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YUKSEK TIiTRELi VIRUSUN HIZL]I URETIiMI

Bulus kus hiicrelerine replikasyondan yetersiz retroviral bir vektérii kodlayan bir
niikleotid dizininin sokulmasini ve kus hiicrelerine kus hiicre dizisinde islevsel olan bir
baslaticinin kontrolii altinda replikasyondan yetersiz retroviriis vektériinlin kopyalanmasi
icin gerekli olan irinleri kodlayan niikleotid dizinlerinin sokulmasim ve wviral

parcaciklarin toplanmasini igeren viral pargaciklarin iiretim yéntemlerini icermektedir.
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ISTEMLER

1.

Viral parcaciklarin iretilmesine yonelik bir yéntem olup, ézelligi asagidaki adimlan
ihtiva etmesidir:

gecici olarak bir DF-1 hiicre hattina bir kus retroviral vektériinii kodlayan bir
niikleotid dizininin sokulmasi; burada kus retroviral vektéri replikasyondan
yetersiz ALV vektériidiir;

gecici olarak DF-1 hiicre hattina replikasyondan yetersiz retroviral vektdriin
kopyalanmasi icin gerekli triinleri kodlayan niikleotid dizinlerinin sckulmasy;
iriinler gag, pol ve VSV-G proteinleridir, burada gag ve pol proteinlerini kodlayan
niikleotid dizin(ler)i bir plazmid Uzerindedir ve VSV-G'yi kodlayan niikleotid
dizin(ler)i baska bir plazmid ilizerinde bulunmaktadir; ve burada gag, pol ve VSV-G
bir CMV promotériin kontrolii altindadir; ve

viral pargaciklarin toplanmasi.

istem 1'e gdre yontem olup, ozelligi kus retroviral vektdrii kodlayan niikleotid

dizininin DNA olmasidir.

istem 1'e pére yéontem olup, ézelligi replikasyondan yetersiz ALV vektériiniin bir

plazmidde bulunmasidir.

istem 1'e gore ydntem olup, ozelligi her sokma isleminin transfeksiyonla

desteklenmesidir.

istem 1’e gére yontem olup, dzelligi kus retroviral vektoriiniin uygulanabilir sekilde

bir promotore baglanan ekzojen bir protein i¢in bir kodlama dizini icermesidir.

istem 5’e goére yoéntem olup, ézelligi ekzojen proteinin terapétik bir protein

olmasidir.

Istem 5'e gore yontem olup, tzelligi ekzojen proteinin bir insan proteini olmasidir.

Bir transjenik kusun iiretilmesine yonelik bir yontem olup, ozelligi asagidaki

adimlari ihtiva etmesidir:
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gecici olarak bir DF-1 hiicre hattina bir kus retroviral vektdriini kodlayan bir
niikleotid dizininin sokulmasi; burada kus retroviral vektori replikasyondan
yetersiz ALV vektorudir;

gecici olarak DF-1 hicre hattina replikasyondan yetersiz retroviral vektoriin
kopyalanmasi icin gerekli irlinleri kodlayan niikleotid dizinlerinin sokulmasi;
iiriinler gag, pol ve VSV-G proteinleridir, burada gag ve pol proteinlerini kedlayan
niikleotid dizin(ler)i bir plazmid izerinde bulunur ve VSV-G'yi kodlayan niikleotid
dizin(ler)i baska bir plazmid {izerinde bulunur, ve burada gag, pol ve VSV-G bir
CMV promotoriin kontrolii altindadir;

viral parcaciklarin toplanmasi;

viral parcaciklarin bir kus embriyo hiicresine sokulmasi;

ve embriyodan transjenik bir kusun elde edilmesi.

Ekzojen proteininin iretilmesine yonelik bir yéntem olup, 6zelligi asagidaki

adimlari ihtiva etmesidir:

gecici olarak bir DF-1 hiicre hattina bir kus retroviral vektériini kodlayan bir
niikleotid dizininin sokulmasi, burada kus retroviral vektorii replikasyendan
yetersiz ALV vektérudiir, ve burada kus retroviral vektéri uygulanabilir sekilde
bir promotére baglanan bir ekzojen proteine yonelik bir kodlama dizini icerir;
gecici olarak DF-1 hiicre hattina replikasyondan yetersiz retroviral vektériin
kopyalanmasi icin gerekli iirlinleri kodlayan niikleotid dizinlerinin solkulmas;
uriinler gag, pol ve VSV-G proteinleridir, burada gag ve pol proteinlerini kodlayan
niikleotid dizin{ler)i bir plazmid tizerinde bulunur ve VSV-G'yi kodlayan niikleotid
dizin(ler)i baska bir plazmid izerinde bulunur, ve burada gag, pol ve VSV-G CMV
promotorin kontroli altindadur;

viral parc¢aciklarin toplanmasi;

viral par¢aciklarin bir kus embriyo hiicresine sokulmast;

ve embriyodan elde edilen transjenik kus tarafindan yumurtlanan bir yumurtadan

ekzojen proteinin elde edilmesi.
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Tarifname

YUKSEK TIiTRELi VIRUSUN HIZL]I URETIiMI

Ilgili Basvuru Bilgileri

Mevcut basvuru, 5 Ekim 2005 tarihinde dosyalanan US gecici basvuru No. 60/723,659dan
faydalanmaktadir.

Arkaplan

Bu tarifname iireme hiicreleri dahil olmak {izere érnegin kus hiicreleri gibi hiicreleri kalit
aktarabilen retroviriislerden viral parcaciklarin iiretilmesiyle ilgilidir. Ozellikle,
replikasyondan  yetersiz = retroviral  vektdr  parcaciklam  tarifnameye  gdre

uretilebilmektedir.

Replikasyondan yetersiz retroviriisler 6zellikle gen tedavisi yontemleri gibi rekombinant
metodolojilerde ve Ornegin gen aktarimli kuslar gibi genetik yapisi degistirilmis
hayvanlarin tlretiminde faydalidir. Replikasyondan yetersiz retrovirisler kullanilarak
iiretilebilen &zellikle faydali olan genetik yapisi degistirilmis bir hayvan transjenik

tavuktur.

Bir kus hiicresinin liretimi yumurta kesesinin iizerinde olusan déllenmemis yumurtaya
sahip tavugun yumurtalifinda bilyiik bir yumurtanin olusmasiyla baglamaktadir.
Oviilasyondan sonra, sperm bulunuyorsa yumurta sarisi ve yumurta dollendigi yumurta
kanalindaki infundibuluma gegmektedir ve daha sonra boru sekilli bez hiicreleriyle
kaplanan yumurta kanalinin buayiik deligine dogru hareket etmektedir. Bu hiicreler
ovalbumin, ovomiikoid, ovoinhibitér, konalbumin, ovomusin ve lizozim dahil olmak {izere
yumurta beyazi proteinlerini kus embriyosu ve yumurta sarisimin tizerinde biriktirildikleri
yer olan biiyiik deligin liimenine salgilamaktadir. Aragtirmacilar icerisinde boru gekilli bez
hiicrelerinin ekzojen proteini lrettigi ve bunu bir yumurtayr paketlemek i¢cin yumurta
beyazi proteiniyle birlikte yumurta kanah liimenine salgiladigl transjenik kuglarim
iretiminde basarili olmaktadir. Bakimz érnegin Harvey et al., Nature Biotechnology
(2002), cilt 20, sayfalar 396-399 ve 4 Mayis 2004 tarihinde yayinlanan US Patenti No.
6,730,822. Bu sistem heterolog gen ekspresyonu igin kullamlan diger hayvan tiirleriyle
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karsilastinldiginda yiiksek seviyelerde protein liretimi, hedef proteinin uygun sekilde
katlanmas1 ve translasyon sonrasi degisimi vaadi, liretim iyilestirilmesi kolayhigi ve
tavuklarin kisa gelisim periyodu sebebiyle bir protein biyoreaktorii olarak {istiin
potansiyel sunmaktadir. Belirgin olarak, tavuklar gibi transjenik hayvanlarda retroviral
liretim retroviriisiin elverdigi ekin boyutuyla sinirlandirilabilmektedir. Tipik olarak,
retrovirislere dahil edilen ekler 2-3 kb ile siuirhidir. Ek boyutu sinirlamalar asildiginda,
entegrasyon acisindan yetkin virlisiin {iretimi engellenmektedir. Retroviriisler
kullamlarak tavuklar gibi transjenik kuglarin Gretiminde kullamilan énemli ydntemler
replikasyondan yetersiz ancak entegrasyon agisindan yetkin retroviral pargaciklarin

embriyon hiicrelerine sokulmasini icermektedir.

Replikasyondan yetersiz retroviral vektérler viriisiin basarnh sekilde yeniden tiretimi icin
gereken belirli genlerden yoksundur. Geleneksel olarak, replikasyondan yetersiz retroviral
vektoérleri Gretmek icin replikasyondan yetersiz retroviriisleri kodlayan niikleotid dizinleri
sabit olarak replikasyondan yetersiz retroviriisiin kopyalanmasi icin gereken gen
lriinlerini Greten hicrelere transfekte edilmektedir. Baska bir deyisle, retroviriisiin
kopyalanmas: icin gereken belirli niikleotid dizinleri retroviriis acisindan eksiktir; ancak
icerisinde viriis pargaciklarin  iretildigi hiicrenin genomunda bulunmaktadir.
Replikasyondan yetersiz ALV retroviriislerini tretmek igin kullanilan bir sistem Senta
hiicrelerinin ve Isolde hiicrelerinin kullanimim icermektedir (Cosset et al. {1993),
Virelogy, cilt 195, sayfalar 385-395). Yontem oncelikle replikasyondan yetersiz
retroviriisii kodlayan niikleotid dizinlerinin sabit olarak gag, pol ve envE proteinlerini
lreten Senta hiicrelerine transfekte edilmesini icermektedir. Senta hiicrelerinde elde
edilen viriis titresi tipik olarak < 1000/ml’dir. Titreyi arttirmak i¢in, Senta hiicrelerinde
iretilen viris parcaciklar sabit olarak gag, pol ve envA proteinlerini iireten Isolde
hiicrelerini kaht aktarmak amaciyla kullanilmaktadir. Bu sekilde iiretilen retroviriis Isolde
klonlarimin veya tek kolonilerin secimini saglayan neomisin direngli bir gen
icerebilmektedir; bunlardan bazilari > 10,000/ml yiiksek titreli pargaciklar Gretecektir.
Kullanilabilir miktarda viriis parcaciklarinin tiretimine ragmen, titreler bu yéntemde hali
hazirda nispeten diisiiktiir. Buna ek olarak, yontem zahmetlidir ve tipik olarak i¢ ay

almasina bagh olarak zaman ahcidir.

Soneoka et al. (1995) Nucleic acids research, cilt 23(4), sayfalar 628-633 yliksek titreli

retroviral vektdrlerin iretimi igin gecisli ii¢ plazmidli bir ekspresyon sistemini
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aciklamaktadir; burada kopyalamanin SV40 orijinleri paketleme bilesenlerinin
ekspresyonunu yonlendirmek Gzere S$V40 biyik T antijenini ifade eden konake

hiicrelerle birlikte tiim retroviral bilesenlerinde kullanilmaktadir.

Gereken sey daha az zaman ve daha az zahmet gerektiren ve alict genomdaki daha biiyiik
niikleotid dizinlerinin sokulmasini saglayan ve yiliksek titrelerle sonuclanan viral

parcaciklarin Gretimiyle ilgili yeni ydntemlerdir.

Kisa Aciklama

Bir retroviriis iiretim sistemi gelistirilmektedir ve burada agiklanmaktadir; igerisinde
replikasyondan yetersiz retroviral parcaciklar minimum miktarda is giicii kullanilarak
iiretilebilmektedir, 2 giin kadar az bir siirede iiretilebilmektedir, tipik olarak geleneksel
yontemlerle elde edilenden on kat veya daha fazla titre verebilmektedir ve érnegin gag
(tipik olarak yaklasik 2000 nikleotid), pol (tipik olarak yaklasik 2300 niikleotid) ve env
(tipik olarak yaklasik 1500 niikleotid) protein geni gibi G¢ yapisal gen kadar ¢ok genin
¢ikarilmasiyla retroviral vektore sokulabilen niikleotid ekinin boyutunda énemli bir artis
saglamaktadir. Kisaca, replikasyondan vetersiz retroviriisii veya retroviral vektorii
kodlayan bir niikleotid dizini replikasyondan yetersiz retroviriisii veya retroviral vektéri
kopyalamak icin saglanan niikleotid diziniyle birlikte fibroblast hiicre gibi hir hiicreye
sokulmaktadir; 6zellikle iki veya daha fazla gag, pol ve env proteinini kodlayan niikleotid
dizinleri hiicreye sokulmaktadir. Tarifnamenin ézellikle faydali bir durumunda, gag, pol ve
env proteinlerinin iiciind kodlayan niikleotid dizinleri replikasyondan yetersiz viral

vektériin kopyalanmasi i¢in gereklidir ve hiicreye sokulmaktadir.

Mevcut bulus viral par¢aciklarin dretimiyle ilgili bir yontem saglamaktadir; yontem
asafiidakileri icermektedir: bir DF-1 hiicre hattina bir kus retroviral vektériinii kodlayan
bir niikleotid dizininin gegici olarak sokulmasi;;, burada kus retroviral wvektori
replikasyondan yetersiz ALV vektoriidir; DF-1 hiicre hattina replikasyondan yetersiz
retroviral vektériin kopyalanmas: icin gerekli triinleri kodlayan niikleotid dizinlerinin
gecici olarak sokulmasi; iliriinler gag, pol ve VSV-G proteinleridir; burada gag ve pol
proteinlerini kodlayan niikleotid dizini (dizinleri) bir plazmid iizerinde bulunmaktadir ve
VSV-G proteinini kedlayan niikleotid dizini {dizinleri) baska bir plazmidin {izerinde
bulunmaktadir ve burada gag, pol ve VSV-G CMV promotériiniin kontroli altindadir; ve

viral parcaciklarin toplanmasi.



10

15

20

25

30

35

aciklamaktadir; burada kopyalamanin SV40 orijinleri paketleme bilesenlerinin
ekspresyonunu yonlendirmek Gzere S$V40 biyik T antijenini ifade eden konake

hiicrelerle birlikte tiim retroviral bilesenlerinde kullanilmaktadir.

Gereken sey daha az zaman ve daha az zahmet gerektiren ve alict genomdaki daha biiyiik
niikleotid dizinlerinin sokulmasini saglayan ve yiliksek titrelerle sonuclanan viral

parcaciklarin Gretimiyle ilgili yeni ydntemlerdir.

Kisa Aciklama

Bir retroviriis iiretim sistemi gelistirilmektedir ve burada agiklanmaktadir; igerisinde
replikasyondan yetersiz retroviral parcaciklar minimum miktarda is giicii kullanilarak
iiretilebilmektedir, 2 giin kadar az bir siirede iiretilebilmektedir, tipik olarak geleneksel
yontemlerle elde edilenden on kat veya daha fazla titre verebilmektedir ve érnegin gag
(tipik olarak yaklasik 2000 nikleotid), pol (tipik olarak yaklasik 2300 niikleotid) ve env
(tipik olarak yaklasik 1500 niikleotid) protein geni gibi G¢ yapisal gen kadar ¢ok genin
¢ikarilmasiyla retroviral vektore sokulabilen niikleotid ekinin boyutunda énemli bir artis
saglamaktadir. Kisaca, replikasyondan vetersiz retroviriisii veya retroviral vektorii
kodlayan bir niikleotid dizini replikasyondan yetersiz retroviriisii veya retroviral vektéri
kopyalamak icin saglanan niikleotid diziniyle birlikte fibroblast hiicre gibi hir hiicreye
sokulmaktadir; 6zellikle iki veya daha fazla gag, pol ve env proteinini kodlayan niikleotid
dizinleri hiicreye sokulmaktadir. Tarifnamenin ézellikle faydali bir durumunda, gag, pol ve
env proteinlerinin iiciind kodlayan niikleotid dizinleri replikasyondan yetersiz viral

vektériin kopyalanmasi i¢in gereklidir ve hiicreye sokulmaktadir.

Mevcut bulus viral par¢aciklarin dretimiyle ilgili bir yontem saglamaktadir; yontem
asafiidakileri icermektedir: bir DF-1 hiicre hattina bir kus retroviral vektériinii kodlayan
bir niikleotid dizininin gegici olarak sokulmasi;;, burada kus retroviral wvektori
replikasyondan yetersiz ALV vektoriidir; DF-1 hiicre hattina replikasyondan yetersiz
retroviral vektériin kopyalanmas: icin gerekli triinleri kodlayan niikleotid dizinlerinin
gecici olarak sokulmasi; iliriinler gag, pol ve VSV-G proteinleridir; burada gag ve pol
proteinlerini kodlayan niikleotid dizini (dizinleri) bir plazmid iizerinde bulunmaktadir ve
VSV-G proteinini kedlayan niikleotid dizini {dizinleri) baska bir plazmidin {izerinde
bulunmaktadir ve burada gag, pol ve VSV-G CMV promotériiniin kontroli altindadir; ve

viral parcaciklarin toplanmasi.
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Mevcut bulus ayrica transjenik bir kusun {liretim yéntemini saglamaktadir; yéntem
asagidakileri igermektedir: bir DF-1 hiicre hattina bir kus retroviral vektdriinii kodlayan
bir niikleotid dizininin gegici olarak sokulmasi;; burada kus retroviral wvektéri
replikasyondan yetersiz ALV vektoriidiir; DF-1 hiicre hattina replikasyondan yetersiz
retroviral vektdriin kopyalanmasi igin gerekli iirlinleri kodlayan niikleotid dizinlerinin
gecici olarak sokulmasy; iriinler gag, pol ve VSV-G proteinleridir; burada gag ve pol
proteinlerini kodlayan niikleotid dizini (dizinleri) bir plazmid {izerinde bulunmaktadir ve
VSV-G proteinini kodlayan niikleotid dizini {dizinleri) baska bir plazmidin Gzerinde
bulunmaktadir ve burada gag, pol ve VSV-G CMV promotériiniin kontrolii alundadir; viral
parcaciklarin toplanmasi; viral parcaciklarin bir kus embriyon hiicresine sokulmasi; ve

embriyodan transjenik kusun elde edilmesi.

Bulus ayrica ekzojen proteinin Uretim ydntemini saglamaktadir; yéntem asagidakileri
icermektedir: bir DF-1 hiicre hattina bir kus retroviral vektériinii kodlayan bir niikleotid
dizininin gecici olarak sokulmasi; burada kus retroviral vektoril replikasyondan yetersiz
ALV vektoridiir ve burada kus retroviral vektdrii faal olarak bir promotdre baglanan
ekzojen bir protein i¢in bir kodlama dizini icermektedir; DF-1 hiicre hattina
replikasyondan yetersiz retroviral vektoriin kopyalanmas igin gerekli Griinleri kodlayan
niikleotid dizinlerinin sokulmasi; Grianler gag, pel ve VSV-G proteinleridir; burada gag ve
pol proteinlerini kodlayan niikleotid dizini (dizinleri) bir plazmidin {izerinde
bulunmaktadir ve VSV-G proteinini kodlayan niikleotid dizini (dizinleri) baska bir
plazmidin lzerinde bulunmaktadir ve burada gag, pol ve VSV-G CMV promotdriniin
kontroli altindadir; viral parcgaciklarin toplanmasi; viral par¢aciklarin bir kus embriyon
hiicresine sokulmasi; ve embriyodan elde edilen transjenik bir kusun yumurtladigt bir

yumurtadan ekzojen proteinin elde edilmesi.

Bulus yontemleri ve belirli dizenlemeleri ekteki istemlerde belirtilmektedir.

Bir durumda, tarifnamedeki ydntemler 6rnegin retroviral bir vektérii kodlayan bir
niikleotid dizininin bir hiicreye transfekte edilmesiyle sokulmasi (6rnegin gecici
transfeksiyon); burada retroviral vektér replikasyon agisindan yetersizdir ($rnegin
replikasyondan yetersiz bir retrovirisi kodlayan bir poliniikleotidi iceren tek bir
niikleotid dizini}; érnegin hiicre icinde islevsel olan promotérlerin kontrolt altindaki iki
veya daha fazla niikleotid dizininin hiicreye transfekte edilmesiyle sokulmasi; burada

niikleotid dizinleri gag, pol ve env proteinlerini kodlayan niikleotid dizinleri gibi
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replikasyondan yetersiz viriisin kopyalanmasi i¢in gereken Uriinleri kodlamaktadir; ve

viral par¢aciklarin toplanmasi.

Tarifnamedeki 6zellikle faydali bir durumda, hiicreye sokulan her niikleotid dizini (baska
bir deyisle, retroviral vektérii kodlayan niikleotid dizini (dizinleri) ve replikasyondan
yetersiz viriisi kopyalamak icin gerekli tGriinleri kodlayan niikleotid dizin (dizinler)) gecici
sekilde sokulmaktadir. Baska bir deyisle, niikleotid dizinlerinin hiicrede kopyalanmasi
beklenmemektedir ve hiicresel genomla bitiinlesmesi beklenmemektedir. Ornegin,
niikleotid dizinleri bir veya daha fazla bakteriyel plazmid vektériinde bulunan hiicreye
sokulabilmektedir. Tarifname ayrica gecici sekilde hiicreye sokulan replikasyondan
yetersiz viriisiin kopyalanmas: icin gerekli tirlinleri kodlayan niikleotid dizini (dizinleri) ve
niikleotid dizininin (dizinlerinin) hiicre genomuyla sabit biitiinlesmesini saglayacak
sekilde hicreye sokulan retroviral vektdérii kodlayan niikleotid dizini (dizinleri)
tasarlamaktadir. Yontemler hiicre genomlarinda, érnegin hiicre hatlarindaki hiicrelerde
istenilen niikleotid dizinlerinin sabit entegrasyonunu saglamasi acisindan bu alanda iyl
bilinmektedir. Ornegin, replikasyondan yetersiz retroviral vektorler hiicresel bir genomda

sabit entegrasyoen icin kullanilabilmektedir.

Replikasyondan yetersiz virisin kopyalanmasi icin gerekli Griinleri kodlayan niikleotid
dizin (dizinler) retroviral vektérii kodlayan niikleotid dizinin (dizinlerin) sokulmasindan
once hicreye sokulabilmektedir; replikasyondan yetersiz viriisii kopyalamak icin gerekli
uriinleri kodlayan niikleotid dizin (dizinler) retroviral vektérii kodlayan niikleotid
dizininin (dizinlerinin) sokulmasiyla vyaklagsik olarak ayni zamanda hiicreye
sokulabilmektedir; veya replikasyondan yetersiz viriisiin kopyalanmas1 i¢in gerekli
triinleri kedlayan ndkleotid dizini (dizinleri) retroviral vektdrii kodlayan niikleotid
dizininin (dizinlerinin] sokulmasindan sonra hiicreye sckulabilmektedir. Tarifnamedeki
bir durumda, replikasyondan yetersiz retroviral vektérin kopyalanmasim saglayan
iirtinleri kodlayan nikleotid dizinleri bir veya daha fazla plazmide, érnegin her niikleotid
dizini icin bir plazmide dahil edilmektedir. Tarifnamedeki belirli faydali durumlarda,
replikasyondan yetersiz retroviral vektoriin kopyalanmasi icin saglanan iiriinleri kedlayan
plazmide dahil edilmektedir. Tarifnamedeki belirli faydalh durumlarda, replikasyondan
yetersiz retroviral vektdr bir plazmide dahil edilmektedir. Niikleotid dizinler tarifnameye
gore bir plazmide dahil edildiginde, bu dizinler tipik olarak gecici gekilde hiicreye

sokulacaktir.
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Mevcut tarifnamede oldukea faydali olabilen belirli hiicreler ve hiicre hatti kus
hiicreleridir (6rnegin kus fibroblast hiicreleri) ve oOrnegin tavuk, hindi, ordek, kaz,
bildircin, siiliin, papagan, saka, sahin, karga gibi kuslardan ve 6rnegin tavus kusu, kosucu
devekusu ve tepeli devekusu dahil olmak iizere ugamayan kuslardan elde edilen kus hiicre
hatlandir (6rnegin kus fibroblast hiicre hatlar1). Tarifnamedeki ozellikle faydah bir
durumda, tavuk fibroblast hiicre hatti kullamilmaktadir. Bununla birlikte, tarifname
fibroblast hiicrelerinin kullanimiyla simirlandirilmamaktadir ve spesifik olarak fare hiicre
hatlari, insan hiicre hatlar;, CHO hiicreleri gibi hamster hiicre hatlarnn ve LMH, LMH2a

hiicreleri gibi tavuk hiicre hatlar1 gibi her tiirld faydali hiicre hattim tasarlamaktadir.

Tarifnamedeki oOzellikle faydali bir durumda, replikasyondan yetersiz retroviral bir
vektoria kodlayan niikleotid dizini bir kus retroviriisiine dayanan retroviral bir vektdri
kodlamaktadir. Kus retroviriisleriyle ilgili drnekler sinirlayici olmayacak sekilde Kus
Lésemi/Lokoz Virtisleri (ALV), drnegin sinirlayicl olmayacak sekilde RAV-0, RAV-1, RAV-2;
Kusg Sarkom Virisleri (ASV); sinirlayici olmayacak sekilde Rous Sarkom Virisii (RSV]) dahil
olmak izere Kus Sarkom/Akut Losemi Virisleri (ASLV); Fujinami Sarkom Virisleri (FSV);
Kus Miyeloblastoz Viriisleri {AMV); érnegin ve sinirlayic elmayacak sekilde MC29 gibi Kus
Eritroblastoz Viriisleri (AEV); Kus Miyelositomatoz Viriisleri (MCV); Retikuloendoteliyoz
Virisleri (REV), érnegin ve sinirlayict olmayacak sekilde Dalak Nekroz Virisini (SNV)
icermektedir. Tarifname ayrica replikasyondan yetersiz retroviral bir vektdrii kodlayan
niikleotid dizininin simirlayial elmayacak sekilde Fare Ldsemi Viriisleri (MLV]); Molony
Fare Sarkom Virlsleri (MMSV}; Moloney Fare Losemi Viriisleri (MMLV]); ve lentiviriisler
(6rnegin insan bagisiklik yetmezligi virtisit (HIV), kedi bagisikhik yetmezligi viriisit (FI1V),
sigir bagisikhik yetmezligi viriisii (BIV) ve maymun bagisiklik yetmezligi virtsiine (SIV)
dayanan retroviral vektdrler dahil olmak {izere faydali olan her retroviral vektori

kodlayabilmesini tasarlamaktadir.

Tarifnamedeki o6zellikle faydali bir durumda, replikasyondan yetersiz virisiin
kopyalanmasi i¢in gereken lriinleri kodlayan niikleotid dizini (dizinleri) kus retroviriisi
genomundan elde edilen veya tiiretilen niildeotid dizinidir. Bu tir kullamm i¢in tasarlanan
kus retroviriisleriyle ilgili érnekler simirlayict olmayacak sekilde 8rnegin ve simirlayic
olmayacak sekilde RAV-0, RAV-1, RAV-2 gibi Kus Ldsemi/Lokoz Virasleri (ALV); Kus
Sarkom Virisleri (ASV); sinirlayic olmayacak sekilde Rous Sarkem Virdsii (RSV) dahil
olmak iizere Kug Sarkom/Akut Losemi Virtisleri {ASLV); Fujinami Sarkom Virisleri (F5V);

Kus Miyeloblastoz Viriisleri (AMV]); Kus Eritroblastoz Virlisleri (AEV); érnegin ve
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stirlayict olmayacak sekilde MC29 gibi Kus Miyelositomatoz Virisleri (MCV); 6rnegin ve
sinirlayict olmayacak sekilde Dalak Nekroz Virtsii (SNV) gibi Retikuloendoteliyoz
Viriislerini (REV) icermektedir. Tarifname ayrica smirlayic olmayacak sekilde Fare
Losemi Viriisleri (MLV); Molony Fare Sarkom Viriisleri (MMSV}); Moloney Fare Lésemi
Viriisleri (MMLYV); ve sinirlayicl olmayacak sekilde lentiviriisler (6rnegin insan bagisiklik
yetmezligi virisii (HIV), kedi bagisiklik yetmezligi virtisii (FIV), sigir bagisiklik yetmezligi
virisii (BIV) ve maymun bagisiklik yetmezligi virlisii (SIV) dahil olmak iizere her tiir
faydali retroviriis genomundan elde edilen veya tiretilen niikleotid dizini olan
replikasyondan yetersiz virlisiin kopyalanmasi igin gerekli bir iiriinii kodlayan niikleotid

dizinini tasarlamaktadir.

Tarifnamenin spesifik bir agisina bir fibroblast hiicre hattina drnegin gag, pol ve env
proteinlerini kodlayan niikleotid dizinleri gibi replikasyondan yetersiz retroviral vektériin
kopyalanmas1 igin gereken niikleotid dizinlerinin sokulmasim (6rnegin transfekte
edilmesi) iceren viral bir parcacigin iiretimiyle ilgili yéntemler dahil edilmektedir; burada
gag, pol ve env proteinlerini kodlayan dizinler fibroblast hiicre hattinda islevsel olan bir
promotoriin kontrolii altindadir; ayrica fibroblast hiicre hattina replikasyondan yetersiz
retroviral vektorii kodlayan bir niikleotid dizininin sokulmasini (érnegin transfekte
edilmesi); ve viral pargaciklarin toplanmasini icermektedir. Tarifnamedeki bir durumda,
replikasyondan yetersiz retroviral vektdriin kopyalanmasi igin gereken gag, pol ve env
proteinlerini kodlayan dizinler bir veya daha fazla plazmide dahil edilmektedir. Ornegin,
gag, pol ve env proteinlerini kodlayan dizinlerin tiimi bir plazmide dahil edilmektedir
veya bunlarin her biri ayn bir plazmide dahil edilebilmektedir. Baska bir érnekte, gag, pol
ve env protein kodlayic dizinlerden ikisi (6rnegin gag ve pol) bir plazmidin lizerinde
bulunabilmektedir ve {g¢lincisi baska bir plazmidin (0rnegin env) iizerinde
bulunabilmektedir. Tarifnamenin bir durumunda, retroviral vektérii kodlayan niikleotid
dizini bir proviriistir. Baska bir deyisle, retroviral vektérii kedlayan niikleotid dizini
konakg¢t bir hiicre genomuyla bitiinlestirilen bir DNA'dir. Bir dizenlemede, retroviral

vektéria kodlayan niikleotid dizini bir plazmidte bulunmaktadir.

Tarifnamedeki 6zellikle faydali bir durumda, gag, pol ve env proteinini kodlayan niikleotid
dizinleri bir kus retrovirisiine aittir. Kus retrovirisleriyle ilgili 6rnekler simrlayici
olmayacak sekilde érnegin ve sinirlayict olmayacak sekilde RAV-0, RAV-1, RAV-2 gibi Kus
Losemi/Lokoz Virtsleri (ALV); Kus Sarkom Virisleri (ASV); sinirlayici olmayacak sekilde
Rous Sarkom Viriisii (RSV) dahil olmak Gzere Kus Sarkom/Akut Lésemi Viriisleri (ASLV);
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Fujinami Sarkem Virisleri (FSV}; Kus Miyeloblastoz Viriisleri (AMV); Kus Eritroblastoz
Viriisleri (AEV); 6rnegin ve simirlayict olmayacak sekilde MC29 gibi Kus Miyelositomatoz
Viriisleri (AMV); 6rnegin ve sinirlayic1 olmayacak sekilde Dalak Nekroz Viriisi (SNV] gibi
Retikuloendotelyoz Virilislerini (REV) icermektedir. Ayrica replikasyondan yetersiz
retroviral vektoriin kopyalanmasi igin gereken gag, pol ve env proteinini kodlayan
niikleotid dizinleri sinirlayici olmayacak sekilde Fare Losemi Viraslerine (MLV); Molony
Fare Sarkom Viriisleri (MMSV); Moloney Fare Lisemi Viriisleri (MMLV); ve lentiviriislere
(6rnegin insan bagisikhik yetmezIligi virtsii (HIV), kedi bagisiklik yetmezligi virtsii (FIV),
sigir bagisiklik yetmezligi viriisii (BIV) ve maymun bagisikhk yetmezligi viriisi (SIV)
dayanan retroviral vektdrler dahil olmak {izere faydali olan herhangi bir retroviral
vektirden tiiretilebilecek veya elde edilebilecek sekilde tasarlanmaktadir. Tarifnamedeki
belirli durumlarda, replikasyondan yetersiz retroviral vektdriin kopyalanmasi ic¢in
gereken niikleotid dizinlerinin tiimiiniin aym viriisten olmayabilmektedir. Ornegin, gag
proteini Kus Lokoz Virtisiinden (ALV) olabilmektedir; pol proteini Molony Fare Sarkom
Virlisiinden {(MMSV) olabilmektedir ve env proteini Kus Eritroblastoz Viriislerinden (AEV)
olabilmektedir. Bagka bir dérnekte, gag proteini Molony Fare Sarkom Virlisiinden (MMSV)
olabilmektedir; env proteini Kus Likoz Viriisiinden (ALV) olabilmektedir. Bunlar sadece
ornek agiklama amagh olarak saglanan oOrneklerdir ve tarifname bunlarla

stnirlandirilmamaktadir.

Tarifnamedeki spesifik durumlarin 6rnegin gag, pol ve env proteinleri gibi replikasyondan
yetersiz retroviral vektdriin kopyalanmasi igin gereken ii¢ niikleotid dizini gerektirmesine
ragmen, tarifname bunlarla sinirlandiriimamaktadir. Ornegin, replikasyondan yetersiz
retroviral vektérin kopyalanmasi i¢in gerekli tiriinleri saglamak igin sadece bir veya iki

niikleotid dizini gerekebilmektedir.

Bir acida, bulus transjenik kuglarin liretim yontemleriyle ilgilidir. Yontemler bulusa gore
iiretilen viral parcaciklarin toplanmasini ve toplanan retroviral parcgaciklarin érnegin
asama l-asama XII embriyolar gibi erken asamah embriyolara benzer kus embriyo
hiicrelerine sokulmasini ve ardindan embriyo hiicrelerinden tiiretilen yumurtadan ¢cikan

bir tavugun elde edilmesini icermektedir.

Mevcut bulusa baglantili olabilen belirli referanslar sunlardir: J.C. Burns, T.Friedmann et
al. {1993) “Vesicular stomatitis viris G glycoprotein pseudotyped retroviral vectors:

concentration to very high titer and efficient gene transfer into mammalian and
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nonmammalian cell” Proc Natl Acad Sci U S A 90(17): C.M. Chen, D. M. Smith et al. (1999)
“Production and design of more effective avian replication-incompetent retroviral
vectors.” Dev Biol 214(2): 370-84; Cosset et al. (1991) “Improvements of Avian Leukosis
Virus {ALV)-Based Retrovirls Vectors by Using Different cis-Acting Sequences from ALVs”
]. of Virology (65(6}; 3388-3394; ]. Schaefer-Klein, I. Givol et al. (1998) “The EV-0O-derived
cell line DF-1 supports the efficient replication of avian leukosis-sarcoma viruses and
vectors.” Virology 248(2): 305-11; 1 Agustos 200 tarihinde yaymlanan US Patent No.
6,096,534; 30 Eyliill 1997 tarihinde yayinlanan US Patent No. 5,672,485; 16.Kasim.1999
tarihinde yayinlanan US Patent No. 5,985,642; ve 9 Mart 1999 tarihinde yaymlanan US
Patent No. 5,879,924.

Burada aciklanan her dzellik kombinasyonu bu tir bir kombinasyona dahil edilen
dzelliklerin karsilikli olarak tutarsiz olmamasi sartiyla mevcut tarifnameye dahil
edilmektedir. Bu tiir kombinasyonlar bu tarifnameye dayanarak ve bu alanda uzman olan

bir kisinin bilgisine dayanarak acik hale gelecektir.

Sekillerin Kisa Aciklamasi

Sekil 1 RSV gag proteini ve RSV pol proteini i¢in kodlama dizinlerini iceren pCMV-gagpol
haritasini gostermektedir.

Sekil 2 bir CMV promotdr ve bir eritropoietin kodlama dizini (EPO 166 amino asitleri)
iceren bir ekspresyon kasetine sahip replikasyondan yetersiz pNLB vektoriinii iceren
pNLB-CMV-EPQ haritasin gdostermektedir.

Sekil 3 pNLB-CMV-EPO vektoriindeki eritropoietin kodlama dizinini 165 amino asit
kodlayicr formuna degistirmek konusunda faydali bir niikleotid dizini igeren pDRIVE
vektorini géstermektedir.

Sekil 4 insan eritropoietinin 165 amino asit formu (terminal arginin ¢ikarlmaktadir) icin
kodlama dizini iceren pDRIVE-des-Arg166-EPO haritasin gostermektedir.

Sekil 5 ticari clarak elde edilebilen pVSV-G'yi gostermektedir.

Detayh Aciklama

Buradaki tarifnameyi aciklamak i¢in kullanilan ¢esitli terimler ve anlamlar kapsaminda

aciklamak ve tanimlamak iizere belirli tamimlar burada belirtilmektedir.
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Burada kullamildig1 sekliyle “kusa ait” terimi simirlayici olmayacak sekilde tavuk, hindi,
ordek, kaz, bildirain, silin, papagan, saka, sahin, karga gibi kuslardan ve o6rnegin tavus
kusu, kosucu devekusu ve tepeli devekusu dahil olmak iizere ugamayan kuslar gibi
taksonomik kus sinifina giren bir organizmaya ait herhangi bir tiire, cinse veya alt cinse
karsihik gelmektedir. Terim hindiler, siiliinler, bildircinlar, érdek, devekuslar ve yaygm
olarak ticari miktarlarda beslenen diger kiimes hayvanlarinin yani sira bilinen ¢esitli tavuk
ve pili¢ tiirlerini (6rnegin Beyaz Legorn, Kahverengi Legorn, Minorka, Amroks, Kaliforniya
Grisi) icermektedir. Bu ayrica embriyon ve fetiis asamalart dahil olmak iizere tiim gelisme
asamalarindaki bireysel kus organizmalarini kapsamaktadir. “Kusa ait” terimi ayrica “kusa

ait bir hiicre (kus hiicresi)” gibi “bir kusa ait olan” anlamina gelebilmektedir.

“Niikleik asit veya poliniikleotid dizini veya niikleotid dizini” simirlayici olmayacak sekilde
mRNA, cDNA, genomik DNA ve dogal niikleosit bazli adenin, guanin, sitosin, timidin ve
urasil iceren sentetik DNA ve RNA dizinlerini igermektedir. Terim ayrica sinirlayici
olmayacak sekilde sahte ridin, 2-amino purin, doeoksi iridin ve deoksiinosin gibi bir

veya daha fazla degistirilmis baza sahip dizinleri kapsamaktadir.

“Terapotik proteinler” veya “farmasotik proteinler” bir ilaci kismen veya tamamen

yapilandiran bir amino asit dizinini icermektedir.

“Transjen” bir genoma yani ekzojen bir DNA dizinine sokulan DNA dizinidir. Transjen
drnegin sokulan retroviriis arti retroviriisle taginan herhangi bir dizin gibi sokulan dizinin
tamamina karsilik gelebilmektedir. “Transjen” ayrica Ornegin bir kodlama dizini ve
promotdr ve ornegin sokulan retroviriise ait LTR’ler arasindaki niikleotid dizini gibi

retroviriisle tasinan séz konusu dizine karsilik gelebilmektedir.

“Dayanmaktadir” veya “dayandirilmaktadir” terimi belirli bir retroviriise dayanan veya
belirli retroviriisiin niikleotid dizinine dayandirillan retroviral vektérde oldugu gibi,
retroviral vektéire ait genomun belirli retrovirils genomuna ait niikleotid dizininin énemli
bir kismum igerdigi anlamina gelmektedir. Temel kisitm belirli bir gen veya gag, pol
ve/veya env proteinlerini kodlayan niikleotid dizini gibi bir niikleotid dizini veya LTR'leri
kodlayan dizinler gibi viriis genomunun diger yapisal veya islevsel niikleotid dizini
olabilmektedir veya bu alanda uzman kisilerin bilgisi dahilinde tarifnamedeki metinden
agik hale gelecegi lizere drnegin retroviriis genomunun biiytk bir kismi (6rnegin %60’dan

daha fazla veya %70’den daha fazla veya %80’den daha fazla veya %90’dan daha fazla)
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retroviral vektéire ait genomun belirli retrovirils genomuna ait niikleotid dizininin énemli
bir kismum igerdigi anlamina gelmektedir. Temel kisitm belirli bir gen veya gag, pol
ve/veya env proteinlerini kodlayan niikleotid dizini gibi bir niikleotid dizini veya LTR'leri
kodlayan dizinler gibi viriis genomunun diger yapisal veya islevsel niikleotid dizini
olabilmektedir veya bu alanda uzman kisilerin bilgisi dahilinde tarifnamedeki metinden
agik hale gelecegi lizere drnegin retroviriis genomunun biiytk bir kismi (6rnegin %60’dan

daha fazla veya %70’den daha fazla veya %80’den daha fazla veya %90’dan daha fazla)
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veya tamami gibi esasen tam bir retroviriis genomu olabilmektedir. Retroviriise
dayandirilan retroviral vektérlerle ilgili drnekler Cosset et al. tarafindan (Journal of
Virology (1991), cilt 65, sayfalar 3388-3394]) aciklandigi gibi ALV retroviriisiine
dayandirilan NL retroviral vektérleridir (6rnegin NLB). NLB, NLD ve NLA gibi NL

vektérleri mevecut bulus yontemlerinde kullamlacak sekilde tasarlanmaktadir.

“Kodlama dizini” veya “acik okuma cergevesi” uygun diizenleyici dizinlerin kontroli
altinda yerlestirildiginde canl organizmada veya laboratuvar ortaminda bir polipeptide
kopyalanabilen ve cevrilebilen (DNA durumunda) veya doniistiiriilebilen (mRNA
durumunda) bir niikleotid dizinine karsilik gelmektedir. Kodlama dizinlerinin simirlari 5’
(amino) ucundaki bir ¢evrim baslangic kodonuyla ve 3’ (karboksi) ucundaki ¢evrim
durdurma kodonuyla belirlenmektedir. Cevrim sonlandirma dizini genellikle kodlama
dizinine 3’ seklinde yerlestirilecektir. Kodlama dizini ¢evrilmemis bélgelerle 5 ve/veya 3’

uclarini yandan destekleyebilmektedir.

Niikleik asit “kontrol dizinleri” veya “diizenleyici dizinler” tanimlanan konakg1 hiicrede
verilen kodlama dizininin kopyalanmasi ve ¢evrilmesi icin gerekli ve yeterli oldugu lizere
promotor dizinlere, cevrim baglangi¢ ve bitis kodonlarina, ribozem baglanma alanlarina,
poliadenilasyon sinyallerine, transkripsiyon sonlandirma dizinlerine, iist akis diizenleyici
alanlara, giiclendiricilere ve benzerlerine karsilik gelmektedir. Okaryotik hiicreler icin
uygun olan kontrol dizinleriyle ilgili 6rnekler promotorler, poliadenilasyon sinyalleri ve
giiclendiricilerdir. istenilen genin kopyalanmasi ve cevrimi icin gerekli ve yeterli
bulundugu siirece, bu kontrol dizinlerinin hepsinin rekombinant vektérde bulunmasina

gerek yoktur.

“Faal olarak veya “uygulanabilir sekilde” istenilen fonksiyonu gerceklestirecek sekilde
kodlama ve kontrol dizinlerinin tasarimina karsilik gelmektedir. Buna bagh olarak, bir
kodlama dizinine uygulanabilir sekilde baglanan kontrol dizinleri kodlama dizininin
ekspresyonu gerceklestirebilmektedir. DNA polimerazi promotér dizine baglandigida ve
kodlama dizinini kodlanan proteine cevrilebilen mRNA'ya kopyalandiginda, kodlama
dizini uygulanabilir sekilde bir hiicredeki transkripsiyonel diizenleyici bdlgelere
baglanmaktadir veya bunlarin kontrolii altmdadir. Ekspresyonu ydnlendirmek islevini
gordiigla siirece, kontrol dizinlerinin kodlama dizinine bitisik olmasi gerekmemektedir.
Dolayisiyla, drnegin hali hazirda kopyalanan ¢evrilmemis dizinlerin araya girmesi durumu

promotdr dizin ile kodlama dizini arasinda bulunmaktadir ve prometdr dizinin hali
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hazirda kodlama dizinine “uygulanabilir sekilde” baglandig: diisiiniilmektedir.

“Heterolog” ve “ekzojen” terimleri kodlama dizinleri ve kontrol dizinleri gibi niikleik asit
dizinleriyle ilgili olduklari i¢in, normal olarak bir rekombinant yap1 bélgesiyle veya belirli
bir kromozom bdélgesiyle hirlestirilmeyen ve/veya normal olarak belirli bir hiicreyle
birlestirilmeyen dizinleri belirtmektedir. Buna baglh olarak, niikleik asit yapisinin
“ekzojen” bhdlgesi dogal olarak diger molekiile birlesik olmayan bagka bir niikleik asit
molekiliiniin icinde bulunan veya buna baglanan tammlanabilir bir niikleik asit
bélimiidir. Ornegin, yapinin ekzojen bélgesi dogal olarak kodlama diziniyle birlesik
olmayan dizinlerle yandan desteklenen bir kodlama dizinini icerebilmektedir. Ekzojen
kodlama diziniyle ilgili baska bir 6rnek, kodlama dizininin kendisinin dogada bulunmadigi
bir yapidir (6rnegin dogal genden farkh kodonlara sahip sentetik dizinler). Benzer sekilde,
normal olarak konakgi hiicrede bulunmayan bir yapiyla veya niikleik asitle déniistiiriilen

konakg1 hiicre bu tarifnamenin amaglari dogrultusunda ekzojen olarak diisiiniilmektedir.

“Ekzojen protein” veya “heterolog protein” burada kullanildig: sekliyle dogal olarak belirli
bir dokuda veya hiicrede bulunmayan bir proteine, ekzojen ekspresyon yapisina veya
transjenine ait ekspresyon Uriinii olan bir proteine veya dogal olarak belirli dokuda veya
hiicrede verilen miktarda bulunmayan bir proteine karsilik gelmektedir. Bir yumurtanin
disindaki bir protein yumurtlayan hayvanin transjeninde bulunan bir kodlama dizininin

ekspresyonu sonucunda yumurtada bulunan bir protein olabilmektedir.

Burada agiklanan ekspresyon lrinleri tanimlanan kimyasal yapiya sahip proteinli bir
maddeden olusabilmektedir. Bununla birlikte, belli yap1 ézellikle proteinlerde yaygin olan
kimyasal modifikasyonlar gibi cesitli faktérlere baglidir. Ornegin biitiin proteinler
iyonlagabilir amino ve karboksil gruplan icerdigi icin, protein asidik veya bazik formda
veya notr formda elde edilebilmektedir. Birincil amino asit dizini seker molekiiller
kullanilarak (glikosilasyon) veya g¢ogunlukla sakaridlerle birlestirildiginde meydana
gelecek sekilde drnegin lipitlere, fosfata, asetil gruplarina ve benzerlerine kovalent veya
iyonik baglanmay: iceren diger kimyasal tiretme ydntemleriyle tiiretilebilmektedir. Bu
modifikasyonlar canh organizmada veya laboratuvar ortaminda meydana gelebilmektedir;
bu ikincisi posttranslasyonel islem sistemleri sayesinde bir konak¢1 hiicreyle
gergeklestirilmektedir. Bu tiir modifikasyonlar molekiiliin biyolojik aktivitesini
arttirabilmektedir veya azaltabilmektedir ve bu sekilde kimyasal olarak degistirilmis

molekiillerin ayrica tarifnamenin kapsamina girmesi beklenmektedir.
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“Vektdr” tek zincir, ¢ift zincir, dairesel veya asin1 sargih DNA veya RNA’dan olusan bir
polinliklectid anlamma gelmektedir. Tipik bir vektor islevsel gen ekspresyonunu saglamak
iizere faal olarak uygun uzakliklarda baglanan asagidaki elemanlari icerebilmektedir:
replikasyon kaynagi, promotér, giiglendirici, 5° mRNA 6ncii dizini, ribozom baglanma
alani, niikleik asit kaseti, sonlandirma ve poliadenilasyon alanlan ve secilebilir isaret
dizinleri. Bu elemanlardan biri veya daha fazlasi spesifik uygulamalarda
¢ikarlabilmektedir. Niikleik asit kaseti ifade edilecek olan niikleik asit dizininin sokulmas:
icin bir veya daha fazla sinirlama bélgesi igerebilmektedir. islevsel bir vektorde, niikleik
asit kaseti cevrim baslatma ve sonlandirma alanlar1 dahil olmak iizere ifade edilecek olan
niikleik asit dizinini icermektedir. Yapiya bir intron istege bagh olarak dahil
edilebilmektedir, 6rnegin kodlama dizinine 5 dahil edilmektedir. Vektir belirli kodlama
dizini uygun diizenleyici dizinlerle hirlikte vektére yerlestirilecek sekilde
yapilandirilmaktadir; kontrol dizinlerine gére kodlama dizininin yerlestirilmesi ve
yonlendirilmesi, kodlama dizini kontrol edici veya diizenleyici dizinlerin “kontrolii” altinda
kopyalanacak sekilde gerceklestirilimektedir. Séz konusu belirli proteini kodlayan
dizinlerin modifikasyonu bu uca ulasmasi istenebilmektedir. Ornegin, bazi durumlarda
dizinin degistirilmesi gerekli olabilmektedir; béylelikle uygun yénlendirmeyle birlikte
kontrol dizinlerine baglanabilmektedir; veya okuma c¢ercevesini korumak igin
baglanabilmektedir. Kontrol dizinleri ve diger diizenleyici dizinler bir vektére sokulmadan
dnce kodlama dizinine baglanabilmektedir. Alternatif olarak, kodlama dizini hali hazirda
kontrol dizinlerini ve kontrol dizinlerinin diizenleyici kontroliiyle birlikte ve bunlarin
kontrolii altinda olan uygun bir sinirlama alamm igeren bir ekspresyon vektdriine

dogrudan klonlanabilmektedir.

“Retroviral vektdr” niikleotid dizinlerini bir hiicreye tasimak i¢in kullamilabilen bir
retroviristiir veya degistirilmis bir retroviriistir. Viris, viral vektér, retroviriis ve
retroviral  vektér  terimleri  tarifname  icerisinde  birbiriyle  degistirilerek

kullantlabilmektedir.

“Promotor” RNA polimerazimin gen kopyalanmasini baglatmak icin baglandign DNA
iizerindeki bir alandir, Tarifnamedeki bazi durumlarda, promotér dizinlerin eklenmesiyle
veya c¢ikarnlmasiyla degistirilecektir veya bir sentetik ve dogal dizin kombinasyonu
olabilen dizinlerin yan: sira dogal ve sentetik dizinler dahil olmak {izere alternatif
dizinlerle degistirilebilmektedir. Cogu Okaryotik promotdr iki tip dogrulama dizini

icermektedir: TATA kutusu ve (ist akis promotdr elemanlari. Kopyalama baslatma alanina
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ait dnceki yerlesik iist akis kopyalamay1 dogru alanda baslatmak icin RNA polimerazin
yonlendirilmesine dahil edilmektedir, buna karsmm bu ikincisinin kopyalama hizim
belirledigi gorilmektedir ve TATA kutusunun st akisidir. Guglendirici elemanlar ayrica
bagli promotérlerden kopyalamay tetikleyebilmektedir, ancak bircogu 6zellikle belirli bir
hiicre tipinde islev gormektedir. Ornegin SV40 promotér, sitomegaloviriis (CMV)
promotdr, rous-sarkom virisi (RSV) promotér ve maymun 16semi virtsii (MLV) promotér
gibi viriislerden tiiretilen birgok giiclendirici/promotdr elemanm hepsi ¢ok cesitli hiicre
tiplerinde aktiftir ve “yapilandiric1” veya “yaygin” olarak adlandirilmaktadir. Yapilandiric
olmayan promotdrle ilgili bir érnek fare memeli timdr virtisi (MMTV) promoetoridir.
Klonlama alanina sokulan niikleik asit dizini s6z konusu polipeptidi kodlayan herhangi bir
acik okuma cergevesine sahip olabilmektedir; kodlama dizininin sdz konusu polipeptidi
kodlamas1 sartiyla, uygun mRNA molekiillerinin iiretimini bloke edebilen kriptik ek
alanlardan yoksun olmas: ve/veya diizensiz sekilde eklenmis veya anormal mRNA

molekiillerini iiretmesi gerekmektedir.

“Isaret geni” dogru sekilde transfekte edilen hiicrelerin tanimlanmasi ve ayrilmasi
amaciyla saglanan bir proteini kodlayan bir gendir. Uygun isaret dizinleri simirlayic
olmayacak sekilde yesil, sar1 ve mavi floresan protein genlerini (sirasiyla GFP, YFP ve BFP)
icermektedir. Uygun olan diger isaretler timidin kinaz (tk), dihidrofolat rediiktaz (DHFR)
ve aminoglikosid fosfotransferaz (APH) genlerini icermektedir. Bu ikincisi kanamisin,
neomisin ve genetisin gibi aminoglikosid antibiyotiklerine karsi direng gostermektedir.
Kloramfenikol asetiltransferaz (CAT), B-laktamaz, [3-galaktosidaz ($-gal) gibi bunlar ve
diger isaret genleri istenilen proteini ifade eden genle birlikte birincil nikleik asit
kasetiyle hirlestirilebilmektedir veya secici isaretler ayr vektdrlere dahil edilebilmektedir

ve birlikte transfekte edilebilmektedir.

“Plazmid” terimi burada kullamldig: sekliyle tipik olarak ékaryotik bir hiicrede yeniden
uretilemeyen bir vektore Kkarsilik gelmektedir ve tipik olarak okaryotik hiicrenin
genomuyla birlestirilmemektedir. Plazmidler ézellikle gecici transfeksiyon iiretiminde

faydahdir.

“Raportor gen” kodladigi proteinin varhiyla hiicredeki aktivitesini “bildiren” bir isaret

genidir.

“Replikasyondan vyetersiz” virils veya viral vektdr kopyalama igcin gereken kendi
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gibi viriislerden tiiretilen birgok giiclendirici/promotdr elemanm hepsi ¢ok cesitli hiicre
tiplerinde aktiftir ve “yapilandiric1” veya “yaygin” olarak adlandirilmaktadir. Yapilandiric
olmayan promotdrle ilgili bir érnek fare memeli timdr virtisi (MMTV) promoetoridir.
Klonlama alanina sokulan niikleik asit dizini s6z konusu polipeptidi kodlayan herhangi bir
acik okuma cergevesine sahip olabilmektedir; kodlama dizininin sdz konusu polipeptidi
kodlamas1 sartiyla, uygun mRNA molekiillerinin iiretimini bloke edebilen kriptik ek
alanlardan yoksun olmas: ve/veya diizensiz sekilde eklenmis veya anormal mRNA

molekiillerini iiretmesi gerekmektedir.

“Isaret geni” dogru sekilde transfekte edilen hiicrelerin tanimlanmasi ve ayrilmasi
amaciyla saglanan bir proteini kodlayan bir gendir. Uygun isaret dizinleri simirlayic
olmayacak sekilde yesil, sar1 ve mavi floresan protein genlerini (sirasiyla GFP, YFP ve BFP)
icermektedir. Uygun olan diger isaretler timidin kinaz (tk), dihidrofolat rediiktaz (DHFR)
ve aminoglikosid fosfotransferaz (APH) genlerini icermektedir. Bu ikincisi kanamisin,
neomisin ve genetisin gibi aminoglikosid antibiyotiklerine karsi direng gostermektedir.
Kloramfenikol asetiltransferaz (CAT), B-laktamaz, [3-galaktosidaz ($-gal) gibi bunlar ve
diger isaret genleri istenilen proteini ifade eden genle birlikte birincil nikleik asit
kasetiyle hirlestirilebilmektedir veya secici isaretler ayr vektdrlere dahil edilebilmektedir

ve birlikte transfekte edilebilmektedir.

“Plazmid” terimi burada kullamldig: sekliyle tipik olarak ékaryotik bir hiicrede yeniden
uretilemeyen bir vektore Kkarsilik gelmektedir ve tipik olarak okaryotik hiicrenin
genomuyla birlestirilmemektedir. Plazmidler ézellikle gecici transfeksiyon iiretiminde

faydahdir.

“Raportor gen” kodladigi proteinin varhiyla hiicredeki aktivitesini “bildiren” bir isaret

genidir.

“Replikasyondan vyetersiz” virils veya viral vektdr kopyalama igcin gereken kendi
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genomundan bir eleman eksik olan virlis veya viral vektordiir.

“Retroviral parc¢acik”, “aktaric1 parcacilk” veya “transdiiksiyvon parcacig” viral olmayan
DNA veya RNA'yi bir hiicreye aktarabilen replikasyondan yetersiz veya replikasyon

acisindan yetkin bir viriise veya retroviriise karsilik gelmektedir.

“Transformasyon”, “transditksiyon” ve “transfeksiyon” terimlerinin timi bir

poliniiklectidin bir hiicreye sokulmasim belirtmektedir.

“Magnum” infundibulum ile yumurtanin beyazindaki proteinleri sentezleyen ve salgilayan

boru sekilli bez hiicrelerini iceren istmus arasindaki yumurta kalanimin bir pargasidir.

“Optimize edilmis” terimi “optimize edilmis kodlama dizini” kapsaminda kullanilmaktadir;
burada her belirli amino asit i¢in en sik Kkullanilan kodonlar yumurta beyazi
proteinlerindeki yumurta albiiminlerinde, lizozimlerinde, ovomiikoidlerinde
bulunmaktadir ve mevcut tarifnameye gore {retilen retroviral vektorlere veya
parcaciklara sokulabilen ovotransferin optimize edilmis polintkleotid dizinini kodlayic
ekzojen proteininin tasariminda kullamlmaktadir. Daha spesifik olarak, optimize edilen
DNA dizini tavuk yumurta kanah optimize edilmis kodon kullanimina dayandirilmaktadir
ve tavuk (Gallus gallus) yumurta alblimini, lizozimi, ovemikoidi ve ovotransferin
proteinlerinden derlenen bir kodon kullanim tablosuna sahip Wisconsin Paketi, Versiyon
9.1 BACKTRANSLATE program (Genetics Computer Group Inc, Madison, Wis.)
kullanilarak iiretilebilmektedir. Ornegin, dért yumurta beyazi proteinlerindeki amino asit
alanine ait dért kodonun kullanim yiizdesi GCU i¢in %34, GCC igin %31, GCA igin %26 ve
GCG icin %8'dir. Bu sebeple, GCU optimize edilmis insan IFN-g 2b kodlama dizininde
alaninlerin ¢ogu icin kodon olarak kullanilmaktadir; bu amino asit dizini bu alanda iyi
bilinmektedir. Optimize edilmis insan IFN-o 2b icin gen iceren vektdrler dokularinda ve
yumurtadaki transjenik kiimes hayvanlarindan tiiretilen [FN-o 2b’yi (TPD IFN-o0 2b) ifade
eden transjenik kuslar1 yaratmak i¢in kullanilmaktadir. Benzer sekilde, yukaridaki yéntem
dokularinda ve yumurtadaki transjenik kiimes hayvanlarindan taretilen eritropoietini
(TPD EPO) ifade eden transjenik kuslam yaratmak amaciyla optimize edilmis insan

eritropoietin {EPQ) polintikleotid dizininin tasarimi i¢in kullanilmaktadir.

Tarifname embriyon hiicreleri dahil olmak iizere 6rnegin kus hiicreleri gibi hiicreleri
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aktarabilen viral parcaciklarin iiretimiyle ilgilidir. Ozellikle, replikasyondan yetersiz

retroviral vektérler tarifnameye gore iretilebilmektedir.

Tarifname kus hiicreleri gibi mevcut tarifnameye gore kullamlacak olan faydal olan her
hiicrenin uygulanmasini tasarlamaktadir. Tarifnamedeki 6zellikle faydalh bir durumda,
burada kullanilan hiicreler 6liimsiizdiir; baska bir deyisle, hiicreler kiltirde siirekli olarak

buytiyebilmektedir.

Tarifnamenin bununla smirlandirlmamasina ragmen, fibroblast hiicrelerin {yani
fibroblast hiicre hatti1} burada aciklandig1 gibi dzellikle faydali olduklar gésterilmektedir.
Ornegin, tarifname insan fibroblast hiicreleri, tavsan fibroblast hiicreleri, sigir fibroblast
hiicreleri, siiriingen fibrablast hiicreleri, balklara ait fibroblast hiicreleri veya diger faydah
fibroblast hiicrelerinin kullamimim tasarlamaktadir. Tarifnamenin 6zellikle faydali bir
acisinda, kus fibroblast hiicreleri kullanilmaktadir. Tarifname belirli herhangi bir kus
fibroblast hiicresinin kullanimiyla simirlandirilmamaktadir; bununla birlikte, fibroblast
hiicrelerinin tarifnameye gore tiiretilebildigi kuslarla ilgili 6rnekler simirlayici olmayacak
sekilde hindi, érdek, kaz, bildircin, siiliin, papagan, saka, sahin, karga ve devekusu, kosucu
devekusu ve tepeli devekusu dahil olmak lizere ucamayan kuslari icermektedir. Burada
aciklandigi sekliyle kullanim icin ézellikle faydali olan bir kus fibroblast hiicresi tipi tavuk
fibroblast hicresidir. Sinirlayict olmayacak sekilde Beyaz Legorn, Kahverengi Legorn,
Barred-Rock, Sussex, New Hampshire, Rhode Island, Australorp, Minorca, Amrox ve
Kaliforniya Grisi gibi ¢ok c¢esitli tavuk tiirlerinden (yani Gallus gallus} birine ait fibroblast

hiicreleri kullanilabilmektedir,

Fibroblast hiicreleri tipik olarak baglayici dokuda bulunan hiicrelerdir veya baglayia
dokuyu meydana getiren hicrelerdir. Bir agida, fibroblast hiicreleri kolajen meydana
getirmektedir. Fibroblast hiicreleri kolajen ac¢isindan zengin hiicre dist bir matris
salgilayan hicreler olarak tanimlanabilmektedir. Fibroblast hiicreleri c¢cok cesitli
kaynaklardan tiiretilebilmektedir. Ornegin, tarifname kas dokusu gibi dokulardan veya
karaciger, deri ve akciger gibi organlardan elde edilen fibroblast hiicrelerini
tasarlamaktadir. Bir durumda, tarifname érnegin éliimsiiz tavuk embriyo fibroblast hiicre
hatlar1 gibi tavuk embriyo fibroblast hiicrelerine benzer embriyo fibroblast hiicrelerinin
kullanimini tasarlamaktadir. Ozellikle faydah olan fibroblast hiicre hatt (DF-1) 30 Eyliil
1997 tarihinde yayinlanan US Patenti No. 5,672,485’de aciklanmaktadir.



10

15

20

25

30

35

16

aktarabilen viral parcaciklarin iiretimiyle ilgilidir. Ozellikle, replikasyondan yetersiz

retroviral vektérler tarifnameye gore iretilebilmektedir.

Tarifname kus hiicreleri gibi mevcut tarifnameye gore kullamlacak olan faydal olan her
hiicrenin uygulanmasini tasarlamaktadir. Tarifnamedeki 6zellikle faydalh bir durumda,
burada kullanilan hiicreler 6liimsiizdiir; baska bir deyisle, hiicreler kiltirde siirekli olarak

buytiyebilmektedir.

Tarifnamenin bununla smirlandirlmamasina ragmen, fibroblast hiicrelerin {yani
fibroblast hiicre hatti1} burada aciklandig1 gibi dzellikle faydali olduklar gésterilmektedir.
Ornegin, tarifname insan fibroblast hiicreleri, tavsan fibroblast hiicreleri, sigir fibroblast
hiicreleri, siiriingen fibrablast hiicreleri, balklara ait fibroblast hiicreleri veya diger faydah
fibroblast hiicrelerinin kullamimim tasarlamaktadir. Tarifnamenin 6zellikle faydali bir
acisinda, kus fibroblast hiicreleri kullanilmaktadir. Tarifname belirli herhangi bir kus
fibroblast hiicresinin kullanimiyla simirlandirilmamaktadir; bununla birlikte, fibroblast
hiicrelerinin tarifnameye gore tiiretilebildigi kuslarla ilgili 6rnekler simirlayici olmayacak
sekilde hindi, érdek, kaz, bildircin, siiliin, papagan, saka, sahin, karga ve devekusu, kosucu
devekusu ve tepeli devekusu dahil olmak lizere ucamayan kuslari icermektedir. Burada
aciklandigi sekliyle kullanim icin ézellikle faydali olan bir kus fibroblast hiicresi tipi tavuk
fibroblast hicresidir. Sinirlayict olmayacak sekilde Beyaz Legorn, Kahverengi Legorn,
Barred-Rock, Sussex, New Hampshire, Rhode Island, Australorp, Minorca, Amrox ve
Kaliforniya Grisi gibi ¢ok c¢esitli tavuk tiirlerinden (yani Gallus gallus} birine ait fibroblast

hiicreleri kullanilabilmektedir,

Fibroblast hiicreleri tipik olarak baglayici dokuda bulunan hiicrelerdir veya baglayia
dokuyu meydana getiren hicrelerdir. Bir agida, fibroblast hiicreleri kolajen meydana
getirmektedir. Fibroblast hiicreleri kolajen ac¢isindan zengin hiicre dist bir matris
salgilayan hicreler olarak tanimlanabilmektedir. Fibroblast hiicreleri c¢cok cesitli
kaynaklardan tiiretilebilmektedir. Ornegin, tarifname kas dokusu gibi dokulardan veya
karaciger, deri ve akciger gibi organlardan elde edilen fibroblast hiicrelerini
tasarlamaktadir. Bir durumda, tarifname érnegin éliimsiiz tavuk embriyo fibroblast hiicre
hatlar1 gibi tavuk embriyo fibroblast hiicrelerine benzer embriyo fibroblast hiicrelerinin
kullanimini tasarlamaktadir. Ozellikle faydah olan fibroblast hiicre hatt (DF-1) 30 Eyliil
1997 tarihinde yayinlanan US Patenti No. 5,672,485’de aciklanmaktadir.



10

15

20

25

30

35

17

Tarifname belirli niikleotid dizinlerinin, yani replikasyondan vyetersiz retroviriisleri
kodlayan niikleotid dizinlerinin ve érnegin gag, pol ve env proteinlerden ikisi veya daha
fazlas1 gibi replikasyondan yetersiz retrovirisiin kopyalanmasi icin gerekli firinleri
kodlayan niikleotid dizinlerin hicrelere sokulmasini tasarlamaktadir. Gerekli Griinler tipik
olarak retroviriisii kopyalamak wveya cogaltmak igin gerekli olan biyomolekiillerdir.
Ornegin ve simirlayic1 olmayacak sekilde retroviriisii kopyalamak ve cogaltmak i¢in gerekli
olan proteinler viral polimeraz; viral zarfta bulunan bir veya daha fazla protein; kapsitte

bulunan bir veya daha fazla protein olabilmektedir.

Hiicrelere sokulan niikleotid dizinleri herhangi faydali bir formda olabilmektedir. Ornegin,
niikleotid dizinleri DNA veya RNA olabilmektedir. Hiicrelere sokulan niikleotid dizinleri
lineer formda veya dairesel formda olabilmektedir. Bir durumda, niikleotid dizinleri
dairesel bir vektdre dahil edilmektedir. Bir diizenlemede, kus retroviral vektérii kodlayan

niikleotid dizini DNA'dir.

Faydali olan her vektér mevcut tarifnamede kullamlabilmektedir. Tipik olarak,
tarifnamedeki vektdrler Giretim icin kullanilan hiicrelerin genomuyla birlestirilecek sekilde
tasarlanmamaktadir  ve  ayrica  hilicrenin  icerisine  kopyalanacak  sekilde
tasarlanmamaktadir. Plazmidler veya fajmidler gibi ticari olarak elde edilebilen ¢ogu
vektér pBluescript®, pBR322, pUC19, pDRIVE ve digerleri gibi tarifnameye gore

kullanilabilecek sekilde saglanmaktadir.

Niikleotid dizinleri faydali olan herhangi bir ydntemle gecici olarak hiicreye
sokulmaktadir. Ornegin, niikleotid dizinleri drendrimerler, PEI, polilisin ve poliamin ve
diger tekniklerin yan1 sira her biri bu alanda uzman olan biri tarafindan anlasildig1 Gizere
drnegin elektroporasyon, kalsiyum fosfat cékeltmesi, mikro enjeksiyon, sonikasyon, mikro
parcacik bombardiman gibi teknikler kullanilarak hiicrelere sokulabilmektedir. Ozellikle
faydali bir dizenlemede, niikleotid dizinlerinin hiicrelere sokulmasi drnegin lipofeksiyon
gibi transfeksiyonla ger¢eklestirilmektedir. Hiicrelerin lipofeksiyon yoluyla transfekte
edilmesiyle ilgili yéntemler bu alanda iyi bilinmektedir. Bulusa gére kullanilabilen
lipofeksiyon reaktif maddelerle ilgili drnekler simirlayici olmayacak sekilde DMRIE C,

FuGENE ve Lipofectamine™ icermektedir.

Mevcut bulusun ydntemleriyle, mevcut bulusa gére lretilen viral parcaciklarda bulunan

transjenler transjenik tavuk, transjenik hindi, transjenik bildircin ve kendi germ hatti
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dokusundaki genetik maddede transjen tasiyan diger kus tiirlerini iiretmek igin kus
embriyon blastodermal hiicrelerine sokulabilmektedir. Blastodermal hiicreler asama [-XII
hiicreleri veya esdegerleri olabilmektedir ve tipik olarak X asamasina {6rnegin asama VII-
asama XII) yakindir. Burada agiklandig: gibi iiretilen retroviral pargaciklar ayrica asama
13-asama 30 arasindaki embriyolar dahil olmak iizere ileri asamadaki embriyolardan
primordiyal germ hiicrelerinin transdiiksiyonunda kullarulacak sekilde tasarlanmaktadir.
Tipik olarak ancak tek olmayacak sekilde, blastodermal hiicreler sert kabuklu yumurtanin
icerisinde bulunmaktadir. Transjenik kuslarin (retiminde faydall olan hiicreler
embriyonik germ (EG) hiicreleri, embriyonik kék (ES) hiicreleri ve primordiyal germ
hiicreleri (PGC'ler) clarak adlandirilan hiicreleri icermektedir. Embriyonik blastodermal
hiicreler kiiltiir icerisinde taze sekilde tutularak ayrilabilmektedir veya dzellikle faydali bir

diizenlemede bir embriyeda dogal yerinde kalmaktadir.

Bulusa gdre iiretilebilen viral parcaciklarla ilgili érnekler érnegin transjenik bir hayvan
hiicresi gibi konakg1 bir hiicrede faydal proteinin ekspresyonunu saglayan bir promotdre
baglanan faydall bir protein icin bir kodlama dizini iceren replikasyondan yetersiz viral
parcaciklari icermektedir. Ornegin, faydali protein bir insan proteini veya burada
aciklananlar gibi baska faydall bir protein oclabilmektedir. Bir diizenlemede, viral
parcaciklar 6rnegin kusun yumurta kanali dokusu gibi spesifik kus dokularinda ekzojen
proteinleri iiretmek icin kullamlabilmektedir. Ozellikle faydah bir diizenlemede, viral
parcaciklar ekzojen protein igeren yumurtalan yumurtalayan kuglarin iiretilmesiyle ilgili

yontemlerde kullanilmalktadir.

Tarifnamedeki belirli bir durumda, NLB gibhi ALV bazl bir vektdre benzer bir kus
retroviral vektora rous sarkom virtisii (RSV) gag-pol ekspresyon vektdriiyle ve drnegin
vezikiiler stomatit viriise (VSV-G) veya ALV'ye (envA) ait zarf proteini gibi bir zarf
proteinini ifade eden ugiinci bir vektorle birlikte DF-1 hiicreleri (6rnegin lipofeksiyon
yoluyla) gibi bir fibroblast hiicre hattina {érnegin tavuk fibroblast hiicre hatti) birlikte
transfekte edilmektedir. 48 Saat sonra, ara¢ toplanmaktadir ve yiiksek titreli ALV bazh
retroviral parcaciklar icermektedir. Virlis parcaciklar ¢ok daha yiiksek titrelere ulagmak
icin santrifiij yoluyla yogunlastirilabilmektedir. Tarifnamedeki belirli durumda, hiicreler

ayrica viral titrede artis saglayan sodyum butiratla isleme tabi tutulmaktadir.

Bir diizenlemede, burada agiklandig gibi iiretilen viral par¢aciklarin genomunda, ekzojen

protein kodlama dizini ve promotdrin her ikisi de 5 ile 3 LTR'lerin arasina
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yerlestirilmektedir. Vektdr bir isaret niikleotid dizini icerebilmektedir; burada isaret

niikleotid dizini uygulanabilir sekilde bir promotére baglanmaktadir.

Bir durumda, tarifnameye gbre Uretilen viral vektbrler uygulanabilir sekilde ekzojen
protein kodlama dizinine baglanan bir sinyal peptid kodlama dizini icermektedir;
béylelikle bir hiicrede ¢evrilerek, sinyal peptidi vektorle ifade edilen ekzojen proteininin
yumurta beyazina dogrudan salgilanacaktir ve ekzojen protein sert kabuklu bir

yumurtanin iginde paketlenecektir.

Belirli durumlarda, mevcut tarifnamedeki vektériin embriyonik hlastodermal hiicrelerine
sokulmasi taze olarak ayrilan veya kiiltiirde bulunan embriyonik blastodermal hiicrelerle
gerceklestirilmektedir. Transjenik hiicreler daha sonra tipik olarak bir yumurtadaki alict
blastodermin altindaki alt germinal oyuga enjekte edilmektedir. Bazi durumlarda, bununla
birlikte vektdr dogrudan dogal yerinde blastodermel embriyonun alt germinal oyuguna

dagitilmaktadir.

Bulusun bir diizenlemesinde, blastodermal hiicrelerin transfekte edilmesi ve kus
genomunda sabit entegrasyonun olusturulmasi igin kullanilan viral pargaciklar kus
yumurta kanalinin biiyiik deliginde bulunan boru sekilli bez hiicrelerindeki kodlama
dizinini ifade etmek icin islevsel ve konumsal iliskide olan bir kodlama dizinini ve bir
promotoril icermektedir; burada kodlama dizini sert kabuklu yumurtanin beyazinda
biriken ekzojen protein icin kodlamaktadir. Promotdr ovalbumin promotér, ovomtikeid
promotor veya lizozim promotdr gibi boru sekilli bez hiicrelerinde 6zellikle aktif olan
(vani cok fazla ifade edilen) promotériin bir parcgasi olabilmektedir. Bu sebeple, bir
diizenlemede promotér vyapilandirici olmayan bir promotérdiir. Bulus bu tir
promotorlerin kesilmesini ve/veya promotérlere ait kritik diizenleyici elemanlarin
yogunlastirilmasini tasarlamaktadir; boylelikle hali hazirda viral parcaciklarin genomuyla
birlestirilebilecek kadar kagiik olmasina karsin, yumurta kanalinin biyik deliginde
bulunan boru sekilli bez hiicrelerinde ekspresyon igin gerekli olan dizinleri tutmaktadir.
Bulus ayrica bir fiizyon proteininin kullanimim tasarlamaktadir. Ozellikle faydali olan
baska bir diizenlemede, promotér 6rnegin ve sinirlayict olmayacak sekilde
sitomegaloviriis (CMV) promotor, rous-sarkom viriisii (RSV) promeotor, maymun losemi
virisii (MLV) promotér veya beta-aktin promotér veya LTR promotér gibi yapilandirict bir

promotordiir.
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Tarifnamedeki bir durumda, promotér bir sitomegaloviriis (CMV) promotér, rous-sarkom
virtisii (RSV) promotér, maymun l6semi virtisii (MLV) promotér, beta-aktin promotor, fare
memeli timor virdsi (MMTV) promotoér, LTR promotér, ovalbiimin prometor, lizozim
promotdr, konalbiimin promotér, ovomiikoid promotér, ovumusin promotdr ve
ovotransferin promotér veya bunlarin kembinasyonlaridir. Tarifnamedeki bir durumda,
promotor bir ovalbliimin-, lizozim-, konalbiimin-, ovomiikoid-, ovemusin- ve ovotransferin
promotdr pargasi gibi bir promotdr alana ait pargay: icermektedir. Tarifnamedeki 6zellikle

faydali bir durumda, promotér CMV promotériin en az bir parcasimi icermektedir.

istenildifinde, bulusa gére (retilen déniistiiriicii parcalarin (vani transdiiksiyon
parcaciklar1) bu alanda uzman biri tarafindan anlasildig1 gibi faydali olan herhangi bir
yontemle titre edilebilmektedir. Ornegin viral genom neomisin direngli gen gibi bir isaret
iceriyorsa, parcaciklar hicrelerin transdiiksiyonuyla ve kolonilerin kaplanmasi ve
sayllmas1 iglemleriyle takip edilen seri seyreltme yoluyla titre edilebilmektedir. Bir
diizenlemede, titre canli genoma melezlemeyle (&rnegin bu alanda uzman kisilerce
anlasildigi gibi viral nikleik aside (RNA veya DNA) ait dl¢lilen bir lekenin sayisal yogunluk
dlciimi) belirlenmektedir. Sayisal viral kaplama proteiniyle ilgili imminofloresan veya
ELISA analizi ve viral genomdan ters transkripsiyon iriiniiniin sayisal PCR’si gibi vral

genomla ilgili sayisal PCR ayrica kullanilabilmektedir.

Bir durumda, tarifnamedeki viral pargaciklar érnegin Speksnijder prosediiriine (US Pat.
No. 5,897,998) gore yumurta pencereleme yontemleriyle kus blastodermal hiicrelerine
sokulmaktadir. Baska bir deyisle, viral pargaciklar érnegin embriyonun alt germinal
oyuguna sokularak dogal yerinde blastodermal hiicrelerine sokulmaktadir. Sokma
isleminden sonra (6rnegin enjeksiyon), yumurtalar yaklasik olarak 21 giin sonra
catlamaktadir. Tipik olarak, erkek kuslar iireme igin segilmektedir. Spermlerinde transjen
(ornegin sokulan nikleotid dizini) iceren GO horozlar elemek amaciyla, DNA horoz sperm
orneklerinden cikarilmaktadir. Sperm érneklerinde en yiiksek transjen seviyelerine sahip
GO horozlarn yapay déllenmeyle transjenik olmayan tavuklarla liremektedir. Kan DNA
ornekleri transjenin varligi agisindan elenmektedir ve ekzojen protein iretimi icin
iiretilen kuslarin durumunda, kan ekzojen protein ag¢ismdan tahlil edilebilmektedir
(6rnegin ELISA). Ekzejen proteinin varlil enaylanmirsa, G1 transjenik horozlarin spermi
transjenik olmayan tavuklarin yapay déllenmesi i¢in kullanilabilmektedir. G2 yavrularinin

belirli bir yiizdesi transjen igerecektir (6rnegin yaklasik olarak %50).
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Blastodermal hiicrelerden iiretilen transjenik kuslar kurucular olarak bilinmektedir. Bazi
kurucular yumurta kanallarina ait biyik delikte bulunan boru sekilli bez hiicrelerinde
transjen tasiyacaktir. Bu kuslar kendi yumurta kanallarindaki transjenle kodlanan ekzojen
proteini ifade edebilmektedir. Ekzojen protein ayrica yumurta kanalina ek olarak diger
dokularda (6rnegin kan) bulunabilmektedir. Ekzojen protein uygun sinyal dizinini
(dizinlerini) igeriyorsa, yumurta kanalimn limenine ve yumurtanin beyazina
salgilanabilmektedir. Baz1 kurucular germ hatti kurucularidir. Germ hatti kurucusu kendi
germ hatti dokusundaki genetik maddede transjen tasiyan bir kurucudur veya ekzojen
proteini ifade eden boru sekilli bez hiicrelerinde transjen tasiyabilmektedir veya
tasimayabilmektedir. Bu sebeple, tarifnameye gére transjenik kus ekzojen proteini ifade
eden boru sekilli bez hiicrelerine sahip olabilmektedir. Kurucunun kendi boru sekilli bez
hiicrelerinde genetik madde tagimasindan bagimsiz olarak, kurucunun bir germ hatti
kurucusu olmasi durumunda, yavru érnegin doku belirgin bir promoetdriin kullanmilmasiyla
sadece kusun belirgin dekusunda (dokularinda) ekzojen gen ekspresyonuyla belirlenen

bir fenotipi ifade edebilmektedir.

Spesifik bir drnekte, burada agiklandig gibi transjenik tavuklarin retimi icin bir ALv
vektériine sokulan bir kaset olusturmak amaciyla bir CMV promotér eritropoietine ait
kodlama dizinine baglanmaktadir (165 amino asit formu; bakiniz  6rnegin
Pharmacotherapy (1990) Supplement, cilt 10, No. 2, sayfalar 3S-8S}. Retroviral vektor
gecici olarak {Uretilmektedir ve yaklasik olarak 1 x 107 pargacik/ml oraninda
yogunlastirilmaktadir. Yogunlastirilan virtisiin 3-7 ul’si pencerelenen Charles River SPF
hatti 21 kulu¢kalanmamis yumurtamn alt germinal oyuguna enjekte edilmektedir.
Tavuklar yumurtadan ¢ikmaktadir ve cinsel olgunluga ulasmaktadir. Erkekler bu durumda
EPO olan s6z konusu gen i¢in sayisal PCR yoluyla kendi sperm DNA’sinda transjenin varlig

acisindan elenmektedir.

Bir diizenlemede, burada agiklandigi gibi tretilen retroviral parcaciklar biiyiik oranda ve
diistiik maliyetle insan ve hayvan ilaglary, tamlayic ve hayvancilik besin katki maddeleri
olarak kullanilanlar dahil olmak iizere istenilen ¢ok cesitli proteinleri ifade etmek icin
kullanilan transjenik kuslar1 iretmek amaciyla kullamlmaktadir. Ornegin, tarifname bu tiir
proteinleri ireten transjenik kuslar1 ve ornegin yumurtanin beyazinda protein igeren
transjenik hayvanlar tarafindan yumurtalanan yumurtalart kapsamaktadir. Proteine ait
kodlama dizininin mevcut bulusa gore bir yumurta kanali hiicresine sokulmasi sartiyla,

mevcut bulus farmasdtik proteinler dahil olmak lizere istenilen herhangi bir proteinin
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iiretiminde kullamlacak sekilde tasarlanmaktadir. Ozellikle faydah bir diizenlemede,
burada aciklandigr gibi Gretilen proteinler insan proteinleridir; baska bir deyisle insanlar

tarafindan dretilen proteinlerdir.

Bulus, buna bagh olarak antikorlar gibi immiinoglobulinler dahil olmak lizere multimerik
proteinlerin ve antijen baglanma parcalannin iiretimiyle ilgili yontemleri icermektedir.
Dolayisiyla, mevcut bulusun  bir  dizenlemesinde multimerik protein  bir
immunoglobulindir; burada birinci ve ikinci heterolog polipeptidler sirasiyla

imminoglobulin agir ve hafif zincirlerdir.

Belirli diizenlemelerde, en az bir ekspresyon vektdriine ait transkripsiyonel birim
tarafindan kodlanan immiinoglobulin peptidi degisken bhir bhélge veya bir degiskenini
iceren bir immiinoglobulin agir zincir polipeptidi olabilmektedir ve ayrica bir D bdlgesi,
bir ] bolgesi, bir C bélgesi veya bunlarin bir kombinasyonu olabilmektedir. Burada
aciklandig gibi Uretilen imminoglobulin polipeptidi ayrica degisken bir bélge veya bir
degiskenini iceren bir imminoglobulin hafif zincir polipeptidi olabilmektedir ve ayrica bir
| bdlgesi ve bir C bdlgesi icerebilmektedir. Mevcut bulusg ayrica ayni hayvan tiirlerinden
tiiretilen goklu immiinoglobulin bélgelerini veya tek basina olmayacak sekilde insan, fare,
sican, tavsan ve tavuk dahil olmak Gzere bir tir karisimini tasarlamaktadir. belirli

dizenlemelerde, antikorlar insan veya insanlastirilmamis antikorlardir.

Diger dlizenlemelerde, burada ac¢iklandig1 gibi liretilen immiinoglobulin polipeptid bir
immiinoglobulin agir zincir degisken bélgesi, bir immiinoglobulin hafif zincir degisken
bélgesi ve hir baglanti peptidi igcermektedir; béylelikle bir antijene secici olarak

baglanabilen tek zincirli bir antikoru olusturmaktadir.

Bulus ydntemlerinde dretilebilen terapétik antikorlarla ilgili ornekler sinirlayici
olmayacak sekilde metastatik gogiis kanserine sahip hastalarin  tedavisi icin
insanlastirilmis anti-HERZ monoklonal bir antikor olan HERCEPTIN™ (Trastuzumah)
(Genentech, CA); pihti olusumunu engellemek icin trombositlerin Gzerindeki bir anti-
glikoprotein Ilb/Il1a reseptorii olan REOPRO™ (absiksimab} {Centocor); akut renal doku
reddi icin bagisiklik baskilayici insanlastirillmis anti-CD25 monoklonal antikoru olan
ZENAPAX™ (daklizumab} (Roche Pharmaceuticals, Isvicre); bir fare anti-17-IA hiicre
ylzeyi antijeni IgG2a antikor olan PANOREX™ (Glaxo Wellcome/Centocor); bir fare anti-
idyotipi (GD3 epitopu) olan BECZ; IgG antikor (ImClone System); kimerik bir anti-EGFR
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IgG antikor olan IMC-C225; insanlastirdmis anti-aVpB3 integrin antikor olan VITAXINT™M
(Applied Molecular Evolution/Medlmmune); insanlastirilmms anti CD52 IgGl antikor
(Lékosit) olan Campath 1H/LDP-03; insanlastirilmis anti-CD33 IgG antikor olan Smart
M195 (Protein Design Lab/Kanebo); kimerik anti-CD20 IgG1l antikor olan RITUXANTM
(IDEC Pharm/Genentech, Roche/Zettyaku}; insanlastirilmis anti-CD22 lgG antikor olan
LYMPHOCIDE™ (Immunomedidcs); insanlastirilmis anti-ICAM3 antikor olan ICM3 {ICOS
Pharm); radyoaktif olarak etiketlenmis fare anti-CD20 antikor olan ZEVALINTM
(IDEC/Schering AG); insanlastirilmis anti-CD40L antikor olan IDEC-131 (IDEC/Eisai);
primatlastirilmis anti-CD4 antikor olan IDEC-151 (IDEC); primatlastirilmis anti-CD23
antikor olan IDEC-152 (IDEC/Seikagaku); insanlastinilmis anti-CD3 IgG olan SMART
(Protein Design Lab}; insanlastirilmis anti-tamamlama faktéria 5 (CS) antikor olan 5G1.1
(Alexion Pharm); insanlastirilmis anti-TNF-a antikor olan D2E7 (CATIBASF);
insanlastirilmis anti-TNF-a Fab parcgasi olan CDP870 (Celltech); primatlastirilmis anti-CD4
lgGl antikor clan IDEC-151 (IDEC Pharm/SmithKline Beecham); insan anti-CD4 I[gG
antikor olan MDX-CD4 {Medarex/Eisai/Genmab); insanlastirllmis anti-TNF-a 1gG4 antikor
olan CDP571 (Celltech); insanlastirilmis anti-o4f7 antikor olan LDP-02
(LeukoSite/Genentech); insanlastinlmis anti-CD4 IgG antikor olan OrthoClone OKT4A
(Ortho Biotech); insanlastirilmis anti-CD40L IgG antikor olan ANTOVA™ (Biogen};
insanlastinlmis anti-VLA-4 IgG antikor clan ANTEGREN™ (Elan); ve insan anti-TGF;
antikor olan CAT-152 (Cambridge Ab Tech) icermektedir.

Burada agiklandigi gibi iiretim icin tasarlanan terapétik proteinlerle ilgili diger spesifik
drnekler sinirlayict olmayacak sekilde faktdr VIII, b-alani cikarilmis faktor VIII, faktdr viia,
faktor ix, antikoagiilanlar, hirudin, alteplaz, tpa, reteplaz, tpa, 3-5 alanlar cikarilmis tpa,
insiilin, insilin lispro, insilin aspart, insiilin glargin, uzun etkili insdlin benzerleri, hgh,
glukagonlar, tsh, follitropin-beta, fsh, gm-csf, pdgh, ifn alpa2a, inf-alfa, inf-beta 1b, ifn-beta
1a, ifn-gammalb, il-2, il-11, hbsag, ospa, t-lenfosit antijenine yénlendirilmis fare mab, tag-
72'ye yonlendirilmis fare mab, tiimore bagh glikoprotein, kimerik mabdan tiiretilmis fab
parcalary, timore bagh antijen cal25’e ydnlendirilmis fare mab pargalar, insan
karsinocembriyonik antijene yénlendirilmis fare mab pargasi, cea, insan kardiyak miyosine
yonlendirilmis fare mab parcasi, timér yiizeyi antijen psma’ya yoénlendirilmis fare mab
parcasi, hmw-maa’ya yénlendirilmis fare mab parcalan (fab/fab2 karisimi), karsinoma
bagli antijene yonlendirilmis fare mab parcasi (fab), nca 90’a yonlendirilmis mab pargalar

(fab), yiizey graniilosit spesifik olmayan capraz reaksiyon antijeni, b lenfositlerinin
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yluzeyinde bulunan cd20 antijenine yonlendirilmis kimerik mab, il2 reseptdriine ait alfa
zincirine yonlendirilmis insanlastirilmis mab, ilZ2 reseptdriine ait alfa zincirine
yonlendirilmis kimerik mab, tnf-alfaya yénlendirilmis kimerik mab, respiratuar sinsisyal
virtisiinlin ylizeyinde bulunan bir epitopa ybdnlendirilmis insanlastirilmis mab, her 2 yani
insan epidermal biiylime faktdrii reseptdri 2'ye yonlendirilmis insanlastirilmis mab,
sitokeratin tiimdre bagh antijen anti-ctlad’e yoénlendirilmis insan mab, b lenfositleri
dornaz-alfa dnaza ait cd 20 ylizey antijenine yonlendirilmis kimerik mab, beta
glukoserebrosidaz, tnf-alfa, il-2-difteri toksin fiizyon proteini, tnfr-Igg par¢asi flizyon
proteini laronidaz, dnaazlar, alefasept, darbepoetin alfa (koloni uyarici faktorii),
tositumomabh, fare mab, alemtuzumab, rasburikaz, agalsidaz beta, teriparatid, paratiroid
hormonu tiirevleri, adalimumab ([ggl), anankinra, biyolojik degistirici, nesitirid, insan b-
tipi natritiretik peptid (hbnp), koloni uyarici faktérler, pegvisomant, insan biiyiime
hormonu reseptér antagonisti, rekombinant aktiflestirilmis ¢ proteini, omalizumab,

immiinoglobulin e (Ige) dénleyici ve ibritumomab tiueksetan icermektedir.

Bulus spesifik olarak farmasétik proteinler olarak uygulamaya sahip olan insan proteinleri
gibi faydali insan proteinlerinin iiretimini saglamaktadir. Ornegin, bulus insan
sitokinlerinin (drnegin insan interferon (IFN), insan eritropoietin (EPO), insan biiyiime
hormonu, insan G-CSF, insan GM-CSF), insan antikorlarinin ve diger faydali insan
proteinlerinin liretimi i¢in saglanmaktadir. Burada agiklandigl lizere istenildigi gibi ifade
edilen diger proteinler lizozim, p-kasein, albiimin, ¢-1 antitripsin, antitrombin 111, kolajen,
faktorler VIII, IX ve X ve benzerleri, fibrinojen, hiyaluronik asit, insiilin, laktoferrin, C
proteini, doku tipi plazminojen aktivatérii {tPA), besin katki maddesi enzimleri,
somatotropin ve kimotripsini icermektedir. Insan tiimér hiicrelerindeki yiizey
antijenlerine baglanan ve bunlarn yok eden Immiinotoksinler gibi genetik olarak
tasarlanmis antikorlar ayrnca farmasétikler veya tanimlayicilar elarak kullanmak iizere

ifade edilebilmektedir.

Asagidaki spesifik drneklerin bulusu agiklamasi beklenmektedir ve istemlerin kapsamim

simirlandiracak sekilde yapilandirilmamasi gerekmektedir.

Ornek 1

Vektor Yapilanmasi
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pCMV-gagpol Yapilanmasi

pRC/CMV (Invitrogen, Inc.) Not I ve Hind III ile sindirilmektedir ve lineerlestirilmis 5376
bp vektori jelle aritilmaktadir. Rous Sarkom Viriistine (RSV) ait gag bélgesi Pfu polimeraz
ve agagidaki primerler kullanilarak RSV'den biiyttilmektedir:

RSV-gag-1-2, GGCAAGCTTGGATCAAGCATGGAAGCCGTCATAAAGGT (SEQ ID NO:1) ve RSV-
gag-2, TGGGAATTCCTCCTCCTATGC (SEQ ID NO:2).

RSV PCR irinii EcoRI ve Hind III ile sindirilmektedir ve gag bolgesini igeren 1954 bp
parcast jelle aritilmaktadir. Rous Sarkom Virilisiine (RSV} ait pol bdélgesi asagidaki
primerler kullanilarak Elongaz enzim karisimiyla (Invitrogen, Inc.) bilyiitilmektedir:
RSV-poll, ACACTGGGAGTCACCCGGTCAAACAG (SEQ ID NO:3) ve RSV-pol2,
GGGTCGACGCGGCCGCTTAACTCTCGTTGGCAGCAAG (SEQ 1D NO:4).

PCR iiriinii EcoRI ve Notl ile sindirilmektedir ve pol bdlgesini iceren 2873 bp parcasi jelle

aritilmaktadir.

Lineerlestirilmis pRC/CMV, RSV gag PCR iiriini ve RSV pol PCR {iriinii 10,203 bp pCMV-
gagpol vektoriinii Gretmek icin birlikte baglanmaktadir (Sekil 1).

pNLB-CMV-EPO Yapilanmasi

pNLB-CMV-hIFN alfa-2b (bakiniz 4.Mayis.2004 tarihinde yayinlanan US Patent No.
6,730,822 ve 24.Haziran.2005 tarihinde yayinlanan US patent basvurusu No. 11/167,052)
s0z konusu hIFN kodlama dizini art1 sinyal peptid kodlama dizinini EPO kodlama dizini
art1 sinyal peptidiyle (SEQ ID NO:11) degistirmek amaciyla Hind IIT ve EcoRI ile
sindirilmektedir. Ceklu EcoRI ve Hind Il bélgeleri vektérde bulundugu icin, RecA-destekli
sinirlayict  endoniikleaz (RARE) ayrisma yontemi istenilen alanlar1 kesmek icin
kullanilmaktadir. Asagidaki oligoniikleotidler RARE isleminde kullanilmaktadir:
pnlbEcoRI3805rare (5-GAC TCC TGG AGC CCG TCA GTA TCG GCG GAA TTC CAG CTG AGC
GCC GGT CGC TAC CAT TAC-3") (SEQ ID NO:5) ve pnlbHinD 1113172rare (5’-TAA TAC GAC
TCA CTA TAG GGA GAC CGG AAG CTT TCA CCA TGG CTT TGA CCT TTG CCT TAC-3") (SEQ
ID NO:6).

Lineerlestirilmig bir 8760 bp vektdrii elde edilmektedir ve jelle aritilmaktadir.

EPO eki PCR ile értiiserek asagidaki gibi hazirlanmaktadir.
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Birinci PCR iriinii Pfu polimeraz ve asagidaki primerlerle standart bir klonlama vektériine
klonlanan sentetik EPO dizininin (EPO 1) biiytGtiilmesiyle tiretilmektedir:

5'pNLB/Epo  (5-GGGGGGAAGCTTTCACCATGGGCGTGCACGAG-3]) (SEQ ID NO:7) ve
pNLB/3’Epo (5-TCCCCATACTAGACTTTTTACCTATCGCCGGTC-3') (SEQ ID NO:8). Ikinci
PCR iirtinii Pfu polimeraz ve asagidaki primerlerle pNLB-CMV-hIFN alfa-2b bdlgesinin
bliyiitillmesiyle Gretilmektedir: 3'Epo/pNLB (5’-ACCGGCGATAGGTAAAAAGTCTAGTAT
GGG-3") (SEQ ID NO:9) ve pNLB/Sapl (5-GGGGGGGCTCTTCTCAGCTGGAATTCCGCCGATAC-
3") (SEQ ID NO:10). Tki PCR iiriinii karistirllmaktadir ve asagidaki primerlerle yeniden
buyttiilmektedir:

5’pNLB/Epo (5'-GGGGGGAAGCTTTCACCATGGGCGTGCACGAG-3") (SEQ ID NO: 7) ve
pNLB/Sapl (5-GGGGGGGCTCTTCTCAGCTGGAATTCCGCCGATAC-3") (SEQ ID NO:10).
Fiizyon PCR iiriinii HindIll ve Eco RI ile sindirilmektedir ve 633 bp pargasi jelle
arittirlmaktadir. 8740 bp ve 633 bp parcalari pNLB-CMV-EPO'yvu yaratmak icin
baglanmaktadir (Sekil 2).

EPO 1 - Sentetik EPO dizini (610 nt}

AAGCTTTCACCATGGGCGTGCACGAGTGCCCTGCTTGGCTG
TGAGCCTGCTCAGCCTGCCTCTGGGCCTGCCTGTGCTGGGC
GGCTGATCTGCGATAGCAGGGTGCTGGAGAGGTACCTGCT(
GAGGCTGAGAACATCACCACCGGCTGCGCTGAGCACTGCAL
GAACATCACCGTGCCTGATACCAAGGTGAACTTTTACGCTT
TGGAGGTGGGCCAGCAGGCTGTGGAGGTGTGGCAGGGCCT
AGCGAGGCTGTGCTGAGGGGCCAGGCTCTGCTGGTGAACAM

TTGGGAGCCTCTGCAGCTGCACGTGGATAAGGCTGTGAGC(C
COCTGACCACCOTGOTGAGGGCTCTGAGGGCTCAGA AGGAL

GCTGTACACCGGCGAGGCTTGCAGGACCGGCGATAGGTAA.
CEAGOTC (RO TNINOTTY

pNLB-CMV-Des-Arg166-EPO Yapilanmasi

Epo kodlama dizini ug¢ kodonla birlikte {166 pozisyonunda arginin i¢in kodlama) EPO
formunda 165 amino asitle ilgili kodlar ¢ikarilacak sekilde firetilmektedir. EPO kodlama
dizininde bulunan Eco 4711l bolgesinden pNLB-CMV-EPQ’daki EPO durdurma kodonunun
alt kisminda bulunan EcoRI alanina uzanan dizine karsilik gelen pNLB-CMV-EP('ya ait 179
bp bélgesi kaldirilan ug¢ arginin kodonuyla (pozisyon 166) sentezlenmektedir, bdylelikle
aspartik asit {amino asit 165) 176 bp Eco 47111/EcoRI parcasiyla senuclanacak sekilde ug
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amino asit kodonu olacaktir. Parca Integrated DNA Technologies (Coralville, [owa 52241)
ile sentezlenmektedir ve pDRIVE-des-Arg 166-EPO’yu olusturacak sekilde pDRIVE
vektorine (Qiagen, Inc.) klonlanmaktadir (Sekil 3). 176 bp Eco 47111/EccRI parcas: pNLB-
CMV-Des-Arg 166-EPO'yu olusturacak sekilde pNLB-CMV-EPO’'nun Eco47Il1/EcoRI

bélgesine alt-klonlanmaktadir.

Ornek 2

DE-1 Hiicrelerinin Gecici Transfeksiyvonu

Transfeksiyondan bir glin énce, 3.7 x 108 DF-1 hiicreleri DF-1 aracindaki (yiiksek glukoz,
L-glutamin, pridoksin HCl, %10 sigir fetiis serumu, 10 U/ml pensilin G ve 10 ug/ml
streptomisin iceren Dulbecco Degistirilmis Eagle Araci) 150 mm doku kiiltiir tabaklarinda
kaplanmaktadir ve 37°C’de %6 CO2 ile kiiltlirlenmektedir. Ertesi giin hiicreler asagidaki
gibi transfekte edilmektedir. Her plaka 6 ml OptiMEM (Invitrogen, Inc.) ile yikanmaktadir
ve 5 ml OptiMEM ile yeniden beslenmektedir. 18.4 ug retrovektér, pNLB-CMV-Des-
Argle6-EPO, 18.4 ug pCMV-gagpol ve 0.92 ug pVSV-G 15 ml polistiren tiiplinde veya
sisesinde 4.6 ml OptiMEM ile karistirilmaktadir. 110 ul DMRIE-C 4.6 ml OptiMEM ile
kanstirilmaktadir. Lipit/OptiMEM DNA/optiMEM’e eklenmektedir. Ters gevrilerek veya
tiirbiilansla karigtirnldiktan sonra, transfeksiyon karisin oda sicakhiginda 15 dakika inkiibe
edilmektedir ve daha sonra 150 mm bir plakaya eklenmektedir. Plaka 37°C’de %6 CO2 ile
3-4 saat inkiibe edilmektedir. Transfeksiyon karisimi ¢ikarilmaktadir, plaka bir kez 6 ml
DF-1 araayla yikanmaktadir ve 20 ml DF-1 araciyla yeniden beslenmektedir. Belirli
durumlarda sodyum butirat bu asamada eklenebilmektedir {6rnegin yaklasik olarak 2
mM-40 mM) ve hiicreler gece beyunca inkiibe edilmektedir. Bdyle bir durumda, arac ertesi
sabah cikarilmaktadir ve hiicreler tekrar DF-1 araciyla yikanmaktadir. Sodyum butiratla
yapilan bu tiir bir islem viral parcacigin titresini sodyum butirat kullanilmadan elde edilen
titreden yaklasik olarak 5-10 kat daha arttirabilmektedir. Plaka 37°C'de %6 COZ2 ile 18-60
saat inkiibe edilmektedir ve bir Milipore SteriCup Vakum Filtresine (0.45 um PVDF 250
ml) (cat no. SCHV U02Z RE) bosaltlarak ve bununla filtre edilerek plakadaki arac

toplanmaktadir.

Transfekte edilen iki 150 mm plakadan filtre edilen viral ara¢c Beckman sW28 Ultraclear
tiiplerine (cat no. 344058) dokilmektedir. Ara¢ 4°C’'de 2 saat siireyle 19.4 krpm’de bir
SW28 rotorla santrifiije tabi tutulmaktadir. Siiperin biiyiik lkasm ¢ikarilmaktadir ve 0.2 uM
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filtreyle filtre edilen DF-1 araci 100-400¢ ul son yogunluga eklenmektedir. Viral topak
4°C’de 1-4 saat siireyle veya gece boyunca yeniden askida birakilmaktadir. Arag ve topak
ayrica 3-4 kez Gilman P200 pipetiyle ezilerek veniden askida birakilmaktadir ve wviral
sispansiyon Nunc Cyro sisesine aktarilmaktadir ve -70°C'de dondurulmaktadir.
Titrelemek igin, viral slispansiyona ait pargalar 37°C su banyosunda ¢dziilmektedir, DF-1
araciyla seyreltilmektedir ve Senta veya DF-1 hiicreleriyle kaplanmaktadir. Bir-iki giin
sonra, 200 ug/ml G418 iceren ara¢ Senta veya DF-1 hiicrelerine eklenmektedir. Arag her
iki-iic giinde degistirilmektedir ve koloniler belli oldugunda sayilmaktadir. Yogunlastirilan
virlisiin titresi yaklasik olarak 1 x 107'dir (sodyum butirat islemi olmadan); bu tipik olarak
replikasyondan yetersiz retroviral pargaciklar iiretmek icin 8rnegin 4.May15.2004'de
yayinlanan US Patenti No. 6,730,822’de aciklanan ydntemler gibi geleneksel yéntemler
kullanilarak elde edilen titrenin yaklasik olarak 10 katidir; bu patent NLB replikasyondan
yetersiz retroviral vektdrlerin iiretimi i¢in Senta ve Isolde hiicrelerinin kullanimini

aciklamaktadir.

Ornek 3

Transjenik Kuslarm Uretimi

Ornek 2’ye gore hazirlanan 7 ul viriis siispansiyonu 97 adet dogurgan kulugkaya inkiibe
edilmemis Beyaz Legorn yumurtalarinin (Charles River, SPAFAS]) alt germinal oyuguna
enjekte edilmektedir. 54 tavuk yumurtadan ¢ikmaktadir ve cinsel olgunluga ulagmasi
beklenmektedir. Sperm toplanmaktadir ve DNA Chelex yéntemiyle ¢ikarilmaktadir. 100 ng
sperm DNA’s1 PicoGreen deneyiyle saptandig gibi (Molecular Probes) Applied Biosystems
TagMan® Fast Universal PCR Ana Karigimi ve Applied Biosystems 7900HT kullanilarak
EPO transjeninin varlifl acisindan degerlendirilmektedir. Primerler sunlardir: 5'-
GCCCTCCAGATGCTGCAA-3 (SEQ 1D NO:12) igin SJ-EPO ve 5-
CCCTAAACAGCTTCCTAAAGGTATCA-3’ igin SJ-EPQO-rev. Tagman EPO prob dizini 5'-
CGCTGCCCCTCTGAGGACCATC-3" dir (SEQ ID NO:14) ve 5 wucunda FAM (6-
karboksifloresin) ile ve 3’ ucunda TAMRA (N,N,N’,N’-tetrametil-6-karboksirodamid) ile
etiketlenmektedir. Bir horozun kendi sperminde belirgin seviyede EPO genine sahip
oldugu saptanmaktadir. Bu horoz vahsi tip tavukla yavrulatilmaktadir. Yaklasik olarak 144
tavuk yumurtadan ¢ikmaktadir. Kan DNA'larnt ¢ikarilmaktadir ve EPO Tagman deneyi
kullamilarak transjen varlifi acisindan test edilmektedir. Iki tavugun transjen acisindan

pozitif oldugu saptanmaktadir. Transjen miktar1 her hiicre G1 i¢in beklendigi gibi EPO
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transjeninin bir kopyasina sahip olacak sekilde hesaplanmaktadir.

DiZi LISTESI
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<110> AviGenics, Inc.

<120> Yiiksek Titreli Viriisiin Hizh Uretimi
<130> AVI-053PCT

<160> 14

<170> Patentln versiyon 3.3

<210>1

<211>38

<212>DNA

<213> Rous sarkem virtist

<400>1

ggcaagcttg gatcaageat ggaageegte ataaaggt
<210>2

<211>21

<212> DNA

<213> Rous sarkom virisi

<400> 2

tgggaattcce tectectatg ¢ 21
<210>3

<211> 26

<212> DNA

<213> Rous sarkom viriis

<400> 3

acactgggag tcacccggtc aaacag 26
<210> 4

«211> 37

<212> DNA

<213> Rous sarkom viriisii

<400> 4

gggtegacge ggeegettaa ctetegttgg cageaag
<210>5

<211> 60

38

37
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<212>DNA

<213> Kus lokoz viriist

<400> 5

gactcctgga geecgtecagt atcggeggaa ttccagetga gegeeggteg ctaccattac
<210>6

<211> 60

<212> DNA

<213> Kus l6koz viriisi

<400> 6

taatacgact cactataggg agaccggaag ctttcaccat ggctttgacc tttgecttac
<210>7

<211>32

<212>DNA

<213> Homo sapiens

<400>7

ggggesaage tttcaccatg ggegtgeacg ag 32
<210>8

<211>33

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 8

tccecatact agacttttta cctatcgecg gtc 33
<210>9

<211>30

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400>9

accggegata ggltaaaaagt ctagtatggg 30
<210>10

<211> 35

<212>DNA

<213> Kus lokoz viriisi

<400> 10

gaogoagctc ttctcagetg gaattcegee gatac 35

60

60
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<210>11
<211> 610
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400>11
aagctttcac

tcagcctgec
gggtgctgga
ctgagcactg
cttggaagag
tgagcgaggc
ctctgeagcet
gggctctgag

tgaggaccat
<210>12
<211>18
<212>DNA

catgggcgtg
tctgggectg
gaggtacctg
cagcctgaac
gatggaggtg
tgtgctgagg
gcacgtggat
ggctcagaag

caccgctgat

<213> Homo sapiens

<400>12

geectecaga tgetgeaa 18

<210>13
<211=> 26
<212>DNA

<213> Homo sapiens

<400>13

ccctaaacag cttcctaaag gtatca

<210> 14
<211=>22
<212>DNA

<213> Homo sapiens

<400> 14

cgctgeeect ctgaggacca tc

31

cacgagtgcc
cctgtgctgg
ctggaggcta
gagaacatca
ggccagcagg
ggccaggcetc
aaggctgtga
gaggctatca

acctttagga

26

22

ctgcttggcet
gcgctectec
aggaggctga
ccgtgectga
ctgtggaggt
tgctggtgaa
gcggectgag
gcecctccaga

aqctgtitag

gtggctgete
aaggctgatc
gaacatcacc
taccaaggtg
gtggcagggc
cagctctcag
aagcctgacc
tgctgcaage

ggtgtacagc

ttgag
tgcga
accgg
aactt
ctggce
ccttig
accct
gctgce

aactt



10

15

20

25

<210>11
<211> 610
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400>11
aagctttcac

tcagcctgec
gggtgctgga
ctgagcactg
cttggaagag
tgagcgaggc
ctctgeagcet
gggctctgag

tgaggaccat
<210>12
<211>18
<212>DNA

catgggcgtg
tctgggectg
gaggtacctg
cagcctgaac
gatggaggtg
tgtgctgagg
gcacgtggat
ggctcagaag

caccgctgat

<213> Homo sapiens

<400>12

geectecaga tgetgeaa 18

<210>13
<211=> 26
<212>DNA

<213> Homo sapiens

<400>13

ccctaaacag cttcctaaag gtatca

<210> 14
<211=>22
<212>DNA

<213> Homo sapiens

<400> 14

cgctgeeect ctgaggacca tc

31

cacgagtgcc
cctgtgctgg
ctggaggcta
gagaacatca
ggccagcagg
ggccaggcetc
aaggctgtga
gaggctatca

acctttagga

26

22

ctgcttggcet
gcgctectec
aggaggctga
ccgtgectga
ctgtggaggt
tgctggtgaa
gcggectgag
gcecctccaga

aqctgtitag

gtggctgete
aaggctgatc
gaacatcacc
taccaaggtg
gtggcagggc
cagctctcag
aagcctgacc
tgctgcaage

ggtgtacagc

ttgag
tgcga
accgg
aactt
ctggce
ccttig
accct
gctgce

aactt
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