni ile birlikte-
eksprese edilecektir. Konak genomu igine kararli entegrasyona, piggyBac vektorinin
Sol ve Sag Transpozon siniri ile baglanmis DNA dizisinin Transpozon entegrasyonu ile

aracilik edilir.

D13LchoEtiketli dizinin PCR amplifikasyonu, asagidaki primer ¢ifti kullanilarak
yapilmigtir:

ileri Primer dizisi:

Inf-LL19-D13LC-Fw:
5-AACACGTCTCGGGGGgecgccaccATGAACAACACCATCATCAA-3

Bayuk harf ile, koyu ve alti gizili metin halindeki dizi, In-Fusion klonlama igin gerekli
olan pJ503-2 (Neo+) igindeki komet GFP'nin yukar akis Bsa | yerine homolog diziyi
temsil eder. Kiiglk harf ile kirmizi ve alti gizili metin halindeki dizi, bir modifiye edilmis
Kozak dizisidir. Normal biylk harf ile yazilmis metin halindeki dizi, pLL17 igindeki

D13Lcho-Etiketli dizinin &' ucuna homologdur.

Geri Primer Dizisi:

Inf-LL19-D13LC-Rv:
5'-CAGGAAGACGCTTTTTCACTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAG- 3'

Bilylk harf ile, koyu ve alti gizili metin halindeki dizi, In-Fusion klonlama igin gerekli
olan pJ503-2 (Neo+) igindeki komet GFP'nin asadi akis Bsa | yerine homolog diziyi
temsil eder. Normal biyiuk harf ile yazilmis metin halindeki dizi, pLL17 icindeki
D13Lcho-Etiketli dizinin 3' ucuna homologdur. Beklenen 1719bp'lik PCR (rind, pLL19
olusturmak igin dreticinin talimatlan izlenerek InFusion klonlama (Clontech) ile Bsal ile

kesilmis pJ503-2 (Neo+) igine klonlanmigtir.
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D13-proteinini eksprese eden bir CHO hiicre hattinin yapiimasi: p-LL19-CHQ -CHO
hucreleri, bir 6-gdzli plakanin  gdzlerine ekilmigtir, bdylece bir gece boyu
inkubasyondan sonra, bunlar %50 konflians civarindadir. Qiagen firmasindan (Kat #
301425) Effectene transfeksiyon reaktifi kullanilarak, 1 ug pLL19, Ureticinin talimatlan
izlenerek %50 konfliient CHO hiicrelerinin 1 gdziine transfekte edilmistir. Transfekte
edilmis hiicreler akabinde, biylime ortami (RPMI 1640/%10 FBS/2 mM Glutamax/Pen-
Strep) icinde gece boyu inklibe edilmistir. Sonraki giin, ortam aktarilmis hiicreleri
seg¢mek icin 1000 ug/mL Geneticin igeren blylime ortami ile degistirilmistir. Seleksiyon
ortami, her 2 ila 3 gunde bir degistirilmistir. Aktarilmis hiicreler %90 ila 100 konfllansa
kadar buyudigunde, bunlar TrypLE Select (Gibco-Invitrogen Corp, Kat #12563-029)
kullanilarak geri-kazaniimigtir ve ilave hiicre genislemesi i¢in bir T25 balon igine

ekilmistir.

D13L ekspresyonunun Western biotlama ile dogrulanmast - Tavsan anti-D13 anti-
serumiarinin Gretilmesi: Tavsanlara, natif D13-proteininin C-ucu amino asidini temsil
eden KHL proteinine bagdh bir 16 amino asitlik peptit enjekte edilmistir. Bu amino asit
dizisi agagidaki sekildedirr CYDQGVSITKIMGDNN. 1 ay arayla, toplamda ¢
enjeksiyon, bu amino asit dizisine karsl antikorlar meydana getirmek igin yapilmigtir.
Enjekte edilmis tavsandan elde edilen serum, asagidaki hiicre ekstraktlarina karsi
western blot analizi ile test edilmistir: 143B tam hiicre ekstrakti, Bayrak-etiketli-D13L
eksprese eden 143B transgenik hlicre hattindan {p-LL06-143b) tam ekstrakt ve VACV-
COP enfekte edilmis 143B hiicre ekstraktl. Sonuglar agik bir sekilde, tavsan anti-D13

serumunun D13-proteinini net bir sekilde spesifik olarak taniyabildidini gdstermistir.

CHO-aktarilmis hiicre preparasyonu - D13cho-Etiketli aktariimigs CHQO poliklonal
genisletiimis hicre hatti (p-LL19-CHQO), normal CHO hucreleri ile oldugu gibi, bir T25
balon iginde %100 konfliansa kadar kiltirlenmistir. Her bir balondan elde edilen
hiicreler, TrypLE Select (Gibco-Invitrogen Corp, Kat #12563-029) ile hasat edilmistir,
dusik hizlh sentrifigasyon (300 g, 5 dakika) ile pelet haline getirilmistir, PBS ile
yikanmistir ve 200 pL PBS iginde yeniden-sispanse edilmistir.

Western Blot analizi - 50 uL 5x SDS-PAGE vyilkleme tamponu her bir hiicre
suspansiyonuna eklenmigtir ve akabinde bunlar 98°C'de 5 dakika boyunca inkibe
edilmistir, her bir hiicre proteini ekstraktinin 15 ul'si, %10'luk ki SDS-PAGE jeline
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yiklenmigtir, elektroforez uygulanmistir ve akabinde elektro-blotlama ile Hybond ECL
nitrosellloz dzerine blotlanmistir. Elektro-blotlanmis membranlara akabinde, membran
uzerindeki tim mevcut spesifik-olmayan antikor baglama yerlerini bloke etmek igin
Tween 20 igeren Tris Tamponlu Salin (TBST) igcinde ¢dzinmis %5'lik yadsiz sut tozu
ile oda sicakhginda 1 saat boyunca muamele edimistir. Membranlar akabinde,
antikorlar ile problanmadan énce TBST iginde bir kag kere yikanmistir. Membran 1,
HRP icinde konjuge edilmis anti-DDDDK etiket antikoru [M2]'nin (Abcam, Kat #
ab49763) 1:5000'lik seyreltmesi ile gece boyu 4°C'de problanmistir. Membran 2,
Tavsan D13-anti-serumlarinin = 1:2000'ik seyreltmesi ile gece boyu 4°C'de
problanmigtir, TBST ile 3 kere yikanmistir ve akabinde sekonder antikor, HRP konjuge
edilmis anti-tavsan antikorunun (Abcam, Kat # ab97069) 1:5000'lik seyreltmesi ile 2
saat boyunca problanmigtir. Her iki membran akabinde TBST ile 3 kere yikanmistir ve
kullanici mandeli ile talimat verildigi Gzere bunlara ECL western blotlama saptama
reaktifleri (GE Healtheare) ile muamele edilmistir ve bunlar X-igint filmine maruz

birakilmistir.

ORNEK 10

VACV-COP'nin D13L ORF silinmesi ile ateniiasyonu

Vaksiniya virlisunil atenile etmek icin, COP-D13L ORF'sinin protein kodlama dizisinin
blyilk bir kismi ile birlikte korunmus ge¢ promotdr dizisi, homolog rekombinasyon ile
silinme icin tahsis edilmigtir ve bunun vyerine, bir seleksiyon/raportor kaset
yerlestirilmigtir, béylece homolog rekombinasyon ile bagarili silinme, D13-proteinini
eksprese eden bir CHO hicre hattinda secilebilir ve burada enfeksivon kirmizi
fluoresans ile gorsellestirilebilir. Seleksiyon/raportdr kaseti, bir vaksiniya promotdrd
kontrolu altinda CP77 eksprese eden CHO konak aralik geninden ve DsRed-Express2

dizisinden olusur.

COP-D13L silinme homolog rekombinasyon vektériiniin yapiimast - VACV-COP'den
homolog rekombinasyon ile D13L ORF'sinin silinmesi igin, COP-D13L ORF'sinin her iki
vaninda yer alan iki homolog rekombinasyon kolu tasarlanmistir. Bununla birlikte,
COP-D12L ORF'nin  promotdr dizisi, COP-D13L ORF'sinin  3' ucu igine
uzanabileceginden, COP-D13L ORF'sinin 3' ucunun yaklasik olarak 200 bp'si aynen

birakilmistir.
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Homolog rekombinasyon kollan F1'in ve F2'nin yaptimasi - Homolog rekombinasyon
kollar, asagida gosterilen primer ¢iftleri kullanilarak VACV-COP genomik DNA'sindan
PCR ile godaltiimistir. Koyu ve alti ¢izili metin, F1 ve F2 kollarimi seleksiyon/rapor
kasetine ve Clontech firmasindan In-Fusion kiti igcinde sadlanan lineer hale getirilmis
pUC19a birlestirmek igin In-Fusion kollarini temsil eder. In-Fusion ligasyonu, pLL09

olarak gdsterilen daire haline getirilmis plazmid ile sonuglanacaktir.

VACV-COP DNA'sindan D13L-F1 kolunu PCR ile gogaltmak igin kullanilan PCR primer
Gifti:

Inf-PCR-D13L-F1-Fw: 5-CGGTACCCGGGGATCACGAAAAATAATAGTAACCA-3.

Koyu ve alti gizili metin (15bp), ClonTech In-Fusion kiti ile sadlanan lineer hale

getirilmis pUC19 plazmidinin sol ucuna homolog diziyi temsil eder.

Inf-PCR-D13L-F1-Rv: 5-AATTTAGTGTGCGCGTGGAAAAAGCTTACAATAAACTC-
3'. Koyu ve alti ¢izili metin (15bp), Seleksiyon/Raportér kasetinin 5' ucuna homolog

diziyi temsil eder. Beklenen PCR Uruni boyutu: 657 bp

VACV-COP DNA'sindan D13L-F2 kolunu PCR ile ¢cogaltmak igin kullanilan PCR primer
Gifti:

Inf-PCR-D13L-Fw: 5'-ATATTTAAATGCGCGCAATAATGGAACAAGAACCCT-3'.

Koyu ve altl ¢izili metin (15bp), Seleksiyon/Raportdr kasetinin 3' ucuna homolog diziyi

temsil eder.

Inf-PCR-D13L-F2-Rv: 5-CGACTCTAGAGGATCGCGCTGAGGTCGGCAACTACG-3'.

Koyu ve alti gizili metin (15bp), ClonTech In-Fusion Kiti ile sadlanan lineer hale

getirilmis pUC19 plazmidinin sad ucuna homolog diziyi temsil eder. Beklenen PCR

uriind boyutu: 621p

Seleksivon/raportér kasetinin yapiimasi — Seleksiyon/raportdr ekspresyon kaseti, inek-
cicek virusu 025L ORF'sinden (Brighton Red sugu) CP77 CHO konak-aralik geninden
ve DsRed-Express2'nin kirmizi fluoresan protein kodlama dizisinden olugur. Bu

ekspresyon kaseti Life Technologies GeneArt tarafindan sentetik olarak yapilmistir,
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bdylece CP77 proteini kodlama dizisi, bunun natif promotéri (CP77 ATG baslangic
kodonunun yukar akis dizisinin 100 bp'si) kontrolu altindadir ve cigek-virisi erken
transkripsiyonel durdurma dizisi {TsNT) ile sonlandinimigtir. DsRed proteini kodlama
dizisi, bir vaksiniya erken/ge¢ promotdrll kontrolil altindadir ve ayrica ¢igek-virls(

erken transkripsiyonel durdurma dizisi iginde sonlandinlmistir.

pLLOS'un birlesmesi - Seleksiyon/Raportor kaseti ile birlikte D13L-F1 ve D13L-F2 PCR
urinleri, pLLO9 Uretmek igin ClonTech firmasindan InFusion Kit'i iginde saglanan

pUC19 icine Ureticinin talimatlar izlenerek In-Fusion klonlama ile birlestiriimistir.

Homolog rekombinasyon ife COP-D13L'nin silinmesi ve SCV104 liretmek igin plak
saflagtirma - COP-D13L ORF'si, protein kodlama dizisinin blyuk bdlimini ve "TAAAT"
korunmus gec¢ promotor elemanini silme ile inaktif hale getirilmigtir. COP-D13L ORF'si,
bir vaksiniya viriisi ge¢ promotdril kontrolil altindadir, burada korunmus ge¢ promotdr
elemani, promotdr aktivitesi igin kritikti (Moss, 2007) - bunun silinmesi COP-D13L
ORFsinin susturulmus hale gelmesi ile sonuglanacaktir. Protein kodlama dizisinin ve
korunmug promotdr elemanin silinmesi, VACV-COP ve pLL09 arasindaki homolog
rekombinasyondan etkilenir, burada homolog rekombinasyonun sonucu, CP77-DsRed
ekspresyon kasetinin silinmis bdlge igine verlestirilmesidir. Bu ekspresyon kasetinin
iceri yerlestirimesi, simdi SCV104 olarak gosterilen, rekombinant virisuin CHO
hicrelerinde, ancak yalnizca bir fonksiyonel D13-proteini eksprese eden hlcrelerde,
omegin, p-LL19-CHO'da, codalmasina olanak saglar. Homolog rekombinasyondan
sonra, "sarkinti” parental virust (VACV-COP) kontamine etme, birbirini takip eden plak
saflastirma turlan ile elimie edilmistir. Kontamine eden parental viristn varlid, iceri

yerlestirme yerinin PCR analizi ile gorantulenmigtir.

Homolog rekombinasyon - Buyome ortami  (RPMI-1640/%10 FCS/2 mM
Glutamax/Pen-Strep ve 1000 ug/mL Geneticin) iceren (¢ T25 balona, p-LL19-CHO
ekilmistir ve 37°C/%5 CQzde %100 konflient olana kadar kiiltlirlenmistir. Enfeksiyon
gununde, iki balon, 0,01 pfu/hiicre olan bir moi'de VACV-COP ile enfekte edilmistir,
burada diger balon enfekte edilmemistir {enfekte edilmemis kontrol). Balon 1 ve 2 oda
sicakh§inda 45 dakika boyunca enfekte edildikten sonra, virls inokulimleri
uzaklastinlmistir ve hucrelerin tek-katmani, PBS ile iki kere yikanmistir. Yikamadan
sonra, 4 ml Idame Ortami (MM: RPMI-1640/%2 FCS/2 mM Glutamax/Pen-Strep),

ayrica ayni yikama adimindan da ge¢mis balon 3'U i¢eren her bir balona eklenmistir.
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Transfeksiyon, Effectene Transfeksiyon reaktifi (Qiagen, Kat No 301425) kullanilarak
ve dreticinin talimatlan izlenerek yaratalmuisgtar. Ozet olarak, 16 uL Guclendirici, 150 uL
EC tamponu iginde lineer hale getiriimis 2 ug pLLO9a eklenmistir ve iyice
karistirildiktan sonra oda sicakhdinda 5 dakika boyunca beklemeye birakilmistir. Buna,
25 |l Effectene Transfeksiyon reaktifi eklenmistir ve oda sicakhginda 10 dakika
boyunca beklemeye birakilmistir. Son olarak, 1 ml MM (RPMI-1640/%2 FCS/2 mM
Glutamax/Pen-Strep) karisima eklenmistir ve kibar bir sekilde iyice birbirine
kanistinlmigtir. Bu transfeksiyon akabinde, énceden VACV-COP ile enfekte edilmig

balon 1'e eklenmistir.

Balonlar 1 (homolog rekombinasyon), 2 (valnizca enfeksiyon kontrol), 3 {enfekte
edilmemis kontrol), 37°C/%5 CO.'de gece boyu inkibe edilmistir, burada sonraki gun
her bir balona, her bir balon icin 5 mL'lik taze MM ile bir ortam degisimi yapilmistir ve
ilaveten CPE'nin tamami yalnizca balon 1'de gorilebilene kadar 37°C/%5 CO:'de
inkilbe edilmistir. VACV-COP CHO hicrelerine enfeksiydz-olmadijindan balon 2'de

enfeksiyon bulgular olmamalidir ve tek-katman balon 3'te saglikli gdriinmelidir.

Gece boyu enfeksiyondan sonra, kirmizi flioresan hicreler, bir gevrik flioresan
mikroskop ile inceleme altinda net bir sekilde ayirt edilebilir clabilir. Hicreleri kultir
ortami igine kazima, akabinde dusik hizh sentrifigasyon (oda sicakhginda 5 dakika
boyunca 500 g) ile pelet haline getirme ve hiicre peletini 1 mL 10 mM Tris-HCI, pH 8,
icinde yeniden-sUspanse etme ile balon 1 igindeki hicreleri hasat etmeye karar
verilmistir. Bir viral ekstrakt, ¢ok sayida dondurma ve c¢ozulme sikluslar ile
hazirlanmistir ve plak saflastirma fazi icin hazir olarak -80°C'de saklanmigtir. Viral

yapi, SCV104 olarak gosterilmigtir.

Plak saflagtirma prosesi - Gerekce, homolog rekombinasyon ekstraktini seri olarak
seyreltmektir ve her bir seyreltmeyi bir 48 g6zl plaka iginde kiltirlenen p-LL19-CHO
hicrelerinin bir satirini enfekte etmek igin kullanmaktir. Amag, virisl her bir goz igin
asagiya 1 pfu enfeksiyona seyreltmektir ve akabinde hasat edilmeden &nce yaklasik
olarak 30 saatlik enfeksiyondan sonra yalnizca 1 flioresan plak iceren hicreleri

aramaktir.
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p-LL19-CHO hicreleri, bir 48-g6zIi plakanin her bir goziine ekilmistir ve 37°C/%5
CO,'de 1000 ug/mL Geneticin iceren blyume ortami (RPMI-1640/%10 FBS/2 mM

Glutamax/pen-strep) icinde %100°e kadar kulturlenmistir.

Enfeksiyon igin, homolog rekombinasyon ekstraktinin (SCV104) buzu ¢ozllmustir ve
topaklar ve aggregatlan dagitip pargalamak kisa bir siire sonike edilmigtir. Viral
ekstraktin 10-®ine asagiya on-katlik seri seyreltme, 1 mL'lik hacimlerde MM (RPMI/%2
FBS/Glutamax/PenStrep) kullanilarak gerceklestirilmistir. Her bir seyreltme igin, 48-
gozlh plakanin bir satirina, biylime ortami her bir gdzden uzaklastirildiktan sonra
seyreltilmig virisin 500 ul'si ekilmigtir ve bunlar PBS ile bir kere yikanmigtir. 48-g6zIQ
plaka, viral adsorpsiyonun gerceklesmesi icin 45 dakika boyunca oda sicakhiginda
birakilmistir. Viral adsorpsiyondan sonra, virds inokilimd her bir gdzden dikkatli bir
sekilde uzaklastinlmistir, burada reziduel inokdlim, her bir gz igin 500 uL PBS'den
olugan bir yikama adimi ile uzaklastinimistir. Yikamadan sonra, 500 uL MM (RPMI/%?2
FBS/Glutamax/PenS3trep) her bir gdze eklenmistir ve akabinde enfeksiyonlarin
flioresan kirmizi odaklan bir flioresan mikroskop altinda net bir sekilde gérilebilene
kadar 37°C/COz'de inkuibe edilmigtir.

Hasat etmek igin, yalnizca olasi en dusuk seyreltmede bir tek flioresan odak igeren
gozler segilmistir. Secilmis gozlerden ortam dikkatli bir sekilde uzaklastinlmistir ve 100
uL 10 mM TrisHCI, pH 8, eklenmistir. Plaka (¢ kere dondurulmustur ¢ozilmistir ve
akabinde segcilmis gozlerin igerikleri, geri-kazanilmistir. Her bir geri-kazanilmis plak igin,

plak saflagtirma prosesi, bes kere daha tekrar edilmistir.

Bir secilmis klon akabinde akabinde ilaveten, blyime ortamini gézden uzaklastirma ve
PBS iginde 500 ul'ye seyreltimis viral ekstrakiin 10 ul'sini ekleme ile, %100
konfliansta p-LL19-CHO hucreleri igeren bir 6-gozI0 plakanin 1 gozinu enfekte etme
ile cogaltilmistir. Oda sicakhginda 45 dakikadan sonra, 2 mL MM gbze eklenmistir ve
hiicrelerin bliylik cogunlugu bir fliioresan mikroskop altinda kirmizi flioresan 1gik
yayana kadar 3 glin boyunca 37°C/%5 CO.'de ilaveten inkiibe edilmistir. Enfekte
edilmis gdz igindeki hicreler, kultir ortami igine kazinmistir ve akabinde 500 g'de 5
dakika boyunca pelet haline getirilmigtir. Pelet haline getirilmis hdcreler, 500 uL 10 mM
TrisHCI, pH 8, icinde yeniden-suspanse edilmistir ve bir viral ekstrakt yapmak igin kisa

bir sure sonike edilmistir.
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SCV104'in D13L ORF'sinin igcine CP77/DsRed ekspresyon kaseti yerlestiriimesinin
PCR ife dogrulanmas! - Homolog rekombinasyondan ve plak saflastirmasindan sonra
D13L ORF'sinin gercekten CP77/DsRed ekspresyon kaseti ile substite edilip
edilmedidini belirlemek i¢cin PCR analizi yapilmigtir. Bir PCR primer ¢ifti, iki yaninda yer
alan homolog rekombinasyon kollarinin bdlgesi digini baglamas i¢in tasarlanmistir,
béylece bunlar, "uygulanmig" DNA'dan ziyade "natif" DNA dizisini baglayacaklardir. Bu
sekilde primer cifti tasarlama, bu primer giftinin PCR amplifikasyonu igin DNA sablonlari
olarak VACV-COP'vi ve SCV104'U kullanabilecedi ve PCR Urlnlerinin boyutunun
ekspresyon kasetinin D13L ORF'sinin igine yerlestiriimesi veya iceri yerlestirme
olmayan virlisin, yani, VACV-COP, saptanmasi igin gosterge olacadi anlamina gelir.
Bu PCR analizi yalmzca igeri yerlestirmenin varh@ini gostermez, ayni zamanda
rezidiel kontamine etme parental virisin (VACV-COP) c¢ok sayida plak saflagtirma
turundan sonra hala mevcut olup olmadigini da belirleyebilir. VACV-COP'nin
istenmeyen iz kontaminasyonun varhdi, bu kontaminant SCV104'e in trans D13
yardimi sagdlayabilecedinden ve bdylece SCV104'Un atenlasyonunu

azaltabilecedinden hig arzu edilmez.

QIAGEN DNeasy Doku Kiti'ni (Kat # 69504) kullantlarak DNA ekstraksiyonlart — Viral
DNA, Ureticinin talimati izlenerek DNeasy Doku kiti kullanilarak yukarida SCV104
codaltilmis virlsiin 200 ul'sinden ekstrakte edilmistir. Ozet olarak, bu 200 ulL viral
ekstrakta 20 ul Proteinaz K ekleme ve iyice karigtirma ile yapimigtir. Buna, 200 ulL
tampon AL eklenmistir ve 56°C'de (1sitma bloku) 10 dakika boyunca inkibe etmeden
dnce iyice igine kanstinimistir. inkiibasyondan sonra, 200 uL %100 etanol eklenmistir
ve iyice icine kanstinlmistir ve akabinde toplam hacim, bir spin kolonuna eklenmigtir.
Sivi, Uretici kullanic el kitabi ile talimat verildigi Uzere sentrifugasyon ile spin kolondan
geciriimistir, akabinde spin kolonu AW1 ve AW2 tamponlarn ile yikanir. Spin kolona
bagh DNA, iki kere 100 uL AE tamponu ile ayristinimistir. Aynistiriimis DNA, bir tek tlp
icine birestiriimistir ve PCR analizi igin hazirdir ve PCR analizi igin hazir olana kadar

4°C'de saklanmigtir.

PCR amplifikasyonu - SCV104'ten (hakiniz, yukandaki bdlim 4.2.3.1) ekstrakte edilmig
DNA, iceri yerlestirmenin D13L CRF'si icinde gerceklesip gerceklesmedidini belirlemek
amaciyla PCR amplifikasyonu igin bir sablon olarak kullaniimigtir. Asagida tarif edilen
PCR primerleri, D13L ORF'sinin diginda iki yaninda yer alan dizileri baglar, bdylece
SCV104 DNA'sindan amplifikasyon, parental viristen, VACV-COP'tan, c¢ogaltiimis
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2881 bp'lik bir PCR Grininin aksine 4360 bp'lik bir PCR Uriiniini ¢odaltmalidir. PCR
analizi, SCV104'Un 6. plak saflagtinimis klonlarinin yalmizca, 4000 bp'den buyuk ve
5000 bp'den kugik olanlara kargihk gelen bir arind g¢ogaltir, bu SCV104'in D13L
ORF'si icinde CP77/DsRed kaseti icerdigini gdsterir. 3000 bp civarinda bir PCR
urindndn olmamasi, SCV104 cogaltilmis stoklarda saptanabilen duzeylerde parental

virls kontaminasyonu olmadigi anlamina gelir.

Primer giftinin detaylan

ID_D12L_LLO4_ileri: 5-TACAAAATCAAATAATGGTCGAAAC-3'

ID_A2L_LLO4_Geri: 5-TGCCAAGAAAACACTCCTTCTAAGACAAT-3'

ORNEK 11

SCV104'(i Plak Enfektivite Analizleri ile ateniiasyon igin test etme

D13L ORF'si tarafindan kodlanan protein viral birlesme icin esansiyel oldugundan, bir
kili, bir SCV104 kurtariimis virlsun hucreye girigsimin vaksiniya virisU igin permisif olan
normal hiicrelerde enfeksiydz projeni viriyonlarn Uretmeyehilecedi ve bundan dolayi ilk
enfeksiyonun, enfeksiyonun giderek genisleyen odaklarini olusturmak igin komsu
hicrelere yayllmama vyetisini bekleyecektir. Durumun bu olup olmadigini konfirme
etmek igin, bu bulugta tarif edilen D13L silinmis viris (SCV104), daha az sayida plak
olusum biriminin bir 6-g6zI0 plaka icinde kultirlenmis hicreleri enfekte etmek igin
kullanilabilecegi bir noktaya kadar seri olarak seyreltiimistir, bdylece enfekte eden
virusiin hacreden hucreye yayllmasi, gunler suren bir periyot boyunca gorintilenebilir.
Bu galismada, uUg¢ hicre hatti ¢ahsiimistir: vaksiniya virlsune permisif olan 143B
hiicresi, vaksiniya virisune permisif olmayan, ancak vaksiniya virisii CP77 proteinini
eksprese ettijinde permisif olabilen CHO hiicreleri ve D13L proteinini eksprese eden
bir rekombinant hiicre hatti olan p-LL19-CHO. Bu bulusta tarif edilen, D13L ORF'si
icine yerlestiriimis bir CP77/DsRed ekspresyon kasetine sahip olan, bdylece D13-
proteini fonksiyonunun eksprese edilemedidi, virls p-LL19-CHO hlcre hattinda
enfeksiyonun yalnizca enfeksiydoz odaklarin olugturmaldir. 143B hidcresi tek-katmani
icinde enfeksiyonlarin odaklarimin  varlidi, kontaminant in frans D13L yardimi

sadlayacadindan, viral popllasyon karigimi igcinde kontamine etme vaksiniya virlisiiniin
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varh§ini  gdsterir. CHO tek-katmani i¢inde enfeksiyonlarin odaklarinin  varhdi,
CP77/DsRed kasetinin iceri yerlestiriimesinin D13L ORF'sini inaktive etmedigi

anlamina gelir.

Hiicre diizenegi - 143B, CHO ve p-LL19-CHO hicreleri 6 gozlu plakalara ekilmisti ve
hiicre tek-katmanlan %100 konflient olana kadar 37°C/%5 COQO:'de billyiime ortami
(RPMI-1640/%10 FBS/2 mM Glutamax/pen-strep ve yalnizca p-LL19-CHO igin 1000

ug/mL Geneticin) icinde kuiltiirlenmigtir.

Enfeksiyon - Cogaltilmis 3. plak saflastiriimis viral ekstrakt, hiicreleri enfekte etmek igin
kullanmilmistir. Bu virisin bilinmeyen titresinden dolayi, stok virlisiin 10%e 10-katlik seri
seyreltiimesi asadidaki sekilde yapimistir: ilk olarak 60 ul stok virlis, 6 ml MM ortami
igcinde seyreltimistir (Seyreltme 1, 1:100 seyreltme) ve akabinde ilave seyreltmeler 800
ul Seyreltme 1 ila 7,2 ml MM ortamina ekleme ile hazirlanmistir (Seyreltme 2; 1073
seyreltme) ve akabinde bir 10*Iik seyreltme yapmak igin tekrar edilmistir. Enfeksiyon
igin, her bir seyreltmenin 500 uL'si, bir 6-gozIU plakanin her bir géziine eklenmistir - her
bir hiicre hatti icin bir plaka kullanilmistir. Viral adsorpsiyon, oda sicakliginda 45 dakika
boyunca gergeklegtirilmigtir, bundan sonra viral inokdlim her bir gbzden
uzaklastinlmigtir ve her bir géz, her bir géze 2 mL MM eklenmeden 6nce PBS ile iyice
yikanmistir. Plakalar 37°C/%5 CQOJ'de inkiibe edilmistir ve bir flloresan mikroskop
altinda ginlik olarak gdézlenmektedir. 10%lik seyreltme, gbzlem igin en iyi viral

enfeksiyon hizini Gretmigtir.

Mikroskop incelemesi - Viral enfeksiyon, DsRed filtre (Kat#U-MRFPHQ, Olympus) ile
fldoresan mikroskop {(Olympus 1X51) altinda incelenmigtir. Goruntu, CellSens Digital

Imaging Software (Olympus) kullanilarak ¢ekilmigtir.

Sonuciar - 10?1k seyreltme enfeksiyonu, baslangic tek hiicre enfeksiyonunu ve
enfeksiyonun komsu hiicrelere yayllmasini gozlemlemek igin en iyi sonuglari (iretmistir.
143B hiicresinin incelenmesi, giin 1'de tek hiicre enfeksiyonlarinin varlidini gosterir,
burada virlis glin 2 ve glin 3 ile komsu hiicrelere yayllamaz, bu virlisiin tek hicrelere
girisimin gerceklestiini, ancak enfeksiy6z viral projeninin gin 2 ve gin 3 ile
uretilmedigini gdsterir. Bu ayni zamanda, CHO tek enfekte edilmis hicreleri icin de
dogrudur, yani, enfeksiydz viral projeni baglangic tek hiicre enfeksiyonlarindan

Uretilmistir.
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p-LL19-CHO hucre hattinin incelenmesi, baslangi¢ tek hucre enfeksiyonunun gin 1 ile
enfeksiyonun kuguk odaklarn kadar goérilen projeni enfeksiydz virasu Uretmigtir.
Enfeksiyonlarin bu odaklan gin 2 ve gin 3 ile boylarn ¢abucak artar, bu viral

amplifikasyonun zamanla gergeklestigini gosterir.

Bu dogrultuda, herhangi bir vaksiniya virlsiinden bir fonksiyonel vaksiniya yarim ay
iskele proteini kodlayan dizinin uzaklastirlmasi bu virlisi fazla bir sekilde atente
edecektir. Bu virusun ilk enfeksiyon Uzerinde enfeksiytz projeni virust Uretememesine
ragmen, bunun proteininin, 6zellikle DsRed'in, ekspresyonu, gdrsel gérds kirmizi
flioresanstan bulgulandigi Gzere, ilk tek enfekte edilmis hicrelerde gerceklesir. Bu
virls, vaksiniva virlisl enfeksiyonundan bagimsiz olarak vaksiniya yarim ay iskele
proteinini eksprese eden bir hilcre hattindan kurtarilabilir. Transgenik hlcre hatti
tarafindan vaksiniya yarim ay iskele proteininin konstit(itif ekspresyonu, bu hiicre

hattinin blylimesi veya fizyoloji izerinde advers etkiye sahip degildir.

ORNEK 12

D13L eksprese eden C11-LL19-HeLa hiicre hattinin yapiimasi

Bir D13L silinmesi olan bir flioresan-olmaya SCV'yi titre etmek igin, litik plak
olusumunu destekleyen bir vaksiniya permisif hilcre hattindan olusan, D13 proteinini
eksprese eden bir kurtarma hicre hatti yapilmistir. CHO hucrelerinde, CP77 eksprese
eden vaksiniva virlsll veya CP77'nin hilicre hatti ekspresyonu Kkristal viyolet ile
boyanabilen ve gdz ile sayilabilen litik plak olugumlarini desteklemez. Bir titrasyon
hicre hatti olusturmak icin, HeLa hucreleri, D13 proteini eksprese etmesi igin bir
konstitltif memeli promotorinden, baslangic kodonu etrafinda Kozak dizisi igeren ve
bir poliadenilasyon sinyal dizisi icinde sonlanan D13-proteini kodlama dizisinden olusan
bir ekspresyon kasetinin kararli entegrasyonu ile aktanimistir. Bu kaset akabinde,
konak hiicre genomik DNA'sI igine karar gen transferine ve antibiyotik seleksiyonu ile
basanl entegrasyon igin seleksiyona olanak saglayan bir plazmid vektori igine
klonlanmisgtir. Aktarilmis hlcreler akabinde, D13 ekspresyon kaseti iceren hicreleri
secmek igin antibiyotik seleksiyonu kullaniimasi ile ¢cogaltilmistir ve akabinde hacrelerin
tek-katmanlarini her bir hicre igin 0,001 pfu olan bhir moi'de enfekte etme ve 3 gunlik

bir periyot boyunca en blyik plag dreten hicre-hatti klonunu secme ile SCV104
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(D13L ORF silinmesi) ile bir plak analizi yapilmistir. SCV104 sahip oldugu D13L
ORF'sini iki ekspresyon kaseti ile degigtirir: biri CP77 proteininin ekspresyonu igindir ve
digeri bir kirmizi flioresan proteininin ekspresyonu igindir. D13 proteini eksprese eden
bir HeLa hiicre hattinin SCV104 ile enfeksiyonu, kirmizi flioresan litik plaklar ile

sonuglanacaktir,

pLL19 - D13 hiicre aktarma vektériinitin yapimasi: pLL19'un yapilmasi asagida tarif
edilir. Bu plazmidde, C-ucu Bayrak-etiketli D13-proteini kodlama dizisi, konstitiitif insan
Elongasyon Fakiori 1 alfa promotori kontroli altindadir ve hicresel genomik DNA
icine kararlli gen transferine transpozisyon ile aracilik edilir. Transpozisyon ayrica, bir
Neomisin antibiyotigi seleksiyon ekspresyon kasetini de igeri yerlestirir, bbdylece
aktarilmis hicreler buydme ortamina G418/Geneticin eklenmesi ile pozitif bir sekilde

secilebilir.

D13-Bayrak etiketli ekspresyon kasetinin pLL19 ile transdiiksiyon ile Hela
hicreleri igine kararh yerlestirilmesi: HelLa hiicreleri, bir T25 balon icine ekilmigtir ve
RPMI-1640/%10 FBS/2 mM Glutamax/pen-strep blylime ortami i¢inde yaklagik olarak
%50 konfliansa kadar kultarlenmistir. Qiagen (Kat # 301425) firmasindan Effectene
transfeksiyon reaktifi kullanilarak, 1 ug pLL19, Ureticinin talimatlar izlenerek %50
konflient HelLa hiicrelerinin T25 balonuna transfekte edilmistir. Transfekte edilmis
hicreler akabinde blylime artami (RPMI 1640/%10 FBS/2 mM Glutamax/Pen-Strep)
iginde gece boyu inkiibe edilmistir. Sonraki giin, ortam aktarilmis hiicreleri segmek igin
1000 ug/mL Geneticin iceren taze blyime ortami ile degistirilimistir. HlOcrelerin ¢ogu
oldiagiinde, kalan hiicreler, bunlarin TrypLE Select (Gibco-Invitrogen Corp, Kat #12563-
029) ile balon yuzeyinden ayirma ile geri-kazanilmigtir ve tek hicre bayume ortami ve
1000 ug/mL Geneticin iceren 96-gdzlu plakalar iginde aynimisgtir. Bu plakalar,
hacrelerin kolonileri her bir goéz iginde goérllebilene kadar 37°C/%5 CO.'de inkube
edilmigtir. Seleksiyon ortami, her 2 ila 3 glnde bir dedistirilmigtir. Hiicrelerin her bir
kolonisi, geri-kazaniimistir ve asagidakine kiiltiirleme ile seri olarak genisletilmigtir: 48-
gozIi plaka ila 24-gdzIU plaka ila 6-g6zli plaka ila T75 balon ve bir dondurulmus hiicre
stoku yapmak igin hazir olana kadar 1:5'lik ayirma orani ile T75 balon iginde idame

ettirilmistir.

SCV104 plak clusumunu en iyi destekleyen bir monoklonal hiicre hatti icin
tarama: SCV104, inek cicek virlsi 025L promotdri arti CP77 proteinini kodlayan ORF
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ile dedistiriimis D13L ORF'sine ve bir kirmizi flloresan protein ekspresyon kasetine
(DsRed Express2) sahip olan bir vaksiniya virusudir. CPY7 ekspresyonu, Hela
hucrelerinde plak olugsumu i¢in &nemli degildir veya gerekli degildir, ancak bu viris D13
proteininin hiicre hatti ekspresyonu yoklugunda c¢odaltiimayacaktir. Bununla birlikte,
D13-proteinini eksprese eden HelLa hlicre hattinda, SCV104 c¢ogalabilmelidir ve diger
komsu hicrelere yayilabilmelidir ve bunu yaparken hicre tek-katmani iginde kirmizi
flioresan litik plaklar olusturmalidir. Bu virls, plak oclusumunu en iyi destekleyen klonu
segmek icin klonal LL19-HelLa hlcre hattinda bir plak olusum calismasinda

kullaniimistir.

Hucre hatti diizenegi: LL19-HelLa'nin ¢ok sayida hicre hatti klonu 6 gézIi plakalarin
gozleri igine ekilmistir ve 37°C/%5 CO2'de 1000 ug/mL Geneticin iceren buylime ortami

icine %100 konfliansa kadar kultirlenmistir.

Virus enfeksiyonu: SCV104, virisi MM (RPMI-1640/%2 FBS/2 mM Glutamax/pen-
strep) iginde 10° pfu/ml'ye seyreltme ile her bir hiicre igin 0,001 pfu'da hiicreleri enfekte
etmek i¢in kullaniimigtir. 1 ml seyreltiimis viris enfeksiyon igin her bir géze eklenmigtir.
Bir 6-gbzlli plakanin her bir gdzii konflient oldugunda yaklasik olarak 1x10° hiicre
ierir, bundan dolayr 1 ml 10° pfu/ml 0,001 olan bir moi ile sonuglanir. 0,001 olan bir
moi, tek enfekte edilmis hiicrelerden plak olugumlarini garanti edecektir. Tim plakalar
oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edilmistir, boylece viriis hiicreleri adsorbe
edebilir ve bundan sonra 1 mL MM her bir gdze eklenmigtir ve tim plakalar akabinde
37°C/%5 COzde inkube edilmistir boylece hilcrelere senkronize viral girisi tegvik
edilmistir, akabinde zamanla hicreden hiicreye yayilma ile sonuglanan viral
amplifikasyon ger¢eklesmistir. Kirmizi flioresan plak olugsumu, bir flioresan mikroskop

altinda gunlik olarak gézlenmistir.

Mikroskop incelemesi: Ug¢ glnlik bir periyot boyunca viral enfeksiyon ve plak
olusumu DsRed filtre (Kat# U-MRFPHQ, Olympus) ile flioresan mikroskop (Olympus
IX51) altinda incelenmistir. Goériintli, CellSens Digital Imaging Software (Olympus)

kullanilarak gekilmistir.

Bulgular: Enfeksiyondan sonraki giin 1'de, tim enfeksiyonlar, kirmizi flioresansli

sporadik kiguk odaklar ile sonuglanmigtir. Gun 3 ile, tim klonal hiicre hatlari, buylkce
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kirmizi flioresan litik plak Gretmisgtir, burada klon 11 (C11), test edilen tim klonlarin

anlaml olarak en buylk plak boyutlarini Gretmigtir.

Sonuglar: Bu bulgular, C11 klonunun (C11-LL19-HeLa), bir SCV104 enfeksiyonundan
test edilen tim klonlarin en biylk plak olusumunu desteklemek igin yeterli D13 proteini
eksprese ettigini gdsterir. Bu hiicre hatti klonu (C11), vaksiniya viriistinil titre etmek igin
yaygin bir sekilde kullanilan titrasyonun litik plak sayma yontemi kullanilarak bir D13L

silinmis vaksiniya viriistin(i kantifiye etmek igin mikemmeldir.

ORNEK 13

CP77 ve D13L eksprese eden p-LLO7-LL 29-CHO hiicre hattinin yapiimasi

CHQ hicreleri iginde bir D13L ORF'si silinmesi olan bir VACV-COP virlsini kurtarmak
icin, D13 ve CP77 proteinlerini eksprese eden hir CHO hiicre hattinin yapiimasi
gerekecektir. Bu, ekspresyonu yonlendirmek igin bir memeli promotériinden, D13 ve
CD77 proteinlerini kodlayan bir CHO tercihli kodon optimize edilmis DNA dizilemesinin
akabinde bir poliadenilasyon sinyal dizisinden olusan bir D13 memeli ekspresyon
kasetini ve CP77 memeli ekspresyon kasetini yapma ile yapilmistir. Bu kasetler burada
akabinde konak hiicre genomik DNA'sina kararll gen transferine ve antibiyotik
seleksiyonu ile bagarih entegrasyon icin seleksiyona olanak saglayan plazmid
vektorlerine klonlanmigtir. Aktanilmis hicreler akabinde, hem D13 hem de CP77
ekspresyon kasetlerini igeren hlcreleri segmek igin antibiyotik seleksiyonu kullaniimasi
ile g¢ogaltilmistir. CP77'nin ekspresyonunu dodrulamak icin, Guglendiriimis Yesil
Fluoresan protein eksprese eden bir vaksiniya virisa (SCV505) transgenik hucre
hattini enfekte etmek igin kullaniimigtir, burada flioresan plak gelisimi 4 gunlik bir
periyot boyunca izlenmistir. 4 gunlik periyot boyunca giderek genisleyen vyesil
flioresan plak boyutu, hiicre hatti tarafindan CP77 ekspresyonunu konfirme etmigtir.
D13 proteininin ekspresyonunu dogrulamak igin, CP77 (SCV104) ve DsRed fllioresan
proteini eksprese eden bir D13L silinmis vaksiniya viriisi transgenik hiicre hattini
enfekte etmek igin kullanilimistir, burada plak gelisimi 4 gunlik bir periyot boyunca
izlenmistir. 4 gunlik periyot boyunca giderek genisleyen kirmizi flioresan plak boyutu,

hicre hatti tarafindan D13 proteini ekspresyonunu konfirme etmistir.

PpLLO7 - CP77 gen transfer plazmidinin yapilmast
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CP77 proteini kodlama dizisinin yapimasi: CP77 protein kodlama dizisi, inek gigek
virusi Brighton Red sugu UhiProlKB/Swiss-Prot: P12932.1'in 025L ORF'si tarafindan
kodlanan CP77'nin amino asit dizisinden DNA dizisini geri-olugturma (geri translasyon
veya ters translasyon) ile GeneArt GmbH (Almanya) tarafindan sentetik olarak
yapiimistir ve Cin Hamsteri Over (CHO) hiicrelerinde ekspresyon i¢in kodon optimize

edilmisgtir.

CP77 hiicre aktarma vektoriniin yapilmasi: pPH51'den (kodon optimize edilmis
CP77 protein kodlama dizisi barindiran bir klonlama plazmidinden) kodon optimize
edilmis CP77 protein kodlama dizisi, PCR primer ¢ifti kullanilarak PCR ile cogaltilmigtir,
burada 5' primer, baslangi¢ kodonu etrafina bir Kozak dizisi eklemek igin tasarlanmigtir
ve 3 primer, durdurma kodonundan &nce Bayrak-etiket dizisi eklemek igin
tasarlanmistir. Cogaltlmis PCR (rind DNA2.0 Inc {ABD) firmasindan satin alinan
transpozon piggybac vektdri pd507-2 (Hyg+) icine Bsal klonlama veri vasitasiyla alt-
klonlanmistir. Bsal igine klonlama etkili bir sekilde, pLLO7 olusturmak igin kometGPF
kodlama dizisini CP77 proteini kodlama dizisi ile degistirir. CP77 simdi, insan konstitGtif
Elongasyon Faktdrd 1 alfa promotdrii (EF1a) kontroll altinda olan bir hale gelir ve her
ikisi transfekte edilmis hicrelerin genomu igine kararh bir sekilde entegre edildiginde,
higromisin direng geni ile birlikte-eksprese edilir, Konak genomu igine kararli
entegrasyona, piggyBac vektoriinin Sol ve Sag Transpozon siniri ile baglanmis DNA

dizisinin Transpozon entegrasyonu ile aracilik edilir.

pPH51 plazmid DNA'sindan CP77-CHO genini PCR ile gogaltmak igin kullanilan
PCR primer gifti:

ileri Primer dizisi:

AACACGTCTCGGGGGgeegecaccATGTTCGACTACCTGGAAAATGAGGAAGTG
(SEQ ID NO: 4)

Geri Primer dizisi:
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CAGGAAGACGCTTTTtcaCTTGTCATCGTCATCCTTGTAATCCTGCTGCTCGAAG
ATCTTGTACT (SEQ ID NO: 5). Durdurma kodonundan (kucuk harf) sonra gelen
Bayrak Etiket dizisinin alti ¢izilidir.

pLL29 - D13 gen transfer plazmidinin yapimasi

CHO-kodon optimize edilmis D13 proteini kodlama dizisi, DNA2.0 Inc {Kat # pJ503-2)
firmasindan satin alinan pJ503-02 (KometGFP ve Neo+ tasiyan pHULK piggyBac
Memeli Ekspresyon Vektéri) icine Bsa | klonama yerleri vasitasiyla klonlamadan 6nce
C-ucu Bayrak-etiket dizisini HA-etiket dizisi ile dedistirmek igin (6nceden tarif edildigi

tizere) pLL19'dan PCR ile gogaltilmistir.

D13L-HA hiicre aktarma vektorinin yapilmasi: pLL19'dan C-ucu Bayrak-etiket
dizisi icermeyen kodon optimize edilmis D13-protein kodlama dizisi PCR ile
cogaltilmistir ve pLL29 Uretmek igin DNA2.0 Inc (Kat # pJ503-2) firmasindan satin
alinan transpozon piggyBac vektori pJ503-2 (KometGFP ve Neo+ tasiyan pHULK
piggyBac Memeli Ekspresyon Vektdrl) icine Bsa | klonlama yerleri vasitasiyla alt-
klonlanmigtir. In-Fusion klonlama (Clontech: ligazsiz klonlama) ile Bsal yerleri arasina
klonlama, kometGPF kodlama dizisini ¢ikarir ve bunu in vitro homolog rekombinasyon
ile yeni HA-etiketli D13-protein kodlama dizisi ile degistirir. D13LchoHA-Etiketli protein
kodlama dizisi simdi, insan Elongasyon Faktorl 1 alfa promotori (EF1a) kontroll
altindadir ve her ikisi transfekte edilmis hiicrelerin genomuna kararl bir sekilde entegre
edildijinde, Neomisin direng geni ile birlikte-eksprese edilecektir. Konak genomu igine
kararh entegrasyona, piggyBac vektoériinin Sol ve Sad Transpozon siniri ile baglanmig
DNA dizisinin Transpozon entegrasyonu ile aracilik edilir. pLL29'un bir plazmid haritasi

asagida gdsterilir.

D13Lcho-HA etiketli dizinin PCR amplifikasyonu asagidaki primer ¢ifti

kullanilarak yapilmistir:

ileri Primer dizisi:

Inf-LL19-D13LC-Fw:
5'-AACACGTCTCGGGGGGCCGCCACCATGAACAACACCATCATCAA -3
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Geri Primer dizisi:

Inf-LL27-D13L-Rv:
SLCAUT A ACGUTT T a0 £ AT A A TUTOGAAC AT AT ATOC A AT GT T A Gece

AlGAleT s

Alti gizili metindeki dizi, HA kodlama dizisini temsil eder. "tta", durdurma kodonunu

temsil eder.

CP77-Bayrak etiketli ve D13-HA etikelli ekspresyon kasetlerinin pLLO7 ve pLL29 ile es-

zamanh transdiksiyon ile CHO hucreleri icine kararli ikili yerlestiriimesi

CHO hucreleri, bir T25 balonuna ekilmistir, RPMI-1640/%10 FBS/2 mM Glutamax/pen-
strep buylime ortami icinde yaklasik olarak %50 konfliansa kadar kiltarlenmigtir.
Qiagen firmasindan (Kat # 301425) Effectene transfeksiyon reaktifi kullanilarak, 1 ug
pLLO7 ve 1 ug pLL29, dreticinin talimatlan izlenerek %50 konflient CHO hdcrelerinin
T25 balonuna transfekte edilmistir. Transfekte edilmis hiicreler akabinde, bilylime
ortami (RPMI 1840/%10 FBS/2 mM Glutamax/Pen-Strep) icinde gece boyu inkiibe
edilmigtir. Sonraki glin, ortam aktarilmis hiicreleri se¢gmek igin 500 ug/mL Geneticin ve
250 ug/mL Higromisin B igeren blUyume ortami ile degistirilmistir. Seleksiyon ortami,
hicrelerin codu dlene kadar her 2 ila 3 ginde bir dedistiriimistir ve tek hiicrelerden
taretilmis olan hucrelerin kalan kolonilerini ayrnlmistir. Aktarilmig hucreler %90 ila 100
konfliansa kadar biyiadiginde, bunlar TrypLE Select {Gibco-Invitrogen Corp, Kat
#12563-029) kullanilarak geri-kazaniimigtir ve ilave hlicre geniglemesi igin bir T75
balon igine ekilmistir. Bu yeni poliklonal hicre hatti, p-LLO7-LL29-CHO olarak

gosterilmistir.

Vaksiniya virustinii ve D13L ORF'si silinmig vaksiniya virliisuni kurtarma ile D13

ve CP77 ekspresyonunun dogrulanmasi

SCV505, Guclendirilmis Yesil Fliioresan Protein (EGFP) eksprese eden ve vyalnizca
CP77 proteini variginda CHO hiicrelerinde godalan bir vaksiniya virlisidir. Bu virs,
bu hiicre hatti tarafindan CP77 ekspresyonunu dogrulamak igin p-LLO7-LL29-CHO'da
bir plak enfektivite galismasinda kullanilmistir. SCV104, inek ¢igek virGsa 025L
promotdrd arti CP77 proteinini kodlayan ORF ile dedistiriimis D13L ORF'sine ve bir
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kirmizi flioresan protein ekspresyon kasetine (DsRed Express2) sahip olan bir
vaksiniya virusudir. Bu virds, D13 proteininin hicre hatti ekspresyonu yoklugunda
¢ogalmayacaktir. Bu virds, bu hicre hatti tarafindan D13 ekspresyonunu dogrulamak

icin p-LLO7-LL29-CHG'da bir plak enfektivite galismasinda kullanilmistir.

p-LLO7-LL29-CHO hiicre hatti plak-enfektivite caligmasi

Bu galismada, SCV505 (D13* CP77° EGFP*) ve SCV104 (D13 CP77* DsRed*)
tarafindan enfeksiyondan p-LLO7-LL29-CHO tarafindan D13 ve CP77 ekspresyonunu
kalifiye etmeye yardimci olmak icin ¢esitli hicre hatlari kullanilmigtir. Asadidaki hiicre

hatlarinda beklenen sonuclar agagidaki sekildedir:

Vero: Bu hicre hatti normal olarak vaksiniya virisu enfeksiyonuna permisiftir. Bu virts
normal olarak bu hiicre hattinda enfeksiydz oldugundan, SCV505 enfeksiyonu igin
YESIL fliioresans ile saptandigi (izere cogaltiimis virlisiin zamanla hiicreden hiicreye
yayllmasini gdsteren plak olusumu. Bununla birlikte, hiicre hatti veya virlis tarafindan
D13 proteini ekspresyonu olmadigindan ¢ogaltilmis virlisiin zamanla hiicreden hiicreye
yvaylliminin olmadigini gdsteren, SCV104 enfeksiyonu igcin KIRMIZI flioresans

olmamasi veya yalnizca bununla saptandidi Gzere plak olusumu olmadigi goérilmelidir.

C11-LL19-HeLa: Bu, pLL19 transduksiyonu vasitasiyla D13 proteinini eksprese eden
bir vaksiniya virisi permisif hiicre hattidir. D13'Un hiicre hatti ekspresyonuna
bakilmaksizin YESIL flioresans ile saptandigi lzere gogaltilmis virlisiin zamanla
hicreden hicreye vyayllmasini gbsteren SCV505 enfeksiyonundan plak olusumu
beklenir. Bu virds simdi D13 proteininin hicre hatti ekspresyonundan dolayr bu hicre

hattinda ¢ogalabildiginden, SCV104 enfeksiyonundan plak olusumu beklenir.

CHO: Bu hucre hatti vaksiniya virusi enfeksiyonuna permisif-dedildir. KIRMIZI veya
YESIL fliioresans olmamasi veya yalnizca tek hiicre KIRMIZI veya YESIL fliioresans
ile saptandii Ulzere SCV505 ve SCV104 enfeksiyonlarindan plak olusumu
gordlmemesi beklenir. Bu, bu virlisin CP77 eksprese edebilmesine ve SCV505'i
kurtarmasi gereken hicre hatti tarafindan CP77 proteini ekspresyonu yokluduna
ragmen, SCV104'0 kurtarmasi gereken hicre hatti tarafindan D13 proteini
ekspresyonu yoklugundan dolayr c¢odaltlmig virisin zamanla hiicreden hicreye

yaylimasinin olmadigini gosterir.
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p-LLO7-LL29-CHO: Bu, hem D13 hem de CP77 proteinlerini eksprese eden bir CHO
hicre hattidir. YESIL flioresans ile saptandii tzere c¢ogaltiimis virisin zamanla
hiicreden hicreye vyayilmasinin CP77 proteininin  hicre hatti  ekspresyonunu
goOsterdigini gosteren SCV505'ten plak olusumu beklenir. KIRMIZI flloresans ile
saptandig! Uzere c¢ogaltilmig virisin zamanla hiicreden hiucreye yayilmasinin D13
proteininin hiicre hatti ekspresyonunu gosterdigini gosteren SCV104'ten plak olusumu

beklenir.

Hiicre hatti diizenekleri: VVero, CHO, C11-LL19-HelLa ve p-LLO7-LL29-CHC hiicre
hatlar, ¢ok sayida 6 gozlu plakanin iki setine ekilmigtir (SCV505 enfeksiyonu ic¢in biri
ve SCV104 enfeksiyonu igin digeri) ve 37°C/%5 CO.'de %100 konfllansa kadar

(asagida oldugu Uzere) karsilik gelen bliyume ortami iginde kiltlrlenmistir;

e Vero, CHO: RPMI-1640/%10 FBS/2 mM Glutamax/pen-strep

e C11-LL19-Hela: RPMI-1640/%10 FBS/2 mM Glutamax/pen-strep arti 1000
ug/mL Geneticin

e p-LLO7-LL29-CHO: RPMI-1640/%10 FBS/2 mM Glutamax/pen-strep arti 500

ug/mL Geneticin ve 250 ug/ml Higromisin B

Virus enfeksiyonu: SCV104 ve SCV505, virisi MM (RPMI-1640/%2 FBS/2 mM
Glutamax/pen-strep) iginde 10° pfu/ml'ye seyreltme ile her bir hiicre igin 0,001 pfu'da
hicreleri enfekte etmek igin kullanilmigtir. 1 ml seyreltilmis virts enfeksiyon igin her bir
gbze eklenmistir. Bir 6-gdzIi plakanin her bir gozi konflient oldugunda yaklasik olarak
1x10° hicre igerir, bundan dolayr 1 ml 10° pfu/ml 0,001 olan bir moi ile sonuglanir.
0,001 olan bir moi, tek enfekte edilmis hucrelerden plak olugsumlarini garanti edecektir.
Tdm plakalar oda sicaklhidinda 1 saat boyunca inkiibe edilmistir, bdylece virls hlcreleri
adsorbe edebilir ve bundan sonra 1 mL MM her bir gdze eklenmistir ve tim plakalar
akabinde 37°C/%5 COzde inkibe edilmigtir bdylece hiicrelere senkronize viral girigi
tesvik edilmigtir, akabinde zamanla hilicreden hiicreye yayillma ile sonuglanan viral
amplifikasyon gergeklesmistir. Flioresan plak olusumu, bir flioresan mikroskop altinda

gunlik olarak gozlenmigtir.

Mikroskop incelemesi: Dort gunlik bir periyot boyunca viral enfeksiyon ve plak
olusumu SCV104 virlsu icin DsRed filtre (Kat# U-MRFPHQ, Olympus) ve SCV505 igin
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GFP filtre (Kat# U-MGFPHQ, Olympus) ile flioresan mikroskop (Olympus 1X51) altinda
incelenmigtir. Goruntu, CellSens Digital Imaging Software (Olympus) kullanilarak

cekilmistir.

Bulgular:

0,001 olan moi‘de CHO hicrelerinin SCV104 ve SCV505 ile enfeksiyonu:
enfeksiyondan sonra gun 1'de, her iki virisin hicrelerin igine girdigini, ancak
enfeksiyonu komgu hicrelere yaymak icin henltz ¢ogalmadigini gdsteren yalnizca
sporadik tek hdcre flioresansi gérulebilir. Bununla birlikte, bu enfeksiyondan sonraki
gin 2 ila gin 4 arasinda ayni ilerlemede kalmistir, yani, yalnizca tek hicre

enfeksiyonlar gorulmistir ve zamanla komsu hlcrelere viral yayiima yoktur.

0,001 olan moi'de Vero hicrelerinin SCV104 ve SCV505 ile enfeksiyonu: SCV505
ile enfeksiyon beklenildigi sekildedir, timinlin tim plaklarin gin 4 ile hicre tek-
katmanlarinin bir konflient enfeksiyonuna birlestigi bir noktaya kadar boyunun arttigi
minik plaklar enfeksiyondan sonraki gin 1'de olusmustur. Bu, gin 1'den baslayarak
¢ofalan virsun enfeksiyondan sonraki gin 4 ile tamhhda kadar enfeksiyonu yaydigini
goOsterir.  Bununla birlikte, bu SCV104 enfeksiyonundan tamamen farkhdir.
Enfeksiyondan sonraki gun 1'de, sonraki 3 glin boyunca ayni kalan yalnizca sporadik
tek hiicre flloresansi gorilebilir. Bu, viris D13L ORF'sinden yoksun oldugundan ve
viral genom replikasyonunan sonra viral birlesmeyi baslatamayacagindan ve ayrica bu
hiicre hatti viral amplifikasyonu kurtarmaya yardimci olmak igin D13 proteinini eksprese
etmedidinden, SCV104'Un bu hdcre hattinda artamadi§ini ve ¢ogdalamadigini

gostermigtir.

C11-LL19-HeLa hucrelerinin (D13 proteini eksprese eden HelLa hicre hattinin)
0,001'de SCV104 ve SCV505 ile enfeksiyonu: SCV505 ile enfeksiyon heklenildigi
sekildedir, tim plaklarin giin 4 ile hiicre tek-katmanlarinin bir konflilent enfeksiyonuna
birlestigi bir noktaya kadar boyu artan klglk plaklar enfeksiyondan sonraki gin 1'de
olusmustur. Bu, giin 1'den baslayarak gogalan viriisiin enfeksiyondan sonraki giin 4 ile
tamhlia kadar enfeksiyonu yaydigini gésterir. SCV104 ile enfeksiyon da, bu hicre
hatti tarafindan uretilen D13 proteininin SCV104'teki D13L ORF'si yoklugu igin
kompleman (tamamlayici) oldugunu gésteren ayni sonuglan Uretir ve bu hicre hatti

tarafindan dretilen miktar, bir aynen D13L ORF'sine sahip olan SCV505 ile
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karsilagtirilabilir viral amplifikasyonu ve enfeksiyon yaylmasini desteklemek icin

yeterlidir.

p-LLO7-LL29-CHO hiicrelerinin (D13 ve CP77 proteinleri eksprese eden CHO
hicre hattimin) moi 0,001'de SCV104 ve SCV505 ile enfeksiyonu: Hem SCV104
hem de SCV505 igin, enfeksiyondan sonraki giin 1'de minik enfeksiyon odaklar
gozlemlenmistir. Sconraki 3 gin boyunca, bu enfeksiyon odaklari, enfeksiyondan
sonraki glin 4 ile nihayetinde konfllient enfeksiyonlara birlesen giderek artan bir sekilde
daha blyik plaklara geniglemigtir. Bu, CP77'nin SCV505 amplifikasyonunu ve
propagasyonunu destekledigini eksprese edilmekte oldugunu ve D13 proteinin ayrica
SCV104 amplifikasyonunu ve propagasyonunu destekledigini eksprese edilmekte

oldugu géstermistir.

Sonug: Bu bulgular, CP77 ve D13 proteini eksprese eden bir CHO hicre hattinin bir
D13L silinmis vaksiniya virisunin Uretilmesi ve imal edilmesi igin hlicre substrati olarak
kullanilabilecegini gosterir. Normal permisif hiicrelerin enfeksiyonu sirasinda, bir D13L
silinmis virls, viral birlegmeyi baslatamayabilecektir ve bundan dolayr bunun
enfeksiyéz yasam siklusunu tamamlayamayacaktir, béylece bu durum bunu guvenlik
agisindan insan ve hayvan asilamalan igin bir mikemmel viral agl aktanm vektdri
yapacaktir, Bununla birlikte, bu hayli ateniie edilmis vaksiniye vektor, bu hlicre hatti
CHO konak-aralik proteinini (CP77) ve eksik birlesme proteinini {D13-proteinini)

eksprese ettiginde, biyoteknoloji dostu CHO hiicre hattinda imal edilebilir.

ORNEK 14

Western blotlama ile p-LLO7-LL29-CHO hiicre hattinin D13 ve CP77 proteini

ekspresyon analizi

Alt-yapi bilgi

p-LLO7-LL29-CHO tarafindan eksprese edilen D13 ve CP77 proteinleri, etiketlenir ve
D13 ve CP77 proteininin C-ucu uclarindaki amino asit etiket dizisini spesifik olarak
taniyan bir antikor kullanilarak saptanabilir. D13 ve CP77 proteinlerini spesifik olarak
taniyan antikorlarin yoklugunda, western-blot analizi, p-LLO7-LL29-CHO hicre hattinda

D13 ve CP77 proteinlerinin ekspresyonunu Konfirme etmek i¢in bu anti-etiket antikorlar
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kullanilarak yiritdlebilir. D13 proteininin C-ucu ucu, "YPYDVPDYA" HA-etiket amino

amino asit dizisini igerir.

Western-blot analizi metodolojisi

Asagidaki hucre hatlar, T75 balonlan igine ekilmistir ve uygun seleksiyon antikorlar
igeren biylime ortami (RPMI 1640/%10 FBS/2 mM Glutamax/Pen-Strep) iginde %100
konfliansa kadar kiltGrlenmigtir: Seleksiyon antibiyotikleri olmadan CHO, 500 ug/mL
Geneticin ve 250 ug/ml Higromisin B ile p-LLO7-LL29-CHO, 250 ug/ml Higromisin B ile
p-LLO7-CHO ve 1000 ug/mL Geneticin ile C11-LL19-HelLa. Konflient hacre tek-
katmam aynlmigtir ve 37°C'de 10 dakika boyunca TrypLE Select ile tek hicre
suspansiyona parcalanmistir. Her bir balondan hicreler, geri-kazaniimistir ve 300 g'de
5 dakika boyunca sentrifligasyon ile pelet haline getirilmigtir ve PBS ile iki kere
yikanmigtir. Nihai yikamadan sonra, hicre peletleri 500 uL PBS iginde yeniden-
siispanse edilmistir. 4* SDS-PAGE ylikleme tamponu, 1* clan bir nihai konsantrasyonu
vermesi igin protein ekstraktina eklenmigtir ve 98°C'de 2 ila 3 dakika boyunca
isitilmistir. Denatiire edilmis protein érneklerine bir Biorad Mini-PROTEAN® TGX Stain-
Free™ Precast Gel (gradyan jel) yoluyla 200 V'de 30 ila 45 dakika boyunca
elektroforez uygulanmistir. Elektroforezden sonra, ayrilmis proteinler 100 V'de 1 saat

boyunca elektro-blotlama ile nitroselliloz membrana transfer edilmistir.

Protein saptamasi igin, nitroseliloz membran, spesifik-olmayan antikor baglama
yerlerini bloke etmek i¢in PBS icinde %5'lik yagsiz sit tozu iginde oda sicakhginda 1
saat boyunca inkube edilmistir. HA etiketli proteinlerin saptanmasi i¢in, membran bloke
etme tamponu iginde konjuge edilmis Anti-HA HRP'nin (Abcam Kat# AB1265)
1:1000'lik bir seyreltmesi iginde gece boyu 4°C'de inklbe edilmistir. Bayrak-etiketli
proteinlerin saptanmasi icin, bir ayn elektro-blotlanmis nitroselliloz membran, bloke
etme tamponu iginde konjuge edilmis Anti-Bayrak HRP'nin (Abeam Kat# AB49763)
1:1000'lik bir seyreltmesi iginde gece boyu 4°C'de inkilbe edilmistir. Membranlar
akabinde PBS ile g kere yikanmistir, her bir yilkama 5 dakika surmustir ve akabinde
bir BioRad XRS jel doc sistemi kullanilarak gériinti almadan énce bir ka¢ dakika
boyunca ECL substrati (Thermo Scientific Pierce ECL Western-blot substrati, Kat No
32106) icinde inkibe edilmigtir.
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Sonuclar

HA-etiketi saptanmasi vasitasiyla D13 proteininin saptanmasi: anti-HA-etiketi
antikoru, p-LLO7-LL29-CHO'dan hazirlanan bir tam hicre proteini ekstraktindan
beklenen boyuttaki bir proteini saptayabilmistir, ancak CHO hiicrelerin hazirlanan bir
tam hiicre proteini ekstraktindan proteini saptayamamistir. Bu, p-LLO7-LL29-CHO'nun

D13 proteinini eksprese etmekte oldugunu acik bir sekilde gdstermistir.

Bayrak-Etiketi vasitasiyla CP77 proteininin saptanmasi: anti-Bayrak-etiketi
antikoru, p-LLO7-LL29-CHO'dan ve p-LLO7-CHO'dan (yalnizca CP77 eksprese eden
CHO hucre hattindan) hazirlanan bir tam hicre proteini ekstraktindan beklenen
boyuttaki bir proteini saptayabilmistir, ancak CHO hicrelerin hazirlanan bir tam hiicre
proteini ekstraktindan proteini saptayamamigtir. Bu, p-LLO7-LL29-CHO’nun ve p-LLO7-
CHOQO'nun CP77 proteinini eksprese etmekte oldugunu acik bir sekilde gostermistir.

Bayrak-etiketi saptanmasi vasitasiyla D13 proteininin saptanmasi: C11-LL19-
Hela tarafindan eksprese edilen D13-proteini, D13-proteinini bir C-ucu Bayrak-etiketi
ile eksprese etmistir ve bu hiicre hattindan yapilan tam htcre proteini ekstrakti nin bir
western bloti yapildiginda, anti-Bayrak-etiketi antikoru, beklenen boyuttaki bir proteini
saptayabilmistir. Bu, C11-LL12-HelLa'nin D13 proteinini eksprese etmekte oldugunu
agik bir sekilde gOstermigtir.

Mevcut bulusun kapsamindan ayriimadan, ¢ok sayida modifikasyon teknikte uzmanligi

olan kisiler i¢in asikar olacaktir.

TABLO A

Dizi tanimlayictlarinin ozeti

DiZi ID ACIKLAMA
NO:

1 Memeli hucrelerinde (CHO) ekspresyon igin kodon optimize edilmis CP77'nin

niikleotid dizisi
2 SEQ ID NO: 1 ile kodlanan CP77'nin amino asit dizisi

3 pLLO7'nin nukleotid dizisi
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Dizi tammlayicilarinin 6zeti

Dizi ID ACIKLAMA
NO:
4 pPH51 plazmidinden CP77-CHO geni icin ileri primer
5 pPHS51 plazmidinden CP77-CHQ geniigin geri primer

6 Vaksiniya Kopenhag K1L geninin nikleotid dizisi (Genbankasi M35027.1'den

ekstrakte edilmigtir)

7 SEQ ID NO: 6 ile kodlanan vaksiniya Kopenhag K1L'nin amino asit dizisi
(Genbankasi M35027.1'den ekstrakte edilmistir)

8 VACV-COP-D13L-ORF

9 C-ucu bayrak-etiketi (DYKDDDK) ile hamster hiicresi ekspresyonu igin kodon
optimize edilmis SEQ ID NO: 1'i kodlayan nikleotid dizisi

10 Inf-LL19-D13LC'nin ileri primeri

11 Inf-LL19-D13LC'nin geri primeri

12 Bayrak-etiket proteini

13 D13L protein peptidi

14 Inf-PCR-D13L-F1'in ileri primeri

15 Inf-PCR-D13L-F1'in geri primeri

16 Inf-PCR-D13L-F2'nin ileri primeri

17 Inf-PCR-D13L-F2'nin geri primeri

18 CP77+DsRed ekspresyon kaseti 2903bp
19 CP77+DsRed ekspresyon kaseti

20 ID_D12L-LLO4%n ileri primeri

21 ID_AZ2L_LLO4'n geri primeri

22 CP77/DsRed seleksiyonu ile VACV-COP D13L'nin silinmesi igin pL1.O9

homolog rekombinasyon vektorl

23 Hicresel nikleer genomik DNA'ya kararli entegrasyon igin pLL19 Etiketli-

D13L-CHO kodon optimize edilmis transpozon aracili aktarma vektoril
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TABLO 1
Titrasyon Sonuglarn
24 saat 48 saat 72 saat
CHO 53pfu/mL 0 0
Vero 8.5x 10%fu/mL  14.25 x 10%pfu/mL  27.7 x 10%pfu/mL

Viral verimler {¢ikti)

5
Enfeksiyon igin kullanilan virlisiin miktar (Girdi), 4x10* pfu/mL'dir. Karsilagtirma igin,
verimler, 10%10 degerleri olarak ifade edilir. Dederler, her bir zaman noktasi igin
ortalama verimi, yani, 3 mL (2 gdze bolliinmiis 6 mL) hasattan elde edilen verimi, sunar.
24 saat 48 saat 72 saat
CHO 0.0159 x10%pfu 0 0
Vero 0.255 x 10%pfu 4275 x 10*pfu 8310 x 10%pfu
10
Uretim verimi (Cikti/girdi orani)
Asagidaki tablo, yukarida Uretilen virlisin verimini, her bir hasat zaman noktasinda her
bir hiicre hattindan elde edilen girdi diizeyini, yani, CIKTI/GIRDI oranini, gdsterir.
15
24 saat 48 saat 72 saat
CHO 0.004 0 0
Vero 0.06 1069 2078
TABLO 2

pfu/mL cinsiden titrasyon sonuglan
Virlis/Hucre hatti Seyreltme Sayim Titre

VACV-COP/CHO 10 C Opfu/mL



pfu/mL cinsiden titrasyon sonuglan

Virlis/Hiicre hatti Seyreltme
Ortalama
107
VACV-COP/Vero
Ortalama
10°
VACV-PH22/Vero
Ortalama
107
VACV-PH22/CHO
Ortalama

Sayim Titre

4 2.8x107pfu/mL +/- %34

12 0.75x107pfu/MI +/- %43

7.5

8 7,3x107pfu/mL +/- %20

7.3

Her bir g6z i¢in enfeksiyondan elde edilen ortalama viriis ¢iktisi (verim)

Her bir balon igin virds ekstrakt hacmi, 1 mL'dir. Titrasyon ig¢in plakalama hacmi, 1

mL'dir. Bundan dolayi, viris verimi, 1 mL (plakalama hacmi) ile c¢arpilmis pfu/mL

cinsinden titrasyona egittir.
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Virus Hiicre hatti Her bir balon i¢in verim
VACV-COP CHO 0 pfu

Vero 2.8x107pfu
VACV-PH22 Vero 0.75x10"pfu

CHO 7.3x107pfu

Her bir pfu inokiilim i¢in verim, yani, 1 pfu inokilimden iiretilen toplam pfu

Her bir balon igin inokilim boyutu: 1x10°pfu

Viriis Hiicre Her bir pfu inokiiliim igin verim
hatti

VACV- CHO 0 pfu/girdi pfu

COP - N - .
Vero 280 pfu/girdi pfu (inokllasyon igin kullanilan her pfu igin

Uretilen 280pfu)

VACV- Vero 75 pfu/girdi fpu (inokllasyon igin kullanilan her pfu i¢in Uretilen
PH22 75pfu)
CHO 730 pfu/girdi pfu (inokulasyon i¢in kullanilan her pfu igin

Uretilen 730pfu)

TABLO 3

Bu, her bir 1 mL viral ekstraktin titrasyonudur.

indikator Hiicre hatti

Hiicre 143B Vero
substrati 1y .syon  SE SE  Titrasyon  SE SE
pfu/mL Y'si pfu/mL %'si
CHO 5.38E+03 5.74E+02 %10,70 7.25E+02 2.17E+02 %30.00

p-LL07-CHO 1.88E+08 2.45E+07 %13.10 3.95E+07 1.13E+07 %28,50
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indikator Hiicre hatti

Hiicre 143B Vero
substrall o svon  SE SE  Titrasyon  SE SE
pfu/mL %'si pfu/mL %'si
1438 2.73E+08 3.95E+07 %714,50 3.73E+07 5.45E+06 %14.60

TABLO 4

Tablo 4, her bir 1 mL viral ekstrakt igcinde virlsin toplam miktarnni saglar.

indikatér hiicre hatti
Hiicre substrati 143B Vero

Verim pfu SE Verim pfu SE

CHO 5.38E+03 5,74E+02 7.35E+02 2.17E+02
p-LL0O7-CHO 1.88E+08 2.45E+07 3.95E+07 1.13E+07
143B 2,73E+08 3,95E+07 3.73E+07 5.45E+06
TABLO B
Sug ORF Genom Protein
Kopenhag COP-D13L M35027 AAA48114
Lister klonu 107 List-114 DQ121394  ABD52596
LC16mO mO-149L AYG78277 AAW?Z23819
LC16m8 M8-149L AYB78275 AAWZ23537
WR WR-118 NC_006998 YP_233000
Dryvax-3737 VACV-114 DQ377945  ABD57648
Acambis-2000 VACAC2_129 AY313847 AAR17961
Acambis klonu 3 VACCL3-129 AY313848 AAQ93215
CVA CVA-124 AM501482  CAMb58288
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Sus ORF Genom Protein

Tiantan klonu 10 TT10-148 JX489137 AGJ918392

inek Cigek Virlisi GRI-90 susu CPXV-GRI-E13L  X94355 CAD90667

inek Cicek Virlisii Brighton Red CPXV-131 NC_003663 NP_619914
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<130> 35226179/WJP
<160> 11

<170> PatentIn versiyonu 3.5
<210> 1

<211> 2031

<212> DNA
<213> Yapay

<220>
<223> Memeli hiicrelerinde (CHO) ekspresyon igin kodon optimize edilmis CP77'nin

nikleotid dizisi

<400> 1



atgttcgact
gaccgggace
tttaacgagc
cccctgceaca
ggcaaagtga
aacgacttca
gtgctgetyyg
gagaactacg
ggcrgotecyg
cactcccaga
atcrococacce
tgcctgatca
cagtactaca
atcgacaaca
gecgactace
ctgrtectqgg
aacgacaaaqg
atcctgatcg
gaaracggeg

gactccLtaca

Qacgacggcg

tacaccgaca
accatcaaca
acactgctgc
agcggetecg
aacgagucocc
tgcgtgateg
cagtgcatca
atctccaagc
aaaatrateg
atcatccacc
aagatctacqg
cacaagaaca

aagtacaaga

acctggaaaa
ccaacgacac
actgcaacaa
agaactQgcyg
acaaggatat
acatcttcac
aacacggcett
tgatgaccga
tgatcracga
acgacgacta
tgracroaga
accacggcat
tcaagtcctc
ccgoctacag
tgaacagcga
aaaacggcaa
agacaatctc
agtacatcac
ctgtggtcaa
ccatgaagta

agatccccat

cctacocggea
tctgectgee
acaaggccgt
acgtgaacat
ggaacatcga
actcectgeyg
gatacgccat
actacaacga
tgggcggeaa
gctacgccaa
tcgaggtcta
tegagtoogt

tcttcgageca

tgaggaagtg
ccggaaccag
cgtggaagtg
gcagctgacce
cgocatggtg
ctacatgaag
cgacttctee
cgaccocgtg
Jgacgaggac
ccagcccegqg
gagagactce
caacccctceco
ccacatcgac
ctacatcgac
ctaccggtac
gcctecacggce
cctgatcerg
cttctccgat
caaagagqgcce
cetgetgaaa

cggccaccrg

gggcttecgg
crtacctgaaq
gcgctacaac
ccggtcocaac
gctgotgaat
cgagatcagce
gattatcgac
ctacattgac
carcatgtte
caacccgcgag
cgacatcatc
ggacgacaac

graggattac

86

gecetggacg
ttcaagaaca
gtcaagctgo
cecectgggeg
ctgetggaag
tccaagaacy
gtgaagtgceg
cctgagatca
gacgagtacg
aactgcggca
cggtottgeg
agcatcgata
atcgatatcg
gacctqgacet
aacaaggacg
atcatgtget
aaaaccatga
atcgacatct
atccacggct
aaagagggcg

tgcaagagca

gacatgtcct
gacatcaata
aagragtccce
aacggctaca
atgctgorgt
aacategtgyg
gactgcatct
atctgcaacc
agectgatcet
ctgcgggccet
agcaacgcca
acctacatct

aaggatgacg

agctgaagca
acgcectgea
tgctggactco
agtacaccaa
ctaccggcta
tggacataga
agaagcacca
tcgacctgte
gctacgeocta
ccgrgcrgea
tgqaaccogga
agaactactg
tgaagctgct
gotgcacoeyg
tggacectgga
ccatcgrgee
actccgacqge
ctctggtcga
acttcaagaa
gegacgeegt

actacggccg

acgoctgecos
tgatcgataa
tggtgtcect
cctgtatcege
gcracaagec
acaacgccta
cctccaagat
aggaactgaa
traccgateoa
actacgagtc
tcgtgaagea
ccaacctgeo

atgacaagtg

gatgctgegyg
cgectacerg
cggcaccaac
ctceecggeac
ctccaacatc
Cetgatcaag
ctecegrgatce
catcgagaac
cgaggaatac
ccrgtacatc
ggrggrcaag
caccgcectg
gatgaaggqgc
gggcatcatg
tectggtcaaa
cocrgtggeqgqg
gctgcageat
gtacatgctg
catcaacatc
caaccacetg

gtacaacttt

catcctgtcoe
qecguggeyag
gctgctggaa
tatcgccatc
tacccrggac
cgccatcaag
cccecgagtce
cgagatgaag
cggoegroang
caagcagaac
caacaagatt
ctataccatc

o

60

120

240

300

3460

420

480

720

780

240

300

360

1020

1080

1140

1200

1260
1320

1380

1440

1500

1360

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

20131
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<210> 2
<211> 676
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> SEQ ID NO: 1 ile kodlanan CP77'nin amino asit dizisi

<400> 2

Met Phe Asp Tyr Leu Glu Aan Glu Glu Val Ala Leu Asp Glu Leu Lys

Gln Mat Leu Arg Asp Arg Asp Pro Asn Asp Thr Arg Asn Gln FPhe Llys
20 25 30

Asn Asn Ala Leu His Ala Tyr Leu Phe Asn Glu His Cys Asn Asn Val
5 40 45

Glu Val Val Lys Leu Leu Leu Aap Ser Gly Thr Asn I'ro Leu Hia Lys
50 55 60

Asn Trp Arg Gln Leu Thr Pro Leu Gly Glu Tyr Thr Asn Ser Arg Has
65 70 15 BO

Gly Lys Val Asn Lys Asp Ile Ala Met Val Lau Leu Glu Ala Thr Gly
85 90 95

Tyr Ser Asn [le Asn Asp Fhe Asn I[le Phe Thr Tyr Met Lys Ser Lys



Aan

Phe

Mot

145

Gly

Tyr

Gly

Asp

His

225

Gln

Lau

Thr

Arg

Asn

305

Asn

val

Val

Ser

130

Thr

Cys

Glu

Thr

Ser

210

Gly

Tyr

Met

Cys

Tyr

24n

Gly

Leu

Asp

115

Val

Agp

Ser

Glu

val

195

Arg

lle

TyrE

Lys

Cys

275

Asn

Lys

Lys

Gln

100

Ile

Lys

Asp

Val

Tyr

180

Leu

Ser

Aszn

Ile

Gly

260

Thr

Lys

Prao

Glu

His
340

Asp

Cys

Pro

Ile

165

Has

His

Cys

FPra

Lys

245

Ile

Arg

ASp

His

Thr

325

Ile

Leu

Glu

val

130

Iyr

Ser

Leu

val

Ser

230

Ser

Asp

Gly

val

Gly

31¢

Ila

leu

Ile

Lys

135

Pro

Glu

Gln

TyYr

Asn

215

Sar

Ser

Asn

Ile

Asp

26%

Ile

Sar

Ile

Lya

120

His

Glu

Asp

Asn

Ile

200

Pro

lla

His

Thr

Met

280

Leu

Lau

Glu

105

Val

His

Ile

Glu

Asp

185

Ile

Glu

Asp

Ile

Ala

2635

Ala

Asp

Cys

Ila

Tyr
345

Leu

Ile

Aap

170

Asp

val

Lys

Asp

aeo

Tyr

Asp

Lau

1310

Ile

88

Val

Val

Asp

15>

Aap

Tyr

His

Val

Asn

2315

Ile

Ser

Tyr

val

Ila

315

Llys

Thr

Glu

Ile

140

Leu

Glu

Gln

Leu

Lys

220

Tyr

Asp

Tyr

Leu

Lys

INnn

Yal

Thr

Phe

Hia

125

Glu

Phe

Tyr

Pro

Tyr

205

Cysa

Cys

Ile

Ila

Asn

285

Leu

Pro

Mat

Ser

110

Gly

Asn

Ile

Gly

Lau

Thr

val

Asp

270

Ser

Fhe

Lau

Asn

Asp
i50

Phe

Tyr

Glu

Tyr

175

Asn

Glu

Ile

Ala

Lys

4314

Asp

Asp

Leu

Trp

Ser

335

Ile

Rap

Val

Asn

160

Ala

Cys

Ser

Azn

Lau

240

Lesu

Tyr

Glu

Arg

320

Asp

Asp



Ile

Glu

Met

385

Avg

Arg

Ser

Lau

Lys

465

Ser

Ala

Leu

Ile

Tyr

545

Ile

Asn

Ile

Ser

Ala

e

Lysa

Aap

Tyr

Tyr

Lys

45¢

Ala

GCly

lle

Cys

Ser

&30

hAla

Ser

Glu

Fhe

eu
355

Ila

Tyt

Jly

Asn

Ala

435

Aap

Val

Ser

Hipg
515

Asn

Met

“ye

Mat

Thr
59%

val

Hisa

Leu

Glu

Phea

420

Cys

Ila

Arg

Asp

Ile

5C0

Lys

Ile

Ile

Hig

Lys

580

Asp

Glu

Gly

Leu

Ile

425

Tyr

As=n

Tyr

val

485

RAxi

Val

Ile

Tyr

565

Lys

Hie

Tyr

Tyr

Lya

g0

Fiv

1hr

Ile

Mat

Asn

470

Asn

Glu

Thr

Asp

ABp

5540

Agn

Ile

Gly

Met

Pha

375

Lye

Ilw

Leu

Ila

455

Lys

Ile

Ser

Len

Asn

535

Asp

Asp

lle

Ala

Leu

360

Lys

Glu

Gly

Thr

Ser

440

Asp

Gln

Arqg

Asp

520

Ala

Cys

Tyr

val

Lys
600

Glu

Arn

Gly

Hia

Tyr

425

Thr

Ly=

Ser

Ser

Asu

335

Cys

Tyr

Ile

Ile

Gly

535

Ile

Tyr

Gly

Lasu

410

Arg

Ile

Lleu

Asn

499

Jle

Val

Ala

Ser

Agp

570

Gly

Ile

89

Gly

Asn

Asp

39s

Cya

Asn

Gly

Val

475

Asn

Glu

Ile

Ile

Ser

555

Ile

Aan

His

Ala

1la

360

Ala

Lys

Ile

Glu

460

Ser

Gly

Leu

Asp

Lys

540

Lys

Cye

Thr

Arg

val

365

Asp

Val

S

Fhe

Cys

445

Thr

Leu

Tyr

Leu

Ser

525

Gln

Ile

Asn

Mat

TYr
605

val

far

Aen

Amn

hArg

430

Leu

Len

Leu

Thr

Asn

510

Leu

Cys

Fro

Gln

Fhe

90

Ala

Agn

Tyr

Haia

Ty

41>

Asp

Proe

Leu

Lau

Cysa

493

et

Arg

Ile

Glu

Glu

575

Sar

A8N

Lys

Thr

Leu

400

Cly

Mat

Tyr

His

Glu

480

Tle

Leu

Glu

Arg

Ser

SED

Leu

Lau

ASD



10

Pro

Glu

625

His

Pro

Asp

<210> 3

Glu

610

Val

Lys

Tyr

Asp

Leu

Tyr

Asn

Thr

Asp
675

Arg

ABp

Ile

Ile

660

Lys

<211> 11742
<212> DNA
<213> Yapay

<220>
<223> pLLO7'nin niikleotid dizisi

<400> 3

Ala

Ile

Glu

645

Lys

Tyt Tyr Glu
€15

[le Ser Asn
630

Ser Val Asp

Tyr Lys Ile

Ser Lys

Ala Ile

Asp Asan
650

Phe Glu
665

90

Gln

val

635

Thr

Gln

Asn

620

Lys

Tyr

Gln

Lysa

His

Ile

Asp

Ile

AEn

Ser

Tyr
670

Tyr Val

Lys ILle
640

Aan Leu
655

Lys Asp



tcagaattgg
caaatatgta
ggaagaatat
atgctgattt
tctatcgett
gcegttgeocaa
cacttccgac
cgateccecegg
ttgttgatge
cttttaacag
tqgrtgatge
aagaaatgca
cacttgataa
tcggaarcgc
ctecttcatt
aattgcagtt

gtgagttacg

ttaattggtt
tccgctcatyg
gagccatatt
atatgggtat
gtatgggaag
tgatgttaca
catcaageat
aaaaacagcg
gctggoagtg
cgatcgogta
Fagtgatttr
taaacttttg
ccttattttt
agaccgatac
acagaaacgg
tcatttgatg

cgegegtegt

gtaacactga
agacaataac
caacgggaaa
aaatgggcrc
cccgatgege
gatgagatgg
tttatccgra
ttccaggtat
ttoctgegee
tttegeecteg
gatgacgagc
ccattctcac
Jacgagqggga
caggatctrg
ctttttcaaa
ctcgatgagt

tccactgage
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cecctatttg
cctgataaat
cgtcgaggcc
gcgataatgt
cagagttgtt
tcagactaaa
ctcctgatga
tagaagaata
ggttgcactc
ctcaggoegea
gtaatggctqg
cggattcagt
aattaatagg
ccatcctatg
aatatggtat
ttttctaact

gtcagacccc

tttatttttce
gcttcaataa
gcgattaaat
cgggcaatca
tctgaaacat
ctggctgacg
tgcatggtta
tectgattca
gattcctgtt
atcacgaatg
gcocrgttgaa
cgtcactcat
ttgrattgat
gaactgcctc
tgataatcct
catgaccaaa

gtagaaaaga

taaatacatt
tattgaaaaa
tccaacatgg
ggrgcgacaa
ggcaaaggta
gaatttatgc
ctcaccactg
ggtgaaaata
tgtaattgte
aataacggtt
caagtctgga
ggtgatttct
qttggacqgag
ggrgagttet
gatatgaata
atcccttaac

tcaaaggatc

60

120

360

420

480

540

600

720

780

300

960

1020



ttcttgagat
accagcggtg
cttragcaga
cttcaagaac
tgctgeocagt
taagqcgecag
gacctacace
agg3gagladg
ggajcttceca
acttgagcgt
Caasguuget
tgcogttatce
izt ol alt.
tattggccat
ccaatatgac
gggtcattag
ccgoctgget
atagtaacgc
goecacttgg
gacggraaat
tggr-agtaca
accaatgggc
gtcaatggga
ccegeccegt
gctoguttag
attgcraacqg
ccctgotgea
acgtgreccga
aagtgcagcc
ctggcagctc

agaacaagca

ccttttttte
gtttgtttgce
gogeagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggtecggget
gaactgagat
gcggacaggt
g9gggaaacyg
cgattrttgt
tttttacygt
cctgattectg
UlJt'!l'!ﬂl,l LIY LN
tgcatacgtt
cgccatgttg
ttcatagcco
gaccgceccaa
caatagggac
cagtacatca
ggcoegectyg
tctacgtatt
gtggatagcg
gtttgrtttg
tgacgcaaat
tgaaccgtca
cagtcaggec
gagcgacgac
ggacgacgtg
taccagcagc
cctggecage

ctgetggteco

tgecgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtortac
gaacgggggg
acctacageg
atceggraag
cotggtatet
gatgctcgtce
toectygyguott
tggataacecyg
vatabbal b
gtatctatat
gcattgatta
atatatggag
cgaccceege
tttccattga
agtgtatcat
gecattatgece
agtcatcgect
gtttgactca
gcaccaaaat
gggeggtagy
gatcactaga
aacatgggct
gaactggtgg
cagtccgaca
ggctcocgaga
aacagaatcce

acct.ccaaga
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ctgctgettyg
gctaccaact
tottoragty
cctcgetctg
cgggtrggac
ttcgtgcaca
tgagctatga
cggcagggtc
ttatagtect
3QgqIIIcqq
ttgetygygect
tattaccgec
allyytiala
cataatatgt
ttgactagtt
ttoccgoegtta
ccattgacgt
cqgtcaatggy
atgccaagte
cagtacatga
attaccatgc
cggggatttc
caacgggact
cgtgtacggt
agcttrattg
ctagcetgga
gcgaggacag
ccgaggaage
tcctggacga
tgacecetged

gcaccaggeg

caaacaaaaa
cttttoccga
tagecgragt
ctaatcctgt
tcaagargat
cagecccagcet
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggttte
agcctatgga
tittgetcaca
tttgagtgag
Layea aaat.
acattatat
attaatagta
cataacttac
caataatqgac

tggagTattt
cgeccectat
ccttacggga
tgatgcggtt
caagtctcca
ttccaaaatg
gygaggtcta
ccgtagrtta
cgacgagceac
cgacagcgag
cttcascqgac
gcagaacgtg
ccagagaace

gagcagagtg

aaccaccget
aggtaactgg
ragoroacea
taccagtggce
agttaccgga
tggagcgaac
cgctteccga
agogcacgag
gccacctetg
333acgccaq
tygttettioco
ctgataccge
vaalat Lygge
tggctcatgt
atcaattacg
ggtasatggc
gtatgttcec
acqgtaaact
tgacgtcaat
ctttectact
ttggcagtac
ccccattrgac
rcgtaataac
tataagcaga
tTcacagttaa
atcctgageg
gtcagcgacc
gaggtgcacg
atcgagoage
atcagaggca

tacgcocotga

1080

1140

1200

1260

1320

1340

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

21&0

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

26490

2700

2760

2820

2880



acatcgtgeg
tgtgcttcaa
ccgagatcaqg
aggacyagat
acasgagcac
geagagacag
ccacactgeq
accagtgycat
gcticagagyg
tcaagatcct
tgggeagagy
gcaagcorgt
ccctggccaa
gCcaacaagcyg
goasgqttetg
tgg-gtacct
cccagatggt
gudagugbtgat
tgarcaarat
gcgagaaggt
gqettcatgag
gcaacatcct
tJRAGAAGAT
gctgocaagaa
gttictgatt
cagLgaaaaa
ataagctgca
ggggagatge
taaccctaga
crtrctaaat
crococgtgag

cgrgagtcaa

Jagccagaqqy
qectqttatic
cctgaagaqq
ctacg=ztte
cgacgazctg
attecgaztte
ggagaangac
ccagaactac
cagatgzcee
gatqgatgtge
CAcCce3Jaca
gecatgycaqce
gaacctzctg
ggagatccca
cttrganggo
cetgtazage
gatgtacztac
Gacatyjragoe
cqgortgoatc
gcagagccgg
AAAgAQActg
gcccaaggaa
garctantgeo
atgcaaaaad
cagacatgat
aatgctttat
ataaazaagt
gggaggtttt
aagatagtctl
agogeogaate
gogtgottgt

aatgazgeat

ggccoccacca
acCgacgaga
cQgQaqgagea
ttoggoatee
ttcgacagat
ctgatcagat
gtgttaacce
acccctggog
ttcagagtgt
gacagQdiggca
aAacqgogtge
tgecaggaaca
caggaaccct
gaggtgctga
aocctgacon
tgogacgagg
aaccagacca
agasdagdcca
aacaqQottca
aagaaattca
QAAQCCCCCA
gtgccaggaa
acactantgro
gtgatctgeco
aagatacatt
ttytgaaatt
taacaactaac
ttaaagaaagqg
gcglaaaatt
agtegotgtg
caatgoggta

gattatotet

93

gaatgtgcag
tcatcagcga
tgaccagege
tygtgatgac
ccctgageat
geoctgagaat
cogtgaggaa
cccacctgac
acatccccaa
ccaaglacat
ceetqgggega
tcacatgega
acaagctgac
agaacagcag
tggtgrocra
acgccagcat
agggcggcegt
dcagdiyggoeo
tcatotacag
tgcggaacct
cectgaagag
caagcgacga
ccagoaagar
gggagcacaa
catgagtttg
tgtyaigcta
aattgeattc
taaaacctcet
Ggacgcatgca
catttaggac
agtgtcacrg

tacgtgacete

aaacatctac
gatcgrgaaq
caccrttcaga
cygccgtgaya
ggtgrtacgtg
ggacgacaag
gatctgggac
catcgatgyag
caageccagc
gatcaacyggc
gractacrgtyg
caactggtetc
catcgtgggc
atccagacct
CAAGrrCAAG
caacgagagc
ggacaccctg
tatgygoeectyg
cracaacgrg
gracargage
ALACCLCCOq
cagcaccyag
ragaagaaag
catcgacatyg
gacaaaccac
ttgetitatt
attttatgtt
acaaatgtygg
ttcttgaaat
atctcagteog
ATtrrrgaact

ttaagazteta

gacceccetge
tqqaccaacq
gacaccasarq
aaggacaacc
tcegtgatga
agcatcagac
crgttcatne
cagctgetygg
aagtacggca
atqcecctasce
aaagaactya
accagcatce
accgtgogga
qrggQaacaa
recgoraaga
aceggoaage
gaccagatgt
ctygtacgygia
tccagraagqg
ctgacctcoa
gqacaacatca
gaacccgtga
qrCAACgnNA
tgcocagagst
aactagasatg
tytaaccatt
tcaggtt=ag
taagcaggtt
attgctectzot
cogettggag
ataacgaz:z

actcatanga

2949

3000

10869

3123

31BD

3240

3300

3360

3420

3480

3600

3660

3729

37RD

3840

4200

42/

4320

4380

4440

4500

4560

4629

4680

4742

4802



taattatate
gttatagata
aaatattoag
agaatccaga
acaaagcaac
acgagtcctg
gacggecgeg
gattgegteg
ctgatacagt
aagctocgga
coet ceagaag
gtcaatgace
lyraagy
ctgogccacyg
atcagcaatc
gaatgggceg
cgcgaccgge
ctqgtgcacqgq
ttonggaate
accatcggeg
agcacgagat
gatcagaaac
aaggcccgga
gaatgceggy
[sZelole [olotelolele
ctattggeeqg
cacgagacta
99CIIISIVG
gaazggagece
tgtgtagege

aagzgactec

gttatttcat
tctttcttta
daataattta
tgctcaaggce
ctttaataga
gggcgteggt
cttergeggyg
cateogaceet
tggtcaagac
tgecteceget
adaagatygttgy
gctgttatge
Lyeyygalt

gacgcactga
gcgcatatga
aacccgecteg
tgcagaacag
cQggagatgc
FIJagcgegg
cagctattta
tcttrogooct
ttctegacag
gatgaggaag
cctecggagg
gacccaccco
ctgcecocaaa
gtgagtcgtg
aacttcctga
ggttggegec
caagtgcecca

cctacccoggt

gttctactta
tgtttraaat
aatacatcat
ccttcataat
aattggacag
ttccactatce
cgatttgtgt
gcogeccaage
caatgcggag
cgaagragcq
cgacttigla
ggccattgte
vagygye gt
cggtgrcgtce
aatcacgcca
tctggctaag
cgggcagttce

aataggtcaqg

cogatgcaaa
cccgcaggac
ccgagagetg
acgtcgcggt
aggagaacag
accettcggge
ttcccagect
ggectacceeq
ctactrtccat
ctaggggagq
taccggtgga
gcggggctge

agagaaactt
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cgtgataact
gcactgacct
tgeastgasa
atcccecagt
CAAGAAAQGCY
ggcgagtact
acgccegaca
tgcatcateqg
catatacgec
cqtctgetqgc
ttggygaatco
cgtcaggaca
gy caa
catcacagtt
tgtagtgtat
atcggecgea
ggtttcagge
goctctegety
gtgecgataa
atatcecacge
catcaggtcg
gagttcaggc
cgoggcagac
gacegeceeg
ctgagcccag
cttccattge
ttgtcacgtc
agtagaaggt
tgtggaatgt
taaagcgeart

gatctgtcogs

tattavatat
cccacattcee
atasatgttt
ttagtagttg
ageotantoct
tctacacagc
gtcecggete
azattgeogt
cggageegeg
tccatacaaqg
cegadtat cg
ttgttggage
aguabaget
tgececagtgat
tgaccgattc
gcgatcgcat
agatcttgca
aattccccaa
acataacgat
cctactacat
gacargotgt
tttttcatgg
gtgcgerttt
ccectgagas
aaagcgaagqg
tcageggtge
ctgcacgacg
gecqcgaaqq
gtgcgaggece
gctccagact

cocoaattoaa

atattrtctt
ctttttagta
tttattagge
gacttaggga
rtgooctogg
catcggtcca
cggatcggac
caaccaaget
gcgatectge
CCaaccacqgq
cetegetoeca
cgaaatccgc
LAl oy age
acacatgggqg
cttgoggtcce
ccatggecte
acgtgacacc
tgtcaagcac
ctttgtagaa
cgaagctgaa
cgaacttttc
tggcggacga
gaagcgrgca
cgeccocctgag
agcaaagctg
tgtccatctg
cgagctgegg
ggccaccaaa
agaggccact
gcocttgggaa

gattocgtgag

4860

4920

4380

5040

5100

35160

D4£0

5280

%340

5400

5460

5520

nn80

5640

5700

5760

5820

5880

5340

6000

6060

6120

§180

€240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660



gctccoggtge
gagaagttaq
tgggaaagtyg
ataagtycag
gtaagtgccg
cettgaatta
geogggrocoeeg
gcetggygyceyg
agtc-ctagc
gterigLaaa
gegacyyggce
caccgagaat
cgecocgoogtg
gagcgyaaag
goregIJaga
ccgtcgcttce
ggagcttttg
vecdeactyga
tggaatrrqgqg
aaag-tettt
CQACLArCEy
ggaccccaac
cgagrartge
gcacaagaac
agtgaacaag
cttcaacatc
ggtggaacac
ctacgtgatg
ctccgtgatc
ccagaacgac
ccacctgytac

gatcaaccac

ccgtcagtga
a4qQ9atcaq
atgreogrgta
tagtegiegt
tgtgtggttc
cttecazetg
egctttagga
cogogtgoga
catttasast
tqcqgqgccaq
coeqrgogtee
cqgacygyIaq
tatcgzzocg
atggecogett
qrqgg-~3ggr
atgtgaztee
gagtazgtcg
qtyggtggag
cctrtttgag
tcttocattt
qaaaAtqaAqQg
gacaccogga
aacaangtqQqg
tggcggtage
gatatzgeca
ttcacctaca
ggettzgact
accgacgace
Ltacgagqacq
gactaccage
tococgagageqg

ggcatlaacce

cetgetatac
caattgaacc
ctgQetooge
gaacgttctt
cogegggcct
goetocagtac
gaaaattege
ateotggtgge
ttttgatgac
gatctgcaca
cagegracat
tagtctcaag
ccctgggegg
coccggocetg
gagtaaacca
acggagtacc
tctttaggtt
attgadgtta
tttgatctt
caggtgtcgt
aagtggcoect
accagttcaa
aagrggtroaa
tgacecocect
tggtgctget
tgaagtccaa
tctcocogtgaa
cegtgaatga
aggacgacga
cCceggaactq
acteooggte

cotecageat
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tctggagacg
ggtgcctaga
crrtrececyg
tttocgcaacy
cgcctoteta
gtgattoeeg
cteogtgottg
accttogege
ctgctgcgac
ctggtatltic
Grteggegag
ctggooggee
caaggctggco
ctccaggyag
CACAAAJTAA
cggcocgacgto
£g9g9g999a3gg
gguudgetty
ggttoarteot
gaacacgtct
Ggacqgaqgcrg
gaacaacgcc
cotgotgrtg
gggcgagrac
ggaagctacc
gaacyiggac
ctgcgagaag
gatcatogac
Gtacggctac
cggcacegtyg
ttgogTgaac

cgataagaac

gcacatcgece
Gaaggrqacq
agqgrag3IIq
ggttrgooyge
cgggttatyg
grococgagot
agttgaggoe
ctgtcteget
gcttresttc
Garrtiigaq
ool [« o {e [atai gs
tgctcrgytg
ccggroggca
ctcaaaargg
ARggCoret
caggcacctc
gttttatgcg
guractigakyg
caageoctcag
©gg999g9g9<ccg
AAQCAGAL JC
ctgcacgoct
gartorggra
accaaczcoco
ggctactcca
atcgacctja
caccactccg
ctgttcateg
goccotacgagqg
ctgcacctgt
ccocgaggtyg

tactgcaceg

cacagteczoee
cqQqqtasaac
agaaccgtat
cagaacazag
ccecttgegtg
ggagecaggyg
tggeoctggga
gectttcgata
tggcaagata
[alagals [als [+ Fagats ]
fads £-To fals fals (o [n
cotggoetag
ccagttgzgt
aggacgcggc
coqgqtortoag
gattagttc=t
atggagtttc
taattotoct
acagtgqgrte
ccaccatgtt
tqeqggactsy
acctgtttaa
craacoonnt
ggocacggzaa
acatcaszgs
tcaaggtgst
tgatcgagaa
agaacqggctyg
aataccaclc
acatcatctce
tcaagtgzoct

cectgeagta

6729

6782

6840

6902

6960

7020

TORD

7142

7200

7260

7380

7440

7500

15k

7620

7682

T740

1809

7860

79223

7980

|an4n

8102

Bl62

BZZ2D

BZRBD

8340

8400

84620

8527

85820



ctacatcaag
caacaccgcee
ctarorgaac
cctggaaaac
caaagagaca
gatzgactac
cggcgctgtg
ctactaccatg
cgqgrgagate
cgacacctac
caacatctge
gctgcacaag
vilergangly
gtccocgeaac
gatcgactcc
caktcagatac
caagcactac
catogteqggce
cecaccgotac
ctacgtcgag
gaazatcgag
caagatctte
gttctcatca
cttttaatat
agtttctcat
gttttatttt
tactggggtg
taattrtaaa
taggactttg
attatrtrct

tttttetgtg

tccteccaca
tacagctaca
agegactace
ggcaagcctc
atctooctga
atcaccttect
gtcaacaaag
aagtacctge
cocatoggee
£QQcagggct
ctgcectace
gocgtgeget
aacalcogyt

atcgagcetge
ctgcgcecgaga
goccatgatta
aacgactaca

ggcaacacca

gcocaacaace
gtctacgaca
teccgtggacg
gagcagcagg
catcatatca
ttetetaatt
gtgtaatgat
ttactgattt
ttgcaaatat
aataagtctt
agtcataaga
aaaagattta

tgtatggtat

tcgacatcga
tcgacgacct
ggtacaacaa
acggcatcat
toaotgaaaac
ccgatatcga
aggccatcca
tgQalaaaaga
acctgtgcaa
tccqgggacat
tyaayyacat
acaacaagca
Aty
tgaatatgct
tcagcaacat
tcgacgackg
ttgacatctg
tgttcagect
ccgagotgeg
tcatcagcaa
acaacaccta
attacaagga
aggttartata
tagtgtatat
tatttagagt
gtaagacttc
rttcetgteat
aatattcatg
aatttttcte
aagttrtgec

gacatatggg

96

tatcgtgaag
gacctgectge
ggacgrggas
gtgctccatc
catgaacton
catctetetyg
cggctactte
gqggcggegac
gagcaactac
gtcctacgeco
caatatygatc
gtacctggtyg
sl acrtogt
gctgtgecac
cgtggacaac
catctecctee
caaccaggaa
gatcttcace
ggoctactac
cgccatcgtg
catctccaac
tgacgatgac
ccatcaatat
gcaatgatag
ttoctoctttea
tttttataat
tctatggect
caatcraatt
tacactgaag
trctecatte

ttocotttta

ctgetgatga
acccggggea
ctggatoetgy
gtgccecctgt
gacgtgrotgo
gtcgagtaca
aagaacatca
gcegtcoaace
geeocggtaca
tgcceeatec
gataayrgyy
tccetgetge
Aty Aty
aagecchaccece
gcctacgecca
aagatccceg
ctgaacgaga
gatcacgqgeq
gagtccaage
aagcacaaca
ctgcococtata
aagtgaaaaa
tgccacagat
ttctcrgatt
tctgtcaaa
ctgcatatta
gactrutctt
aacaatcttt
tcatgatggce
agacrTataa

ttttt-acat

agggcatcga
tcatggccga
tcaaactgtt
ggcggaacga
agaatataoct
tgctggaata
acatcgactc
acctggacga
acttttacac
tgtccaccat
goeygagacact
tggaaagcgyg
vial.oaargga
tggactgcgt
tcaagcagtg
agtccatcte
tgaagaaaat
ccaagatcat
agaacaagat
agattcacaa
ccatcaagta
gcgtectrect
gttactrage
tctgagattg
tttttgrcta
caattctctt
aatggttttt
totttgrggt
atgettcotat
ttcactggaa

ataaatatat

8640

8700

8760

8820

/A80

8940

3000

9060

8120

9180

3240

%300

9360

9420

9480

94540

3600

9660

8720

9780

98490

9900

9960

10020

L0080

10140

10200

10260

10320

10380

10440



10

ttcootgttt
ttttcatagg
agcctcactg
acattcttte
tacattttga
agattgactg
atgoctrtgt
tcecrggrtge
tgcactgtgt
ctttcocggga
cttgcccget
gggaaatcat
acgtcocttet
ctgccggetc
ctttgggeceg
tgcceccacece
tcattttatt
gaggggcaaa
tttrgagttt
tattattagt
aacctcgata

gtacgtcaca

<210> 4
<211> 54
<212> DNA

ttctaaaaaa
tcacttacat
tctatcocca
ccattttgtt
aarqgaggttg
gtattcttaa
atcatgctat
tgrctcttta
ttgctgacge
ctttogettt
gctggacagyg
cgtocttter
gcracgteec
tgcggoetcot
ccreccococegea
cacccceccag
aggaaaggac
caacagatgg
ttgetrttte
atgtaagtge
tacagaccga

atatgattat

<213> Yapay

<220>

gaaaaagatc
atatcaatgg
cacatctcat
ctacaagaat
acaagttaat
ctatgttget
tgcttcoogt
tgaggagtrg
aacccoccact
cceecteect
ggctcggetg
ttggctgcte
ttcggeecte
tccgectcott
tcgeeotgeta
aatagaatga
agtgggagtg
ctggcaacta
ttaataaata
aaatataata
taaaacacat

ctttctaggg

97

atcattttcec
gtctgtttot
gotttgotet
atttttgtta
aatcaaccte
cettttacge
atggcttrca
tggcecocgrtg
ggttggggca
attgccacgg
ttgggcactq
goctgtgttg
aatccagcgg
cgcecttogec
ttgtcttgec
cacctactca
gcaccttcca
gaaggcacat
aataaacata
aaacttaata
gogtcaattt

ttaagaagac

cattgtaaaa
gagctctact
aaatcttgat
ttgtetttgg
tggattacaa
tatgtggata
tttrctecete
tcaggraacg
ttgccaccac
cggaactcat
acaattccgt
ccacctggat
accttectte
ctcagacgag
aatcctcccc
gacaatgcga
gggtcaagga
ttgttactte
aataaattge
tctattcaaa
tacgcatgat

tg

tgccatattt
ctattttate
atttagtgga
gctttctata
aatttgtgaa
cgetgettta
cttgtataaa
tggcgrggtyg
ctgtcageec
cgceogectge
ggrtgtegteg
tctgegoggg
cegeggectg
tcggatctce
cttgecrgtce
tgcaatttce
aggeacgggyg
atagaagaaa
ttgttgaatt
ttaataaata

tatctttaac

<223> pPH51 plazmidinden CP77-CHO geni igin ileri primer

<400> 4

aacacgtctc ggggggcecege caccatgtic gactacctgg aaaatgagga agtg

<210> 5

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10520

10580

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11742



10

15

20

98

<211> 65
<212> DNA
<213> Yapay

<220>
<223> pPH51 plazmidinden CP77-CHO geni igin geri primer

<400> 5

caggaagacyg ctttttcact tgtcatcgtc atccttgtaa tcctgetget cgaagatctt 60

gtact 65

<210> 6
<211> 855
<212> DNA
<213> Yapay

<220>
<223> Vaksiniya Kopenhag K1L geninin nikleotid dizisi (Genbankasi M35027.1'den

ekstrakte edilmistir)

<400> 6



10

15

atggatctgt
aaagatacat
aataacgtgce
aatgaatttc
ctattcagtg
geggttgata
atgttctatg
gtaagtattg
cttagttgta
gactatatga
gctatagata
tactctgtta
gaaaagcatg
aataaattgg

gtaaagaaaa

<210>7
<211> 284
<212> PRT

cacgaattaa
ttaaggocgga
gtctagtatg
cattacatca
gaatggatga
gtggtaacat
ggaaaactgg
tatcatactt
ttcacaccac
cgtogacaaa
ataaagacat
atctggaaaa
ttgaatacaa
atgaaataat

actaa

<213> Yapay

<220>

tacttggaag
tgtccatgga
tacgtrgteg
ggoagocaca
ttcacaattt
gcaaacggtg
atggaaaact
tctttcagaa
tataaaaaat
caccaataat
tgagatgtta
tgtactattg
gtctgactce

tagcaaaaac

99

tctaagcage
catagtgcoceot
aacqgctggag
ttagaagata
gatgacaaag
aaactgtttg
tcattttate
ataccatcta
ggacacgtgg
tccecttetot
caggctetgt
gatgatgcag
tatacaaaag

aaggaactca

tgaaaagctt
tgtattatgc
cattgaaaaa
ccaaaatagt
gaaacaccgc
ttaagaaaaa
atgcegteat
cttttgatcet
atatgatgat
tcattccgga
tcaaatacga
aaataactaa
atctcgatat

gactcatgta

tctctctagt
aatagctgat
tcttctagag
asagattttg
attgtattat
ttggagactg
gettaatgat
ggctattctc
tctettgeto
cattaaattg
cattaatatc
gatgattata
cgtcaagaat

cgtcaattgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

855

<223> SEQ ID NO: 6 ile kodlanan vaksiniya Kopenhag K1L'nin amino asit dizisi
(Genbankasi M35027.1'den ekstrakte edilmistir)

<400> 7

Met Asp Leu Ser Arg Ile Asn Thr Trp lys Ser lys Gln Leu Lys Ser

1

5

10

15



Phe

Ala

Leu

Laru

65

Lau

Ala

Pha

Lys

Ser

143

Ile

Leu

Glu

Ile

<210>8

Leu

Lay

Leu

50

Hia

Fhe

Leu

Val

Thx

130

Tyr

Ser

Leu

Phe

Glu

Lys

val

Arg

Ser

Tyr

35

Aan

Sl

Ser

Tyr

Lys

115

Ser

The

Cys

Leu

Ile

195

Gln

Aen

His

Llys

275

<211> 551

Ser

20

Tyr

Ala

Ala

Tyr

100

Lys=

Phe

Leu

Ile

Leu

180

Pro

Ala

Val

val

Asn
260

Lys

Ala

Gly

Ala

Mat

Ala

Asn

Tyr

Ser

His

165

Asp

Asp

Leu

Leu

Glu

245

Asn

Asp

Ila

Ala

Thae

19

Asp

val

Trp

H.s

o C

Tho

Phe

Leu
230

Lys

Thr

Ala

Leu

55

Asp

ASp

Arg

Ala

135

Tle

Thz

Met

Lys

Lys

215

Asp

Lys

Leu

Phe

Aap

40

Lys

S3lu

Sar

Ser

leu

120

Val

rre

Jle

Thr

leu

200

Tyr

Rhep

Sar

REp

Lys

25

Axn

Asn

Aoy

Gly

105

M=t

Mat

Ser

Lys=

Ser

185

Ala

Asp

Ala

AsD

Gla
265

Ala

Arn

Leu

Tl

Fhe

Asgn

Phe

Llau

Thr

Asnl

170

Thr

Ile

Ile

Glu

Ser

2350

Ile

100

Asp

val

Leu

Lys>

Y

Asp

Mat

Tyr

Asn

Fhe

133

Gly

Aan

Asp

Asn

Tle

2315

Tyr

Ile

val

Arg

Glu

60

Ile

Asp

Gln

Gly

Asp

140

Asp

His

Thr

AsBT

Thr

Thr

ser

His

L

45

Asan

Val

Lys

Thr

Ly=

125

Val

Leu

Val

Ran

Lys

205

Tyr

Lyes

Lys

Lys

Met Tyr Val Asn Cys Val Lys Lys Asn

280

Gly
30

val

Glu

val

110

Thr

Sear

Ala

Aup

Aan

190

Asp

Ser

Met

Asp

Asn
270

His

Cys

Phe

Ilw

Asn

9s

Lys

Gly

Ile

Ila

M=t

175

Ser

Ile

val

Ile

Leu

2385

Lys

Ser

Thr

Pro

Ly

Thr

Leu

Trp

val

Lau

160

Mel

Leu

Glu

Asgn

Ile

240

Asp

Glu



101

<212> PRT
<213> Yapay

<220>
< 223> VACV-COP-D13L ORF

<400> 8
Met Asn Asn Thr Ile Ile Asan Ser Leu Ile Gly
1 5 10

Lys Arg Ser Asn Val Phe Ala Val Asp Ser Gln
20 25

Mat Pro Gln Tyr Ile Ser Leu Ser Gly Val Met
as 10

Asp Asn Gln Ala Ile Ala Ser Phe Glu Ile Arg
50 5%

Ala Leu Asn His Leu Val Leu Ser Leu Glu Leu
65 70 75

Met Gly Arg Phe Gly Tyr Val Pro Tyr Val Gly
85 9qQ

His Val Ser I[le Ser Ser Cys Asn Gly val Ile
100 105

Glu Glu Leu Tyr Asn Asn Cys Ile Asn Asn Thr
115 120

Ser Gly Tyr Ser Ser Glu Leu Asn Asp Ile Ser
130 135

Asn Asp Thr lle Lys Glu Pro Ser Thr Val Tyr
145 150 155

Pro Phe Asp Val Glu Asp Thr Phe Ser Ser Leu
16% 17a

Lys lle Thr Val Thr Val Thr Phe Asn Pro Val
180 185

Gly

Ile

Thr

Asp

60

Pro

Tyr

Trp

Il

Ile

140

val

Lys

Ser

Asp

Pro

Asn

45

Gln

Glu

Lys

Glu

Ala

125

Gly

Tyr

Leu

Asp

Asp

Thr

3o

Asp

Tyr

val

Cys

Ile

114

Leu

Leu

Ile

Ser

Ilm
1940

Ser

15

Leu

Gly

Ile

Lys

Ile

Glu

Lys

Thr

Lys

Asp

175

Val

Ile

Tyr

Pro

Thr

Gly

80

ABn

Gly

His

Pro

Thr

16C

Ser

Ile



Arg

val

Lys

225

Gl

val

Tyr

Ser

Gly

305

val

Asp

Thr

Ser

285

Thr

Lys

Phe

Asp

Pra

210

Pro

Fiu

Tyr

Fro

Arg

2990

Tyr

Ser

Ax

Lysa

Gly

370

Hig

Ser

Ala

Lys

Ser

195%

Glu

Ser

Tha

Thr

Gly

275

Len

Pro

Ile

Met

Aan

3565

Thr

Ser

Gln

Lys

Asn
435

Ser

Lan

Phe

Ala

Lys

260

Tyr

Lau

Glu

Gln

Ser

340

Sear

Tyr

Ile

Arg

Asp

420

Lys

Phe

Sar

Ile

Tl

245

Pra

Ser

Ser

Asp

3zy

Val

Phe

Ser

Asn

Asn

405

Lau

Thr

Asp

Pha

Giu

230

Yal

Tyr

Asp

Asp

val

Pha

Asp

Phe

1la

215

Lysa

Tl

Tyr

Lau
295

Glu

Asp

Tyr

Ala

375

Ile

Tyr

lle

Ile

Glu

200

Gly

Pro

S3lu

Glu

280

VaZ

Ile

Va.

Haiw

han

360

Thr

Rap

hen

Aan

Ile
&40

Thr

Tyr

Arg

Val

Asn

265

Lys

Ila

Val

Tyr

The

345

Ile

Lys

Thr

Gly

AsD

425

Ser

Phe

Arg

Thr

Asp

Val

Glu

val

330

Asnl

Ser

Arg

Ser

Agp

4190

Pro

Arg

102

Asn

val

val

235

Ala

Asp

Tyr

Ser

val

315

Lys

Leu

Lys

Thrt

Ile

355

Asn

Fhe

Leu

Lys

Lys

220

Ile

Ala

Asn

Ile

Asp

300

Fro

Ile

Lys

Ile

380

Pro

Arg

Ila

Glu

Glu

205

Asn

Gly

Thic

Lys

Asp

285

Gly

Glu

Rap

Met

Ehe

265

Fhe

val

Ser

Lys

Val
445

phe

val

Gln

Swe

Phe

270

Ala

Prs

Asp

Asn

Ple

350

Ser

Ala

Ser

Ala

Gly

430

Arg

val

Gln

Ile

(%)

tb

Illa

Tyr

Pro

Gly

val

L)

Gly

Ala

His

Leu

Glu

415

Ile

Phe

Tyr

1la

Asn

240

Sws

Ser

val

Thr

Ile

320

Pro

Tz

Ile

Trp

400

Ser

Asp

Gly



103

Asn Asp Val Leu Tyr Ser Glu Asn Gly Pro Ile Ser Arg Ile Tyr Aen
450 455 460

Glu Leu Leu Thr Lys Ser Asn Asn Gly Thr Arg Thr Leu Thr Phe Asn
465 470 475 480

Phe Thr Pro Lys Ile Phe FPhe Arg Pro Thr Thr Ile Thr Ala Asn Val
485 490 495

Ser Arg Gly Lys Asp Lys Leu Ser Val Arg Val val Tyr Ser Thr Met
500 505 510

Asp Val Asn His Pro I[le Tyr Tyr Val Gln Lys Gln Leu Val val val
515 520 525

Cys Asn Asp Leu Tyr Lys Val Ser Tyr Asp Gln Gly Val Ser Ile Thr
530 535 540

lys Ile Mat Gly Asp Asn Asan
545 550

<210>9
<211> 1680
<212> DNA
<213> Yapay

<220>
<223> SEQ ID NO:1'i kodlayan CHO kodon optimize edilmis nukleotid dizisi

<400> 9



Atgaacaaca
gtgrtegeeg
Qgcgtgatga
cagtacatca
atgggcagat
tccagergea
daacaacacaa
ggcctygacee
cecttecgacyg
accgtgacct
acattcaaca

aacgtgcaga

cagectaceg
ccctactacg
3aggacraca
ggccccecta
gtcagcatcc
gtgtacctge
atctocaaga
ttcgeococcaca
acctctcaga
ctgttcatca
toccoggotgg
cggatctaca
tttaccccca
gacaagctga
gtgcagaaac

gtgrccatta

<210> 10
<211> 44
<212> DNA

ccatcatcaa
tggactccca
ccaacgacgg
ccgecctgaa
tcggctacgt
acggcgtgar
tcgeectgaa
ccaacgacac
tggaagatac
tcaaccctgr
aagaatttgt

tcaagcccag

ccaccgtgac
gcaacaccga
tcgacgecta
ccggotacee
aggacgeccga
acaccaacct
agttctocge
tctcocccacag
gaaacgtgta
acgacccete
aagtgcgort
acgagctgcet
agatcttctet
gecgrgcogggt
agctggtggt

ccaagatcat

<213> sentetik primer

ctocctgatce
gatccecacce
ccectgacaac
ccacctggrg
gccctacgtg
crgggaaatc
gcactecgge
catcaaagaa
cttetegage
grccgacatc
gtacgtgece

cttcatcgag

agaggtgcac
caacaagttc
cgtgtccoqgg
tgagtctgcce
tgtgtatgrg
gotgatgtec
catcacegge
catcaacatc
caacggegac
catcaaggygc
cggcaacgac
gaccaagtcc
ccggecccacc
ggtgtactce
cgtgtgcaac

gggcgataac

104

ggcggcgacy
ctgtacatgc
caggctatcg
ctgtcectygg
ggctacaagt
gagggegagg
tactecteeg
cectoecacoy
ctgaagctgt
gtgatccoggg
gagetgtect

aagcctcgga

gecgacacat
atctoectacc
ctgctggacg
gagatcgrgg
aagatcgaca
ggcaccogga
acctactcog
atcgacacct
aacagatccyg
atcgacttca
gtgctgtact
aacaacggca
accatcaccg
accatggacyg
gatctgtaca

aacgactaca

actocatcaa
ccragtacat
cctoctroga
aactgcccga
gcatcaacca
aacrgtacaa
agctgaacga
tgtacgtgta
cecgacteocaa
actccagctet

tcateggeta

gagrgatcgg

ccctgagaegt
ccggectacag
acctcgrgat
aagrgccecga
acgtgccaga
agaattcctt
acgucaccaa
ccatccococoge
ccgagtccaa
agaacaagac
ccqgaqgaacqgg
ccagaacect
ctaacgugtc
tgaaccacee
aggtgtccta

aggacgacga

geggtocaac
ctcccrtgtce
gatccgggat
agtgaagggc
cgrtgtccatc
caactgcatt
catcteceate
catcaagacce
gqatcacegtg
cgactrcgag
catggtcaag

£cagatcaac

gtacaccaag
ccaggacgag
cgugtctgat
ggacggcatc
caacatgtcc
catctacaac
geggaccate
gtcccrgtgg
ggccaaggac
cgacatcatc
coctatcage
gacctttaac
cagaggcaag
catctactac
cgaccaggge

cgacaagtga

60

12Q

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1440

1500

1560

1620

1680



105

<400> 10

aacacgtctc ggggggcecge caccatgaac aacaccatca tcaa 44

<210> 11
<211> 40
<212> DNA

<213> sentetik primer

<400> 11
caggaagacyq ctitttcact tgtcgtegte gtecttgtag 40

<210> 12
<211>8
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
< 223> Bayrak-Etiket proteini

<400> 12

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 5

<210>13
<211> 16
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> D13L peptidi

<400> 13

Cys Tyr Asp Gln Gly Val Ser Ile Thr lLys Ile Met Gly Asp Asn Asn
1 5 10 15



10

15

20

25

30

106

<210> 14
<211> 35
<212> DNA

<213> sentetik primer

<400> 14

cggtacccgg ggatcacgaa aaataatagt aacca

<210> 15
<211> 38
<212> DNA

<213> sentetik primer

<400> 15

aatttagtgt gcgegtggaa aaagcttaca ataaactc

<210> 16
<211> 36
<212> DNA

<213> sentetik primer

<400> 16

atatttaaat gcgcgcaata atggaacaag aaccct

<210> 17
<211> 36
<212> DNA

<213> sentetik primer

<400> 17
cgactctaga ggatcgcegct gaggtcggea actacg

<210> 18
<211> 668

35

38

36

36



107

<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> CPXV-125L Brighton Red'in dizisini iceren CP77 proteini

<400> 18

Met Phe Asp Tyr Leu Glu Asn Glu Glu Val Ala Leu Asp Glu Leu Lys



Gln

Asn

Glu

Asn

65

Gly

Tyr

Asn

Fhae

Met

145

Gly

Tyr

Gly

Asp

His

225

Gln

Mot

Asn

Val

50

Trp

Lys

Ser

Val

Ser

130

Thr

Cys

Glu

Thr

Ser

210

Gly

TYyr

Leu

Ala

35

val

Arg

Val

Asn

Asp

115

val

Asp

Ser

Glu

val

165

Arg

lle

TYyr

Arg
20

Leu

Lys

Gln

Asn

Ile

100

Ile

Lys

ASp

Val

Tyr

180

Leu

Sar

Asn

Ile

Asp

Hais

Leu

Lau

Lys

8%

Asn

Asp

Cys

Pro

Ile

165

Hisg

His

Cys

Pro

Lys
245

Arg

Ala

Leu

Thr

70

Asp

Asp

Lau

Glu

val

1£C

Tyr

Ser

Leu

Val

Sar

23C

Ser

Aap

Tyr

Leu

55

Pro

Ila

Phe

Ila

Lys

135

Fro

Glu

Gln

Tyr

Asn

215

Sar

Ser

Pro

leu

40

Asp

Leu

Ala

AsSn

lys

120

His

Glu

Asp

Asn

Ile

20N

Pro

lla

His

Aan

25

Phe

Ser

Gly

Met

Ile

105

Val

His

Ile

Glu

Asp

185

Ile

Glu

Asp

Ile

10

Asp

Asn

Gly

Glu

Val

90

Phe

Lau

Sar

Ile

Asp

170

Asp

Ser

Val

Lys

ASp
250

108

Thr

Thr

Tyr

7%

Leu

Thr

val

val

Asp

1£5

Asp

Tyr

His

Val

Asn

215

Ile

Arg

His

Asn

&U

Thr

Lau

TYr

Glu

Ila

140

Glu

Gln

Leu

Lys

220

Tyr

Asp

Aan

Cys

45

Pro

Asan

Glu

Met

His

125

Glu

Phe

Tyr

Fro

TYr

20%

Cys

Cys

Ile

Gln

30

Asn

Leu

Ser

Ala

Lys

110

Gly

Asn

Ile

Gly

Arqg

190

Ser

Leu

Thr

val

15

Phe

Asn

His

Arg

Thr

95

Ser

Fhe

Tyr

Glu

Tyr

175

Asn

Glu

Ile

Ala

Lys
25%

Lys

Val

Lys

His

80

Gly

Lys

Asp

val

ABn

160

Ala

Cys

Ser

Asn

Leu

240

Leu



Thr

Arg

YT

300

Asn

val

Ila

Glu

Mot

383

Asp

Ser

Leu

Lys

465

Sar

Ala

Met

Cysx

Tyr

236

Gly

Asp

Leu

Ala

270

Lys

Azp

Tyr

Tyt

Lys

454

Ala

Gly

Ile

iys

Cyn

275

Aan

Gln

Leu

355

Ile

Tyr

Gly

Aan

Ala

435

Asp

Val

Ser

Ala

Gly

2€0

Thr

Lys

Fiu

His

340

Val

Hais

Leu

Glu

Phre

420

Cys

Ile

Arg

Asp

Ile
5C0

Ile

Aep

Hiw

Thr

325

Ile

Glu

Gly

Ile
435

Tyr

Azn

Tyr

val

485

ABn

Asp

Cly

Val

Gly

310

1le

Leu

Iyr

Tyr

Lys

230

Bro

Thr

Mat

Agn

470

Asn

Glu

Asn

Ila

Asp

295

Sar

Ile

Mat

Phe

375

Lys

Ile

Leu

Ile

455

Lys

lle

Ser

Thr

Mat

280

Leu

Lau

Glu

Lau

260

Lys

Glu

Gly

Thr

Ser

440

Asp

Gln

Arg

Arg

Ala

265

Ala

Asp

Cy>

lla

Tyr

345

Glu

Asn

Gly

Has

Tyr

425

Thr

Lys

Ser

Sar

Asn
535

Tyr

ARp

Leu

Jw

leu

330

Ile

Tyr

Ile

Gly

leu

410

Arg

Ile

Arg

Leu

Asn

490

Ile

109

Ser

Tyr

val

Ile

31%

Lys

Thr

Gly

Asn

Asp

a9

Cys

Gln

Asn

Gly

Vval

475

Aan

Glu

Tyr

Lau

Lyse

300

Val

Thr

Phe

Ala

Ile

380

Ala

Lys

Gly

Ile

Glu

4€0

Ser

Gly

Leu

Ile

Asn

285

Leu

Fiv

Mat

Ser

Val

365

Asp

val

Ser

Phe

Cys

445

Thr

Leu

Tyr

Leu

ABp

270

far

Fhe

Lwou

Asn

Asp

350

Val

Ser

Aan

Asn

Arg

430

Leu

Leun

Leu

Thr

ASn
L10

Asp

Asp

Leu

Ser

33s

Ile

A=n

Tyr

Hig

Tyr

415

Asap

Pro

Leu

Leu

Cys

4935

Met

Leu

Tyr

Glu

Ay

320

Asp

Asp

Lys

Thr

Leu

490

Gly

Tyr

His

Glu

480

1le

Leu



10

Leu

Ile

Tyr

545

1la

Azn

Ile

Pro

Glu

625

His

Pro

Cys

Ser

530

Ala

Sar

Glu

Phe

Glu

6lU

val

Lys

Tyr

His

515

Asn

Met

Lysa

Thr

595

Leu

Tyr

Asn

Thr

<210> 19

<211> 2903
<212> DNA
<213> Yapay

<220>
<223> CP77+DsRed ekspresyon kaseti dizisi

<400> 19

Lys

Ile

Ile

Hisg

Lys

580

AsSp

Arg

Asp

Ile

Ile
660

Pro

val

Ile

Tyr

565

Lys

Hin

Ala

ITla

Glu

645

Lys

Thr

Asp

Asp

550

Aan

Ile

Gly

Tyr

Ile

630

Ser

Tyr

Lay

Asn

335

Asp

hAap

Ile

Ala

Tyr

Gl

Sar

val

Lys

Asp

520

Ala

Cys

Tyr

val

Lys

600

Glu

Asn

Ile

Cya

Tyr

Ile

lla

Gly

5B5

Ile

Ser

Ala

Asp

Phe
665

110

val

Ala

Ser

Aap

570

Gly

Ile

Lys

Ile

Asn

650

Glu

Ile

Ile

Ser

555

Tla

Asn

His

Gln

val

635

Thr

Gln

Asp

Lys

540

Lys

Cys

The

Arg

Asn

bl

Lys

Tyxr

Gln

Ser

525

Gln

Ile

Asn

Met

Tyr

605

Lys

His

Ile

Leu

Cys

Pro

Sln

FPhe

5%0

Ala

Ile

Asn

Ser

Arg

Ile

Glu

Qlu

575

Ser

Aan

Tyr

Lys

Asn
€55

Glu

Arg

Ser

560

lau

Leu

Aan

val

Ile

640

Leu



gegogoacac
cattcaaaaa
cattcacttc
tgaacttaaa
taatgecteta
actactagac

ggaatacaca

taaattattt
tgataattta
tattcagtca
cagatgttga
catgcatacc
agtggtacta

aatagtagac

tttattaata
atgacattag
aaatgtttga
gagatagaga
ttttcaatga
atccattaca

atggtaaagt

111

attgtacaag
ttgtgcgygt
ttatctggaa
tcctaatgat
gcactgtaat
caaaaattqgg

taataaggat

tttttgatcet
gtatagagte
aatgaggagg
accaggaacc
aatgttgagg
agacagctta

atagcgatgg

ggtataaata
cacagragct
tggctctcga
aattcaagaa
ttgtcaaact
cteecattagg

ttctactaga

60

120

240

300

360

42Q



agctactgga
tgtagatatt
cgaaaaacat
tattgattta
cggatacgog
tacaqtatta
tgtgaacceg
taaaaactat
cgttaaattg
atgttgtact
tytagatttia
tagtatrtgta
graabiaggat
ctctcrtagtg
atactttaaa
gggagatgec
caactatgga

ttatgecttge
catgattgac
tctagrgtet
tacatgtata
atgtcataaa
agataargcc
atcgtctaag
tcaagaattg
atttactgat
gtattatgag
gatagrgaag
ttctaatttg
caaaaaattg

acgtcatcaa

tatagcaaca
gacttgataa
cattcagtta
ttcatagaaa
tatgaagaat
catctgtata
gaagttgtta
tgtacagete
ttaatgaaaqg
cgaggaatta
gatttggtca
ccactatgga
Yl aa
gaatacatgt
aatattaata
gtcaatcatc
cgttataatt
ccaattctta
daacgaggag
ttactgctag
goccattgcaa
cctacattag
tatgcrataa
attccagagt
aacgagatga
catggagcta
tcaaaacaaa
cataataaaa
ccttatacca
aaattrtatt

goccttcatg

taaatgactt
aggtartggt
tagaaaatta
atggatgcag
atcactcaca
tcatcrctca
aatgtctgat
ttcaatatta
gaatagataa
tggctgatta
dattgtttit
gaaatgataa
at.at. Al aal.
tggaatatgg
ttgattctta
tcgatgatgg
tctacactga
gtactataaa
Raacacttet
aatccggtte
tcaacgaatc
attgtgrgat
aacaatgtat
ccataagtaa
aaaaaataat
aaattattca
ataaaatata
ttcataaaaa
tcaaatacaa
|3444444444

cgettcaagg

112

taatatattc
agaacatgga
tgtaatgaca
tgttatttat
aaatqgacgat
tctgtattca
taatcatgga
tattaagteca
cacggettat
tCctaaatagt
ggagaatyga
ggaaaccatc
Lygagtat sl a
agctgtggta
cacgatgaaa
agagatcccyg
tacatacaga

catttqccta

tcacaagget
agatgtcaac
tagaaacatt
tgattcattg
ragatatgcco
acactataat
agtgguaggac
teggratges
cgtggaagta
catagaatca
aatattcgag
ggaatataaa

tgcacatgga

acctatatga
tttgatttta
gatgatcctg
gaggacgagg
tatcaaroac
gagtcggatt
atcaacccat
tctcasatag
tcatatatag
gattatagat
daaccyracy
tctttgatat
avab b aygey
aataaagaqqg
tatctactaa
attggacace
cagggettte
ccttastctta
gttagatata
attagatcaa
gaactgotga
agagaaatat
atgat-atag
gattaratag
aacac:tatgt
aataatccaq
tatgatatta
gttgatgaca
caacaataag
taatatggat

gggctoogtg

aatccaaaaa
gtgttaaatg
ttectgaaat
atgatgagta
gaaattgogg
cgagatcatg
cttcetataga
atatagacat
acgatctaac
acaataaaga
gaatantgty
tgaaaacaat
alaliggalal

ctattcacgg
aaaaggaagqg
tatgtaaatc
gtgatatgtc
aagacattaa
ataaacaatc
ataacggata
acatgectatt
ctaacatagt
atgactgtat
atatttgcaa
tctcattaat
aattacqgtge
tttccaatge
atacctacat
tattttttat
agcactgaga

aacggoccacg

480

540

600

660

120

T80

440

900

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

20490

2100

2160

2220

2280



10

15

20

agttcgagat
tgcaggtgac
agtacqggctc
cecttoecoga
ccgtgaccca
gogrgaactt
ccaccgageg
agctgaaggg
ccgtgaaget
aggactacac

agtttteata

<210> 20
<211> 25

<212> DNA

cgagggcegag
caaggycyqyc
caagqgtgtac
gggcttcaag
ggactcctca
cecccteegac
ccrgtaccce
cggeggecac
gcceoggeotac
cgrggtggag

tttaaatgcg

<213> sentetik primer

<400> 20

ggcgagggca
ccectgecct
gtgaagcace
tggqagcgcoy
ctgcaggacg
ggccccogtaa
cgeqacgqgcqg
tacctggtgg
tactacgtgg
cagtacgaac

cgc

tacaaaatca aataatggtc gaaac

<210> 21
<211> 29

<212> DNA

<213> sentetik primer

<400> 21

tgccaagaaa acactcecttc taagacaat

<210> 22

<211> 6809
<212> DNA

<213> Yapay

<220>

113

agccectacga
tcgootggga
ccgocgacat
tgatgaactt
gcaccttcat
tgcagaagaa
tgctgaaggy
agttcaagte
actccaaget

gcgecegagge

25

29

gggoaccoag
catcctgtec
ccccgactac
cgaggacggc
ctaccacgtg
gactctggge
cgagatccac
aatctacatg
ggacatcacc

ccgccaccac

accgccaago
ccccagttec
aagaaqgctqgtu
ggcqtggtga
aagttcatcg
tgggagccoet
aaggcgetga
gccaagaage
tcccacaacg

ctgttccage

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2903



114

<223> VACV-COP D13L with CP77/DsRed seleksiyonu ile VACV-COP D13L'nin

silinmesi icin pLLO9 homolog rekombinasyon vektora

<400> 22

tcgogegttt
cagcttgtcet
ttggcgogtyg
accatargcg
attcgecatt

tacgccagct

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggctqgy
gtgtgaaata
caggcrgege

ggcgaaaggg

ggtgaaaacc
Joogggagcoa
cttaactatg
ccgcacagat
aactgttggg

ggatgtgcrg

tctgacacat
gacaagcccg
cggrcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgate

caaggcgatt

gcagctooag
tcagggcogeyg
gcagattgta
aaaataccgc
ggtgcgggec

aagttgggta

gagacggtca
tcagegggtg
ctgagagtgc
atcaggcgcce
tcttegetat

acgccagggt

60

120

240

300

360



tttcccagte
cacgaaaaat
aaaacjtgre
ttoTacttge
agccttcoccag
geactogoett
aatagtytaa
attgagacat
ttggcttcta
cetrragrat
aaagarggeg
ctacggagtt
gracaagttt
tgcggytgta
totggaaaat
taatgatacc
ctgtaataat
dadttygdya
taaggarara
tatastcacc
AcCAL ggAattt
aatgacagat
tatr--artgaqg
tgacgattat
gtattcagag
tcatggaatc
taag-catct
ggcrhattca
aaaragtgat
gaarggaaaa
aaccatctet

gratataaca

acgacgttgt
aatagtaacc
acrtatqggtag
tcattagaag
atgtggttat
gtatactacc
ttgataagtg
acaagggtag
tggttaasgtce
tctalgaaga
tttacgyasg
tattgtaage
ttgat-tggt
tagagttcac
qaggagIrgy
aggaazzaat
gttgaggttg
cagrttacte
gqogargytte
tatatgaaat
Gqattttagty
gatcctgttc
gargajgatg
Caaccazgaa
tcggattega
aacccatctt
catatagata
tatatagacg
Ltatagataca
cocgeacggaa
ttgatattga

tteocagagata

aaaacgacgg
aattagtltatg
aggattatgqg
tataaaaaaa
ttcagcacct
aaagtattat
ttggttttgt
tgaagtaggy
tcacgtagct
taagQaaaag
ctgttastet
tttttocacy
ataaatacat
agtagctcat
ctorogarga
tcaagaataa
tcaaactact
cattagygga
tactaqgaage
ccaaaaatgt
ttaaatgega
ctgaaattat
atgagtaongg
attgeggtac
gatcatgtgt
ctatagataa
tagacategt
atctaacatg
ataaagatgt
taatgtgtag
aaacaatgaa

tegatatete

115

ccagtgaatt
Ggaaaacttt
acacgagrac
tagttccgra
aaagcagtct
aaatotacgy
AAtCAAgatt
tatttotgee
cttagagaag
Gttataaata
aaggaaaact
cgcacactaa
tcaaaaacga
tcactictat
acttaaacag
tgctctacat
actagacagt
dlavdoaadt
tactqggarat
agatassgac
AAAACATCAL
tgatttattc
atacgogtar
agtattacac
gaacccggaa
aasactattgt
taaattgtta
ttgtactega
agattiagat
tattgtaceca
ctoggatgre

totagtggaa

cgagchceggt
ttagcacata
grrrrrgrag
attaaatyyge
ttaagcccoge
cagatgsgto
tggtetetag
ctaaaa-atyg
ssccaasaat
caataaactt
cacaaa~tat
attatcrtet
raatttaatyg
Tcagticaaaa
Atgrtrgagzag
gcataccttt
ggtactaatc
agtdygacabyg
agraacataa
ttgataaagg
tcagttatag
atagaaaatyg
gaagaa-atr
ctgratatca
gttgttaasat
acagchictte
atgaaaggaa
ggaatratygg
ttgqtcaaat
ctatggagaa
ctccaacata

tacatgtegg

acccggggat
tqagatctaa
atgagagqte
taagegagta
taaagaagaa
tattaagaca
acctattagt
tagggattzg
ttetttgttg
actaagaqgat
Agatatrtot
attaataatt
acattagttg
tgtttgacta
aragagatoo
tcaatgag:=a
cattacazaa
Ggtaaagttaa
atgacrttaa
tattggtaga
Asaattatgt
gatgcagtgt
artcacaaaa
tetctoatot
gtctgattas
aatattatat
tagataa=ac
ctgattatct
tqtttttgga
atgataagga
tactaattga

aatatggage

429

489

Y49

6032

7230

1082

1140

1209

1320

1382

1440

19090

1569

1620

1680

1740

1800

1B6D

1920

198D

2049

2109

2160

22270

2280



tgtggtaaat
gatgaaatat
gatocogatt
atacagacag
rtgootacct
caaggctgtt
tgtraacatt
aaacattgaa
ttcattgaga
atatgccatg
Ctataatgat
gggaggcaac
glatgucaat
ggaagtatat
agaatcagtt
attogagcaa
atataaataa
acatqggaqQuq
cctacgaggg
cctgggacat
cocgacatoce
tgaacttcga
ccttcatcta
agaagasgac
Tgaagggcga
tcaagrcaat
ccaagctgga
ccgaggeeey
caagaaccct
ccaatgtate

tcaaccatgce

aaagaggcta
ctactaaaaa
ggacacctat
ggttttcgtg
tatcttaaag
agatataata
agatcaaata
ctgctgaaca
gaaatatcta
attatagatg
tatatagata
actatgttetr
Aaalyiagaat

gatattattt
gatgacaata
caataagtat
tatggatagce
cteegtgaac
cacccagacce
catgtcecece
agactacaag
ggacggcggc
ccacgtgaag
tctgggatgg
gatccacaag
ctacatggce
catcacctcc
ccaccacctg
aacttttaac

tagggggaaa

aatctattat

ttcacggata
aggaaggggy
gtaaarvccaa
atatgtctta
acattaacat
aacaatctct
acggatatac
tgctattatg
acatagtaga
actgtatatc
tttgtdatca
cattaatatt
faugbgigta
ccaatgcgat
cctacatttce
tttitatcaa
actgagaacyg
ggccacgagt
gccaagetge
cagttccagt
aagctgtoct
gtggtgaccyg
ttcatcggeqg
gagccctaca
gcgctgaagc
aagaageccyq
cacaacgagg
ttccagtagt
tttacaccaa
gataaactat

gtacaaaaac

116

ctttaaaaat
agatgeccgtc
ctatggacgt
tgcttgccca
gattgacaaa
agtgtcttta
atgtatagec
tcataasacct
taatgecctat
gtctaagatt
agaattyaac
tactgatcat
Llalgaytoa
agtgaagcat
taatttgcct
aaaattgaaa
tcatcaagece
tcgagatcga
aggtgaccaa
acggctccaa
toccegaggg
tgacccagga
tgaactrcce
cogagegect
TJ3agoucgyg
tgaagerges
actacacegt
ttttatatte
agatattctt
ctgttegagt

aattggtagt

attaatattg
aatcatcteg
tataatctet
attcttagta
CGAgJAgAaA
ctgctagaat
attgcaatca
acattagatt
gctataaaac
ccagagrcca
Jagatydaaa
ggagc-aaaa
AaarAnaat.a
aataaaattc
tataccatca
ttttastttt
cttcatgege
o [oe fole f: Te fo Lo [o]
Fegeggecss
ggtgtacgtg
cttcaagtgg
ctcctcactg
ctccgacqggyc
gtacccecege
cggccactac
cggcetactac
ggtggagcag
aaatgecgeqe
taggccgaca
agtttattee

tctatgtaat

attcttacac
atgatggaga
acactgatac
ctataaacat
cactteottca
ccggttcaga
acgaatctag
gtgtgartga
aatqgtattag
taagtaaaca
aasat antagt
ttattcatcg
aaal At avyl
ataaaaacat
aatacaaaat
tttttttgga
ttcaaggtge
gaggqgcaagc
ctgeccoetteg
aagcacccag
gagcgogtga
caggacggca
cccocgraatge
gacggoegtge
ctggtggagt
tacgtggact
tacgaacgcg
aataatggaa
actattacgg
accatggatg

gacctgtata

2340

2400

2460

2520

2580

4640

£100

276D

2820

2880

23490

3000

3060

3120

3180

32490

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

38490

3sao

3960

4020

4080

4140



aggratctta
adatgaaaaca
cgearjrect
goccattace
atcTaaatag
adagegatoct
ggagractaa
caggcatgeca
gctcacaatt
atgagtgagce
cot g ogtge
tgggcygcrct
agcggtatca
aggaaagaac
getggogtet
tcagaggtgg
cctegtyoge
Ltoyygadygu
cgtrogorec
atccggtaac
agccactgqt
grggtygect
groagrttace
ragcggtggt
agatcctttg
gatiitgagtc
aagrt-ttaaa
aatcagtgag
ccceogtegtg
gataccgcga
dagggrogag

trtgecgggaa

cgatcaaggqg
aactatagaq
tocrrozattte
tagtctggaa
aatgczogacc
agatanagtc
agcggangec
agcttggegt
ccacazaacs
taactLcacat
cagetgratt
tccgottect
gctcacztcaa
atgtgagcaa
ttrrataggo
cgaaas=cga
tctecetgtte
gtygugettt
aagrtgyqgct
tatcgtcttg
AACAJQALLA
aactacggct
ttroggaaaaa
ttttttgttt
atcttticta
atgagattat
tcaatztaaa
gcacctatet
tagalaaclLa
gacccacget
cgocagaagtg

gctagagtaa

gtaagtatta
ttgtaaatgg
tatgaaacat
tacggagcta
gacatgttaa
tatgaaattt
gtagttgeoeg
aatcatggte
tacgagecegg
taattgogtt
aatqgaategg
cgetcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tocgooncoes
caggactata
cgaccotgec
cteatagoete
gtgtqQracga
agtccaacce
gcaAgagcgay
acactagaag
gagrragtag
goaagoagaa
cggggtctga
caaaaagygyat
gtatatatga
cagcgatctyg
cgatacggga
caceggetec
gtcctgeaac

gtagttogee
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ccaagattat
dtgaaatltgt
tgccagaact
attactttct
aactttttac
taaagaztaa
Acctoagege
atageigttt
aagcataaag
gcgcetcactg
cecaangegeg
ctegotgeoge
acggttaccc
aaaggccagg
tgacgagoat
aagataccag
gcttaccgga
acygctgtagy
accoooogrt
ggtaagacac
Ggtatgragqce
gacagtattt
ateottgaron
gattacgegeo
cgctcagtgg
cttcacctag
ctaaacttgg
tctattregt
gggctiacca
agatttatca
tttatcogec

agttaatage

gggaga*aat
adaaaaratc
taatcrgeet
tcagatttet
acatgatatc
tagocgtaaag
gatectctag
cctgtgtyaa
tgtaaagcct
ccegerntiee
g993gagycyg
tcggtcgtte
acagaazcag
daccgraaaa
CACAAAAALC
gcgtttccoe
tacctghiccog
tatctoeagtt
cagoocgace
gacttascge
gygtgctacaqg
ggratciycy
FgCAaaacaaa
agaaaaaaag
ascgaaaact
atcctiitaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggcccca
gcaataaace
tccatccagt

ttgegcaacg

dactaataat
<gqgaqqgqaa
ctaggrasaaa
agagttaatg
atgttac:cag
tattatgygga
agtcgacctg
attgttatoe
ggggtgesta
agtcgqgyaaa
gqrrrqgegtat
Fgctgegygeyg
gggataazgc
aggccgegtt
gacqgrtoaag
ctggaag=te
cctttetzze
tggtgtaggt
getgogestt
cactggceage
agqttettgaa
ctctgctgaa
coacocgotgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaasaty
accaatg=tt
ttgecetgact
qtqctgcaatl
agecagetgy
ctattaattg

ttgttgezat

4500

4%67

4620

4682

47420

4800

4860

4920

49829

5047

5102

5460

hh270

5580

5640

%700

5760

5820

5889

5940

6003

6062



10

tgctacagge
ccaacgatca
cggtccteeg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgrtcttceg
acccactecgt
agraaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tcccocgaaaa

aaataggogt

<210> 23

atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcactct
gataataceg
gggcgaaaac
gcacccaact
goaaggcaaa
gtcttcoottt
atatttgaat
gtgocacetg

atcacgaggc

<211> 11161

<212> DNA

<213> Yapay

<220>

<223> Hicresel nikleer genomik DNA'ya entegrasyon igin pLL19 Etiketli-D13L-CHOC

kodon optimize edilmis transpozon aracili aktarma vektorl

<400> 23

cacgetegto
catgatcceco
gaagtaagtt
ctgtcatgcce
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcagce
atgrogoaaa
ttcaatatta
gtattragaa
acgtctaaga

cotttegte

118

gtttggtatg
catgutgtgce
ggccgcagrg
atccgtaaga
tatgoggcga
cagaacttta
cttaccgctg
atcttttact
Aaaagggaata
trgaaggatt
aaataaacaa

aaccattatt

gottcattca
aaaaaagcgqg
ttatcactca
tgetrttotg
ccgagtrgcet
aaagrgctca
ttgagatcca
ttcaccagcg
agggcgacans
tatcagggtt
ataggggttc

atcatgacat

gcetocoggtte
ttagctectt
tggttatgge
tgactggtga
cttgccoggo
tcattggaaa
gttcgatgta
tttctgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt

taacctataa

68120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6EQY



tcagaattgg
caaatargta
ggaagaatat
atgctgattt
tectatcogeott
gcgttgccaa
cacttecgac
cgatccooqyy
ttgttgatgc
cttttaacag
tggttgatge

aagaaatgca

ttaattggtt
tcogetcatg
Jgagccatatet
atatgggtat
gtatgggaag
tgatgttaca
catcaagcat
aaaaacagcy
gctggoagty
cgatcgegta
gagtgatttt

taaacttttg

gtaacactga
agacaataac
caacgggaaa
aaatgggctce
ccocgatgege
gatgagatgg
tttatccgra
ttccaggtat
ttectgegee
trtcgecteg
gatgacgagc

ccattctcac

119

ccecctatttg
cctgataaat
cgtcgaggcc
gecgataatgt
cagagttgtt
tcagactaaa
ctecetgatga
tagaagaata
gottgcactc
ctcaggcgca

gtaatggctg

cggattcagt

tttatttettce
gctrcaataa
gcgattaaat
cgggcaatca
tctgaaacat
ctggctgacg
tgcatggtta
tcctgattca
gattccoctgtt
atcacgaatg
gectgttgaa

cgtcactcat

taaatacatt
tattgaaaaa
tccaacatgg
ggtgcgacaa
ggcaaaggta
gaatttatgc
ctcaccactg
gotgaaaata
tgtaattgte
aataacggtt
caagtctgga

ggtgatttct

60

120

180

240

300

360

420

480

540Q

600

660

720



cact.-gataa
tcggaatcqc
crcottoatt
aarcgoagtt
gtgagttacg
trotTgagat
accagoggeq
cttcagcaga
cttcaagaac
tgeLgecaqr
taaggrgcag
gaccracace
agggagjaaag
gQagcttcca
Actgagegt
caacgcggcco
tgcgttatce
tetcaatatt
tatrgyccat
ccaasatgac
gggrcattag
ccgooctgget
arag-aarge
gococacttgg
gacggtaaat
tyggcagtaca
accaat yggc
gtcaatggga
ccegeooceogt
gctogtttag
arttgctaacg

ccetgotgea

ccttattttt
aqaccqgatac
acagasacqq
tcatttgatg
cgcgegtegt
cetttttbtte
grttgtrtge
gegcagatac
tetgtageac
qgcgataaqgt
eqqr egygct
gaactgagat
gocggasaggt
qQQUJJaaacqg
cgatttttgt
tttttasggt
cctgattctg
ggurattage
tgratacgtt
cgeccatgttg
trtcatagece
gaccgcscaa
caataJygac
cagtazatca
ggcccgaetg
tctacgtatt
gtggatageg
grttegttttg
tgacqcaaat
tgqaacogtca
cagtocaggec

gagegangac

9acgagggga
caggatciig
ctrrrrcaaa
ctegatgagt
tccactgage
tgoegegtaat
aggataaaga
caaatactgt
cgcctacata
cglgtcttac
qaacqgqgaqq
acctacageg
atccggtaag
coctggtatct
gatgaragro
toctggactt
tggataaccg
catattatte
gtatctatat
qcattgatta
atatatggag
cgaccooocge
tttacattga
agtgtateat
gcattatgec
agtcatcget
gtttgactca
gcaccaaaat
q99<c93qtagg
gatcactaga
aacatgggect

gasctggtyy

120

dattaatagg
ccatgcclatg
aatatqggrar
ttttcrtaact
ctcagaccecco
ctgoetgeteg
gotaccaact
tecttetagey
cctcogetctg
€QQggtiggac
ttegrtgeaca
tgagctatga
cggcagggrc
ttatagicct
AgJIIFII=TY
ttgcoctggeoct
tattaccgcc
attggtitata
cataarargr
ttgacragee
ttecegegeta
ccattgacgt
agtcaarggg
atgocaagre
cagtacatga
attaccatgc
cggggatttc
caacgggact
cqgtgtacgqgt
agctttattg
ctagooTgga

gogaggacag

ttgtatrgat
gaactgecte
tgataanceot
catgaccaaa
gtagaaaaga
casdacaaasa
cteeerorga
tagccgtagt
ctaatcctgt
Lcaagacgat
rageccaget
gaaagcgcca
ggaacagyag
grecQggtrec
AgrotasgJa
tttgctcaca
tttgagt-gag
tagiadtdaat
arattratat
attaaragta
CALAACLLAC
caataatgac
tggagraret
cgcococcctat
ccttacggyga
tgatgcyggtt
caagtctcca
ttccaaaatg
gggaggtcta
cggtaghtta
cgacgagcac

cgacagegag

gttggacgag
gqtqaqtttt
gatatgasata
atcccttaac
tcaaaggatc
aaccacegst
aggtaactgg
tagcccacca
taccagtggce
agttaccgga
Lofs fo £.Ts fols £ 1. Tod
cqgcttcocooga
agcgoacgag
gccacctzotg
ArAACqgroag
tgttcottt=c
ctgataczgc
caatattygye
tqgqctratgt
atcaattacg
qaqtaaatggce
gtatgttccoe
anggtaaant
tgacgtcaat
ctttcctact
ttggcagtac
ccecattgac
tcgtaataac
Lataaqcaga
tcacagttaa
atcoctgagog

gtcagagaze

780

840

1020

108D

1140

1209

1260

1329

1449

1500

1563

1620

168D

1740

1802

18690

1929

1982

2040

2100

21630

2220

2280

2340

2400

2469

2%20

25870

2640



acgtgtccga
aagtgcagcee
ctggcageto
agaacaagca
acatcogrgog
tgtgcttcaa
ccgagatcag
aggacgagat
acatgagcac
gcagagacaqg
ceaceotgeyg
accagtgecat
ot cagayy
tcaagatcce
tgggcagagg
gcaagcctgt
cecctggecaa
gcaacaagaeqg
geatgrtctg
tggtgracct
cccagatggt
gcagcgtgat
tgatcaatat
gegagaaggt
gcttcatgag
gcaacatcct
tgaagaagag
gctgcaagaa
gtttctgatt
cagtgaaaaa

ataagctgca

ggacgacgtg
taccagcagc
cetggoeage
ctgctggtcc
JAgCCagagyg
gctgttctte
cctgaagagg
ctacgectte
cgacgacetyg
attcgacttc
ggagdacyac
ccagaactac
gt
gatgatgtgc
cacccagaca
gcatggcage
gaacctecetg
ggagatccca
cttogacgge
cactgtcecage
gatgtactac
gacatgcagc
cgoctgeate
gcagagcagg
aaagagactg
goocaaggaa
gacctactge
atgcaaaaaa
cagacatgat
aatgcrttat

ataamacaagt

cagtccgaca
ggctccgaga
aacagaatoec
acctccaaga
ggocroacca
accgacgaga
cgggagagca
ttoggeatee
ttcgacagat
ctgatcagat
gtgttoeacce
acccctggeg
LAy aglyt
gacagcggca
aacggcgtge
tgcaggaaca
caggaaccct
gaggtgctga
ccectgacee
tgcgacgagg
aaccagacca
agaaagacca
aacagcttca
aagaaattca
Jaagccccoca
gtgccaggaa
acctactgtc
gtgatcrgee
aagatacatt
ttgtgaaatt

taacaacaac
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ccgaggaage
tcctggacga
tgacCetges
gcaccaggcg
gaatgrgcag
tcatcagcga
tgaccagege
tggtgatgac
ccectgageat
gcctgagaat
cegtgegyaan
cccacctgac
avial i
ccaagtacat
ccctgggega
tcacatgcga
acaagctgac
agaacagcag
tggtgtccta
acgccagcat
agggcggegt
acagatggcc
tcatcracag
tgoggaacct
ccoctgaagag
caagcgacga
ccagcaagat
gggagcacaa
gatgagtttg
tgtgatgcta

aattgcatts

cttcarcgac
gcagaacgtg
cecagagaace
gagcagagtg
aAaaacatrtac
gatcgrgaag
caccrocaga
cgoegtgaga
getgtacgtg
ggacgacaaqg
gatctyygygac
catcgatgag
LAy Ay
gatcaacggc
gtactacgtg
caactggtic
catcg-gggc
atccagacct

caagcccaag
caacgagagc
gcacacoctg
tatggccctg
ccacaacqgtqg
gtacargagc
atacctccgg
cagcaccqgaq
cagaagaaag
catcgacatg
gacaaaccac
ttgetttatt

attttatgtt

gaggtgcacg
atcgagcagce
atcagaggea
tccocgooctga
gaccooctgo
tggaccaacg
gacaccaacg
3aggacaacc
tcocgtgatga
agcatcagac
ctygtteatoc
cagctgetgg
Aayl aagyea
atgccocrace
aaagaactga
accagcatcc
accgrgegga

gtgggaacaa

ccogocaaga
accggcaage
gaccagatgt
ctgtacggca
tccagcaagqg
ctgacctaca
gacaacatca
gaaccocgtga
gccaacgoca
tgccagaget
aactagaatg
tgtaaccatt

tcaggttcag

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

31480

32490

3300

3360

1420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3940

3960

40290

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500



99ggagatgt
taaccctaga
crrTctaaat
crtoecgtgag
cgtgagtcaa
taatatatt
gttatagata
aaa-attcag
agaa-ccaga
acaaajggaac
aaggryatag
gcggtcagec
crtgatagcgg
trccaccatg
gggeatyege
gtccagatca
atgtttoget
tgocatoagul
coccoggract
agecrLgegcaa
ttcattcagg
cagccygygaac
tagrototee
ggcggacgaa
aagcgtgcag
grcoccctgage
gcaaagctygc
gtccatetge
qagctycgqq
gccaccaaag
gaggccactt

cctTgggaaa

gggaggtttt
aaqQatagtct
agcqegaatc
goegtgottgt
aatgacgcat
gttatttcat
totttobtta
asataattta
tgetcangge
ctttaataga
aaggegatge
catteogoeqe
tcocgeocsacac
atatt-ggca
gorttgagoe
tectgatega
tggtggtcga
atygatygygata
tcgreozaata
ggaacqgoecg
QCACCQQACA
acggcggcat
acrocaagoqqg
aggeesggag
aatgcsggge
cogeocsIoygy
tattgg=cge
acgagactag
9<qd493399a
CR-Rals (o f-Te alale)
gtgtagzgoe

agegestees

ttaaagcaag
qcglaaaatt
cgteqeotgtg
caatgoggta
gattatcttt
gttotactta
tgttttaaat
aatacatcat
ccttcataat
aattqggacag
qetgegaate
caagttotte
ccagooggoc
agcaggcatc
tggogaacag
caagacagge
atggacaggt
ctttetoegge
gcagooagtc
tcgtggocag
gqgtcggtcett
cagagcagcc
aaggagageoe
astgaggaaga
ctcecggagga
acceacccct
tgcoccccaaag
tgagtagtge
acticctgac
gttggogect
aagtgoccag

ctaccaggta
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taaaacctct
gacgcalgca
catttraggac
agtgtcactg
tacgtgactt
cgtgataact
gractgacet
tgcaatgaaa
atcccecagt
Caagaaagcg
Gq939593C9
agcaatatca
acagtcgarg
gccatgggrce
ttoqggergge
ttccatccga
agccggatca
dgydgudagiy
cottooogot
ccacgatage
GACAAAAAJA
gattgictgt
tgegtgraar
ggagaacagc
ccttcgggeg
tocccagecte
ccctacccoge
tacttccatt
taggggagga
accggrggaat
cgggge=get

cagaaacetrg

acaaatgtgg
ttctrgaaat
atcrcageeg
attttgaact
ttaagastta
tattatakcat
cocacattoe
ataaatgtbt
ttagtagttg
agtcagaaga
ataccg-aaa
cgggragcea
zatccagaaa
acgacgagat
grgagronrt
gtacgtgctc
agcgtatgca
tyagatgacd
tcagtgacaa
cgcgergect
ACCqygegee
tgtgcccagt
rratcrs gt
gcggeagacy
cccgoccoge
tgagcccaga
ttccattgct
tgtcacgtee
gtagaaggtq
gtggaatgty
aaagegoatyg

atctguegec

taagcaqgtt
attgeotetcot
cocqgettgaag
ataacgazzg
actcataczga
atattttott
cretttagta
tttattagge
gacttagggsa
actcgtcaaqg
geacqgagaa
acgctatgte
agcggcocatt
ceteogeegte
gqatgttette
gctogatgog
gcecgoegoat
ggagateoty
cqtcgagoac
cqroctgoag
cetgegetga
catagccgaa
caatcatggt
tgegeottttg
ccetgagsee
aagcgaagga
cageggtg=t
tgcacgacgce
gcqcqaagqqq
tgcgaggoca
ctcocagaztg

geaattcaag

4569

4622

4689

474D

4B0D

4860

4927

4982

5040

5102

4160

5220

5280

53490

5407

5462

55220

5582

5640

5702

5762

5820

S8RD

5940

€000

60GY

6120

6180

62490

6300

6367

6420



cttzgtcagg
acagtccceg
ggggtasact
gaaczcgtata
AGAACACAGG
ccttgeetge
gagccagggg
ggcctgegeg
ctttcgataa
ggcaagataqg
cegegygeegyg
gagogeoggee
ity vy
cagttgcgtyg
ggazgcggcg
cgtoctcage
attagttctg
tgqagttitcce
aattctcett
cagtggtteca
caczcatgaa
ccaacgtgtt
tgtceggoqgt
gggatcagta
aggacatggg
ccatcroccaqg
gcattaacaa
ccatcggeet
agazcceoctt

ccogtgacegt

tcgagacatt

cteeggtgec
agaagttggqg
gggasagtga
taagtgcagt
taagtgoogt
cttgaattac
cgggecttge
ctggggcege
gtctetagee
tcttgraaat
tgacgggycc
accgagaatc
greegeeg gt
agcggaaaga
ctcgggagag
cgtcgecttca
gagcttttgg
ccacactgag
ggaatttggc
aagttrttte
caacaccate
cgeegrggac
gatgaccaac
catcaccgec
cagattcagc
ctgcaacgge
cacaatcgcc
gacccccaac
cgacgtggaa
gaccttcaac

caacaaagaa

cgtcagtgac
aggggrcggce
tgtegrgtac
agtcgccgtg
gt.gtggttco
ttccacergqg
gctttaggag
cgegtgegas
atttaaaatt
gcgggccaqgq
cygtgeygtoce
ggacgggggt
Atogoa g
tggcegette
cgggcgggtyg
tgtgactcca
agtacgtcgt
tgggtggaga
cttttrgagt
cttecattte
atcaactcce
tcccagatce
gacggcectyg
ctgaaccacce
tacgtgccct
gtgatcrggq
ctgaagcact
gacaccatca
gataccttcet
cctgtgteeg

tttgtgtacg
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ctgctatact
aattgaaccg
tggetoeoges
aacgttcttt
cgogggactg
ctccagtacyg
ceccttcgee
totggrggca
tttgatgacqg
atctgcacac
agugtdacaty
agtctecaage
vlgygy gy e
ccggeectge
agtcacccac
cggagtaccyg
ctttaggttg
ctgaagqttag
ttggatcttg
aggtgtcgtg
tgatcoggegg
ccaccetgta
acaaccaggc
tggtgetgte
acgtgggcta
aaatcqagay
ccggctactco
aagaacccte
ccagcctgaa
acatcgrgat

tgoccgaget

ctggagacgg
gtgcctagag
ctttttcocga
ttcgcaacgyg
goctotttac
tgattcttga
tcgtgettga
cottogegee
tgetgegacq
tggtattteqg
ticygguygagy
tggecggeet
AAYYL gy
tccagggggce
acaaaggaaa
ggcgocgtec
gg999a9g9gg
gccagettgqg
gttcattcte
aacacgtcte
cgacgactee
catgccccag
tatcgecotce
cctggaactg
caagtgcatc
cgaggaactg
ctcegagetg
caccqgrgtac
gctgtcoccgac
ccgggactec

gteocticate

cacatecgeec
aaggtggcgc
gogtggggye
gtttgccgec
gggttatggc
tcecgagetg
gttgaggcct
tgtetegotg
ctttttttet
gtttttggge
cggggeetge
gctotggtge
vygylooagygeacc
tcaaaatgga
agggcctttc
aggcacctceg
ttttatgcga
cacttgatgt
aagcctcaga
9999g9gccgc
atcaagoggt
tacatctcec
ttcgagatcee
ccagaagtga
aaccacgtgt
tacaacaact
aacgacatct
gtgtacatca
tccaagatca
agcttcegact

ggctacatgg

6480

6540

6600

6660

6720

6180

6440

6900

6360

70290

q080

7140

7200

7260

1320

1380

7440

7500

7560

7620

7680

1740

7800

7460

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280



tcaagaacgt
tcaaccagcc
ccaageoocta
acgagaagyga
ctgasggccc
geatogtoag
tgtcocogtgta
acaacatctc
ccatcttogc
tgrggaccec
aggacstgre
tcatctcceg
tcagccggat
ttaacttrac
graagjacaa
actacgtgca
agggcgtgtc
agtyddaddy
gcocacagarg
tctcoLgattt
CLgL-CAAAL
tgcasattac
arr-=rrtta
acaatctrtt
catgatygca
gacLrataat
tttetacata
attgraaaat
agctctactc
aatcrtgata
tgrotttggyg

ggattacaaa

gcagatcaag
taccqgcozacc
ctacqgqgraac
ctacatzgac
ccctazcsgge
catccaggac
cctgocanace
caagaagttc
ccacatztee
tcaqagaaac
catcastqgac
gctggaagtg
ctacaazgag
ccccaagatc
grrgag-gtg
gaaacagctg
cattaczcaag
cgtettocty
ttarcttageso
ctgagattga
tretgtotag
aattctcttt
atggrttttt
ctttgtggtt
tgcttztata
tcactggaat
taaatatatt
gecatatttt
tattitatlca
tttagtggaa
ctttctatat

atttgtgaaa

cccagettca
qQtgacagagyg
affgacaaca
goctacgtgt
taccctgagt
gaeegatgtgt
aacctgotga
tcogocateoa
cacagcatca
gtgtacaacyg
cocttoatca
cgettoggea
ctgctgacca
ttcttoogge
cqggrggrgtr
gtggtcogtgt
atcatgggeg
tteteateac
ttttaatatt
gtttctcatyg
ttttattttt
actggggtgt
aattrttaaaa
cggactttga
ttattttcta
tbttttgtyt
tccotgtttt
tttcataggt
gcclcactgt
catteottteo
acattttgaa

gattgaotgyg
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tcgagaagec
tgcagcgocqe
agrreatere
cocoggotyct
ctgccgagat
atgtgaagac
tgttaggeac
ccggcaccta
acatcatcga
GgCgacaacag
aggqgrarega
acgacqgtgct
agtccaacaa
ccaccaccat
actococaccat
ccaacgatct
ataacaacga
dtlcatatodd
toctotaarrt
tgtaatgate
tactgartrg
tgcaaatatt
Aataagrorra
gtcataagaa
aaagatttaa
gtatggtatyg
tctaaaaaag
cacttacata
ctatccccac
catttigttc
atgaggTtga

tattattaac

tcggagagtg
cacatccctg
cracccogice
ggacgaccte
cgtggaagtg
cgacaacgbg
coggaagaat
ctcococgacyec
cacctecatc
atccgecygaqg
cttcaagaac
gtactccgag
cggcaccaga
caccgctaac
ggAcgrgaac
gtacaaggtg
ctacaaggac
gyttatatas
agtgratarg
attragagtt
taAgAC L L
ttctgtcatt
atrartrarge
attrunctct
agttttgecct
acatatggzat
zaasaagatca
tatcaatggg
acatchtcatg
tacaagaata
caagrtaata

tatgrogete

atcggccaga
agqecgtqtaca
tacagecealqg
grgategtgt
cccgaggasg
ccagacaaza
tocottoat ot
accaagcgga
ccegtgtsse
tccaaqgcca
Aagaccgana
aacggcoecta
accctgaczct
gtQtccagag
cacoorat ot
tectacgace
gacgacgaca
catvaatatt
caatgatagt
tcetcoteecat
tretataate
ctatggcctg
aatctaatta
acactgaagt
tctccattta
tccctittat
tcatttt==c
tctgtttotg
ctttqgctcta
ttettgttat
atcaacctcot

cttttacgat

8349

8400

8460

8520

B5BD

B64D

8700

B762

BB2D

8880

8940

900d

9062

9129

918D

9722

9782

9640

9900

9960

10029

10082

10143

102020



atgtggatac
ttteteoteo
caggcaacgt
tgccaccace
ggaactcatc
caattecegtg
cacctggatt
cetrectter
tcagacgagt
atccteooeoceo
acaatgcgat
ggtcaaggaa
tgttacttta
ataaattgtt
ctatrtcaaat

acgcatgatt

g

getgotttaa
ttgtataaat
qgcqgtggtgr
tgrcagectce
gcegectgeo
gtgttgtegg
ctgcgeggga
cgecggeetge
cggatctece
ttgetgtcect
gcaatttecr
9gcacggyagy
tagaagaaat
tgrtgaattt
taataaataa

atctttaacg

tgaockttgta
cctggttgot
gcactgtgrt
trtccgggac
trgcecegerg
ggaaatcatc
cgtccttcerg
tgecggetet
tttgggecge
goocoaccoc
cattttatca
aggggcaaac
trttgagttet
attattagta
acctcgatat

tacgtcacaa
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tcatgcetatt
gtctcectttat
tQctgacgca
tttcgetote
ctggacaggg
gteetttect
ctacgtccct
goggectett
cteccegoat
accccccaga
ggaaaggaca
aacagatgge
tgtttttett
tgtaagtgta
acagaccgat

tatgattatc

gettecogta
gaggagttgt
acccccactg
ccceotoocta
gctoggetge
tggetgeteg
tcggecctea
cegectette
cgcectgotat
atagaatgac
qtgggagtgg
tggcaactag
taataaataa
aatataataa
aaaacacatg

tttctagggt

tggettteat
ggccegttgt
gtrggggeat
ttgccacggc
tgggcactga
cergrtgttge
atccagcgga
gectteogece
tgtettgeca
acctactcag
cacctrcocag
aaggcacatt
ataaacataa
aacttaatat
cgrcaattet

taagaagact

10260

10320

10380

10440

10500

13560

10629

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11161



