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OZET

AGIR ZINCIR ANTIKOR URETEN FARELER

Teknigin alani, adir zincir antikor Ureten genetik olarak modifiye edilmis farelerdir, ozellikle
immunaoglobulin gama (IgG) geninin CH1 alanini (veya CH1 alani ve baglanti (mentese) bdlgesi)
kodlayan bir sekansta nukleotid sekans kaybi iceren fakat fonksiyonel CH1 alanindan yoksun
olmayan IgM eksprese edebilen genetik olarak modifiye edilmis farelerdir ve dzellikle dogal tip IgM
molekullerini (or. CH1 alanlan ile) Uretebilen fakat fonksiyonel CH1 alanindan {veya CH1 alan ve

badlanti (mentese) bblgesi} yoksun adir zincir IgG antikorlar yapan farelerdir.
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ISTEMLER

1. Bir antikor yapimina veya bunun uretimini saglayan bir hucrenin izole ediimesine yonelik bir
metot olup, ozellidi;

a. bir farenin iliskin bir antijenle immunize edilmesini, icerisinde farenin, CH1 alanini
kodlayan bir nukleotit sekansinin bir silinmesini iceren bir germ hattt genetik
modifikasyonundan dolay bir CH1 bolgesini kodlayan bir sekansi eksik olan bir IgG sabit
bolge geni iceren bir endojendz immunoglobulin adir zincir sabit bodlgesi, ve
bir fonksiyonel CH1 alanini kodlayan bir endojenédz IgM sabit bolge geni icermesi, icerisinde
farenin bir fonksiyonel CH1 alani igeren bir IgM ve bir CH1 alaninin tamamiyla eksik oldugu

bir IgG icermesi;
b. farenin iligkin antijene karsi bir bagisiklik yaniti yerlestirmesine izin verilmesini; ve

c. fareden, iliskin antijene spesifik olarak bagdlanan bir antikor ureten bir hucrenin izole

edilmesini igermesidir.

2. Istem 1'e gore metot olup, dzellidi; icerisinde farenin ayrica, tum veya hemen hemen tum
immunoglobulin agir zincir V, D ve J gen segmentlerinin bir veya daha fazla insan immunoglobulin
agir zincir VH, insan immunaglobulin agdir zincir DH ve insan immunoglobulin adir zincir JH gen
segmentleriyle dedistiriimesini igermesi, icerisinde bir veya daha fazla insan immunoglobulin agir
zincir VH, DH ve JH gen segmentlerinin, endojenoz fare lokusiunde endojenoz immunoglobulin adir

zincir sabit bolgesine ¢alisir bicimde bagdlanmasidir.

3. Istem 2'ye gore metot olup, 6zellidi; icerisinde antikorun bir insan immunoglobulin adir zincir

dedisken bolge icermesidir.

4, Onceki istemlerden herhangi birine gore metot olup, dzelligi; icerisinde endojendz 1gG sabit
bblge geninin bir IgG1 sabit bolge geni, bir 1gG2b sabit bblge sabit bdlge geni, bir I[gG2a sabit
bolge sabit bolge geni ve bunlarin kombinasyonlarindan olusan grup icinden secilmesi, tercihen
iperisinde IgG sabit bdlge geninin bir IgG1 sabit bolge geni olmasidir.

5. Istem 4'e gore metot olup, ozelligi; icerisinde endojendz IgG sabit bblge geninin bir 1gG1
sabit bolge geni olmasi ve farenin ayrica (a) sokak turi IgG3 proteini; (b) sokak turu lgG2a proteini;
ve (c) sokak turu 1gG2b proteini ifade etmesi, tercihen igerisinde farenin ayrica (d) sokak turu IgM
proteini; (e) sokak turu IgD proteini, (f) sokak turu IgA proteini; ve (h) sokak turtl IgE proteini ifade
etmesidir.

6. Onceki istemlerden herhangi birine gére metot olup, ozellidi;

(a) endojendz IgG agdir zincir antikorunun bir IgG1 mentesesi, bir CH2 alani ve bir CH3 alani

icermesi;
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(b) farenin bir fonksiyonel immunoglobulin hafif zincir lokust icermesi, tercihen igerisinde
immunoglobulin hafif zincir lokUstinun bir k hafif zincir gen lokusi ya da bir A hafif zincir gen lokusu
olmasi; ve/veya
(c) farenin bir 129 susu, bir C57BL/6 susu ve bir karigtinimis 129 x C57BL/6 susundan olusan grup

icinden secilen bir sug olmasi, tercihen icerisinde farenin %50 oraninda 129 ve %50 oraninda
C57BL/6 olmasidir.

7. Bir adir zincirli antikor kodlayan bir nukleik asidin izole edilmesine yénelik bir metot olup,
ozelligi,

a. bir farenin iligkin bir antijenle immunize edilmesini, igerisinde farenin, CH1 alanini kodlayan bir
nukleotit sekansinin bir silinmesini iceren bir germ hatti genetik medifikasyonundan dolayi bir CH1
bolgesini kodlayan bir sekansi eksik olan bir 1gG sabit bolge geni igceren bir endojenoz
immunoglobulin agir zincir sabit bolgesi, ve bir fonksiyonel CH1 alanini kodlayan bir endojenoz IgM
sabit bolge geni icermesi, icerisinde farenin bir fonksiyonel CH1 alani iceren bir IgM ve bir CH1

alaninin tamamiyla eksik oldugu bir 1gG icermesini;
b. farenin iligskin antijene kargi bir bagisiklik yaniti yerlestirmesine izin verilmesini; ve

c. fareden, iliskin antijene spesifik olarak badlanan bir antikor ureten bir hucrenin izole edilmesini,

ve

d. immunoglobulin agir zincir dedigken bolge nukleik asitlerinin, (c) adiminda izole edilen hucreden

izole edilmesini icermesidir.

8. Istem 7'ye gore metot olup, ozellidi; icerisinde farenin ayrica, tum veya hemen hemen tum
immunoglobulin adir zincir V, D ve J gen segmentlerinin bir veya daha fazla insan immiinoglobiulin
agir zincir VH, insan immunoglobulin agir zincir DH ve insan immunoglobulin agir zincir JH gen
segmentleriyle dedistiriimesini igermesi, icerisinde bir veya daha fazla insan immiunoglobulin adir
zincir VH, DH ve JH gen segmentlerinin, endojendz fare lokusunde bir endojendz immunoglobulin

agir zincir sabit bolgesine galisir bicimde baglanmasidir.

9. Istem 8'e gore metot olup, ozellidi; igerisinde antikorun bir insan immunoglobulin agir zincir

degisken bolge icermesidir.

10. Istem 7 ila 9'dan herhangi birine gore metot olup, ozellidi; icerisinde endojendz IgG sabit
bblge geninin bir IgG1 sabit bolge geni, bir IgG2b sabit bdlge sabit bolge geni, bir I[gG2a sabit
bblge sabit bolge geni ve bunlarin kombinasyonlarindan olugan grup icinden secilmesi, tercihen

igerisinde IgG sabit bdlge geninin bir IgG1 sabit bolge geni olmasidir.

1. istem 10'a gore metot olup, dzelligi; icerisinde endojendz IgG sabit bolge geninin bir IgG1
sabit bolge geni olmasi ve farenin ayrica (a) sokak turl lgG3 proteini; (b) sokak turiy IgG2a proteini;

ve (c} sokak turll IgG2b proteini ifade etmesi, tercihen igerisinde farenin ayrica (d) sokak turt IgM
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proteini; (e) sokak turl IgD proteini, (f) sokak turu IgA proteini; ve {h) sokak turl IgE proteini ifade
etmesidir.
12. Istem 7 ila 11'den herhangi birine gore metot olup, 6zelligi; icerisinde
(a) endojendz IgG agdir zincir antikorunun bir IgG1 mentesesi, bir CH2 alani ve bir CH3 alani
icermesi;
(b) farenin bir fonksiyonel immunoglobulin hafif zincir lokiisu icermesi, tercihen igerisinde
immunoglobulin hafif zincir lokuisunun bir k hafif zincir gen lokiuisi ya da bir A hafif zincir gen lokusu
olmasi; ve/veya
(c) farenin bir 129 susu, bir C57BL/6 susu ve bir kanstirlmis 129 x C57BL/6 susundan olusan grup

icinden secilen bir sus olmasi, tercihen igerisinde farenin %50 oraninda 129 ve %50 oraninda
C57BL/6 olmasidir.

13. Istem 1 ila 12'den herhangi birine gore metot olup, dzelligi; ayrica:

d. adim c'de izole edilen hucreden bir hibridomun aretilmesini, igerisinde hicrenin antijene spesifik

bir antikoru uretmesi adimini icermesidir.
14. Istem 13'e gore metot olup, dzelligi; ayrica:

f. adim d'de uretilen hibridomdan adir zincir dedisken bolge nukleik asitlerinin izole edilmesini

icermesidir.

15. istem 13'0n bir metoduna gore olusturulan bir hibridom olup, dzelligi: icerisinde bu
hibridomun, CH1 alanini kodlayan bir nukleotit sekansinin bir silinmesini iceren bir germ hatti
genetik modifikasyonundan dolayi bir CH1 bolgesini kodlayan bir sekansi eksik olan bir IgG sabit
bodlge geni iceren bir endojenoz immunoglobulin agir zincir sabit bdlgesini icermesidir.

16. istem 15'e gore hibridom olup, dzelligi; icerisinde endojendz immunoglobulin agir zincir

sabit bolgesinin ayrica bir fare anahtar (switch) bolgesini icermesidir.
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AGIR ZINCIR ANTIKOR URETEN FARELER
TEKNIK ALAN

Teknidin alanm, adir zincir antikor Ureten genetik olarak modifiye edilmis farelerdir, dzellikle
immunoglobulin gama (IgG) geninin CH1 alanini (veya CH1 alani ve baglanti (mentese) bolgesi)
kodlayan bir sekansta nukleotid sekans kaybi iceren fakat fonksiyonel CH1 alanindan yoksun
olmayan IgM eksprese edebilen genetik olarak modifiye edilmis farelerdir ve 6zellikle dogal tip IgM
molekullerini (or. CH1 alanlan ile) Uretebilen fakat fonksiyonel CH1 alanindan {veya CH1 alani ve

baglant (mentese) bolgesi) yoksun adir zincir IgG antikorlar yapan farelerdir.
ONCEKIi TEKNIK

Cogu hayvanda, normal immunoglobulin agir zincirler kendi soydas hafif zincirleri ile birlestiginde
sadece iyi eksprese edilirler. Insanlarda, yalin agir zincirler degigken adir, CH1 veya degisken agir
ve CH1 alanlarinin sekanslarindan yoksun iglevsiz agir zincirler tarafindan ortaya gikan agir zincir
hastalidinda bulunur. Hafif zincirlerden yoksun agir zincirlere belirli balik turlerinde ve develerde
rastlanir. Bu agir zincirler fonksiyonel CH1 alanindan yoksundur ve adir zincir degisken alanlarinda
non-human (insan olmayan) Ozelliklere sahiptir. Fareleri develerde ve belirli balk turlerinde
bulunan VHH alanlarim taklit eden camelized genler eksprese etmeleri icin modifiye ederek,
kismen IgM ve IgG CH1 alanlarini uzaklastirarak ve agir zincir degisken bolgelerini develerdekilere
ve/veya belirli balik turlerindekilere benzemelerini dodrulayarak camelized antikorlar yapmak icin
girisimlerde bulunulmustur. Ancak, camelized antikorlarin deve olmayan hayvanlarda immun yaniti

uyarmasi beklenecektir.

Teknikte devegillerden olmayan VH alanlarina sahip agir zincir antikorlan Ureten genetik olarak

modifiye edilmis non-human hayvanlara ihtiyac vardir.

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Sekil 1, bir CH1 gen segmentine birlesen JH bodlgesinin gen segmentini, ardindan baglanti
(mentege) bolgesini, CH2 gen segmentini ve CH3 gen segmentini; CH1 alanin
(lgG1ACH1, orta) silen bir yapi ile hedeflenen 1gG1 lokusunu ve hem CH1 alanini hem de
baglanti (mentese) bdlgesini (IgG1ACH1-Amentese, alt) silen bir yapi ile hedeflenenlgG1
lokusunu gbsteren bir farede normal tip IgG1 lokusunu gdsterir (IgG1, en Ust).

Sekil 2 CH1 alanindan yoksun IgG1 eksprese eden fare 1gG1 geninin genetik olarak

modifiye lokus yapma hedefini gosterir.
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Sekil 3 CH1 alanindan ve baglanti (mentese) bdlgesinden yoksun IgG1 eksprese eden fare
IgGG1 geninin genetik olarak modifiye lokus yapma hedefini gosterir.

Sekil 4 CH1 alanindan yoksun IgG1 eksprese eden ve IgG2b veya IgG2a eksprese
etmeyen fare agir zincir sabit bolge lokusunun genetik olarak modifiye lokus yapma
hedefini gosterir.

Sekil 5 CH1 alanini silen ve baglanti {(mentese) alanini silen ve 1gG2b gene ve lgG2a
genini silen hir yapi ile hedeflenen fare agir zincir sabit bdlgesini gosterir.

Sekil 6 CH1 alanindan yoksun veya CH1 ve badlanti (mentese) bolgesinden (en ust)
yoksun lgG1°e sahip genetik olarak modifiye edilmis bir farenin agir zincir sabit bolgesini ve
CH1 alanindan yocksun veya CH1 ve baglanti (mentese) bdlgesinden (en Ust) yoksun ve
IgG2a geninden yoksun ve IgiG2b geninden {(en alt) yoksun IgG1'e sahip genetik olarak
modifiye edilmis bir farenin adir zincir sabit bolgesini gosterir.

Sekil 7 CHO hucre supernatantlarinin badimsiz olarak kontrol (fare Fc ile sitokin
ectodomain fuzyonu), CH1 alanindan yoksun (hVR-mFcACH1) kimerik (insan VR)/(fare Fc)
agir zincir antikoru, CH1 alanindan yoksun (hVR*-mFcACH1) camelized kimerik (insan
VR)/(fare Fc) adir zincir antikoru, kimerik (insan VR)/(fare Fc) adir zincir antikoru (hVR-
mFc), camelized kimerik {insan VR)/(fare Fc) agir zincir antikoru (hVR*-mFc¢), CH1 alani ile
birlikte (mFc) veya birlikte dedil (mFcACH1) mFc eksprese etmek icin islenmis CHO
hucrelerinden Western blot'unu gosterir.

Sekil 8 anti-fare IgG ile lekelenen dogal tur fareden (sol) ve IgG1'i CH1 alanindan yoksun
ve badlanti (mentese) bblgesinden (heterozigot) yoksun olan genetik olarak modifive
edilmis fareden fare serumunun azalan SDS-PAGE'inden Western blot goéruntulerini
gosterir; molekuler agirlik belirte¢ pozisyonlari olarak sematik agir zincirler saglanir.

Sekil 9 anti-fare I1gG ile lekelenen dogal tiur fareden (WT) ve IgG1'i CH1 alanindan yoksun
ve baglanti (mentese) bolgesinden (homozigot, sirasiyla HO 1, HO 2, HO 3, HO 4 olarak
belirtilir) dort genetik olarak modifiye edilmis fareden fare serumunun azalmayan SDS-
PAGE’inden Western blot goruntulerini gosterir; her fare (WT veya HO) her hayvan (her biri
igin soldan saga ardigik seritler) icin 1:5 ve 1:10 serum seyreltmesine karsilik gelen seritler
uzerinde parantez ile belirtilen iki serit ile gosterilir.

Sekil 10 normal 1gG1 antikorun (sol) ve Ch1 alanindan yoksun ve baglanti {(mentese)
bblgesinden yoksun adir zincir antikorunun sematik bir diyagramini saglar.

Sekil 11 dodal tip farelerin (WT) ve CH1 alanindan yoksun ve baglantt {mentese)
bolgesinden (HO; CH1 alanindan yoksun ve baglanti (mentese) botlgesinden yoksun agir
zincir antikor eksprese eden homozigot fare) yoksun genetik olarak modifiye edilmis
farelerin ayn ayn 1gG1 ve IgG2 serum immunoglobulin analizlerini gosterir. Kontrol insan
serumu toplanir.

Sekil 12 1IgG1 CH1 ve badlanti {(mentese) bdlge sekansindan yoksun modifiye endojen fare

agir zincir lokusunda fare agir zincir gen sekansi tasiyan farelerin splenosit RNA‘larindan
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amplifiye on bir bagimsiz RT-PCR klonlarnnin protein sekanslarini gasterir. B1 = SEQ ID
NO:19; B2 = SEQ ID NO:21; B3 = SEQ ID NO:23; B5 = SEQ ID NO:25; D2 = SEQ ID
NO:27; D5 = SEQ ID NO:29; D6 = SEQ ID NO:31; E2 = SEQ ID NO:33; E8 = SEQ ID
NO:35; E10 = SEQ ID NO:37; F6 = SEQ ID NO:39. Kuguk harf bazlar rekombinasyon
sirasinda mutasyondan vefveya N ilavesinden olusan non-germline bazlan belirtir.
Sekanslarin Uzerinde belirtilen noktalar cergeve (FR) ve tamamlayici belirleyici bodlgelerin
(CDR) duzgun hizalamasi igin sekanstaki yapay bosluklari temsil eder. Endojen IgG1 (CH2)
sabit bolgenin CH2 bolgesindeki ilk dokuz amino asit her klon icin gosterilir.

Sekil 13 1gG1 CH1 bolge sekansindan yoksun modifiye endojen fare agir zincir lokusunda
insan adir zincir gen sekansi tasiyan farelerin splenosit RNA'larindan amplifive yedi
bagimsiz RT-PCR klonlarinin protein sekanslarini gosterir. A8 = SEQ ID NO:51; C2 = SEQ
ID NO:53; D9 = SEQ ID NO:55; C4 = SEQ ID NO:57; H8 = SEQ ID NO:59; A5 = SEQ ID
NO:61; A2 = SEQ ID NO:63. Kuguk harf bazlar rekombinasyon sirasinda mutasyondan
ve/veya N ilavesinden olusan non-germline bazlan belirtir. Sekanslarin uzerinde belirtilen
noktalar cerceve (FR) ve tamamlayici belirleyici bolgelerin (CDR) duzgun hizalamasi igin
sekanstaki yapay bosluklar temsil eder. Endojen IgG1 (HINGE} sabit bolgenin 13 amino

asit badlanti (mentese) bodlgesinin ilk yedi amino asidi her klon igin gosterilir.

OZET

Genetik olarak modifiye hiicreler, non-human embriyolar, non-human hayvanlar ve bunlari Uretme
ve kullanmaya yonelik yontemler ve bilesimler aciklanmakta olup, hayvanlar immunoglobulin G
(lgG)yde bulunan fonksiyonel CH1 sekansindan yoksun olmasi icin genetik olarak modifiye edilir,
opsiyonel olarak modifiye IgG'deki fonksiyonel 1gG baglanti {mentese) bolgesinden yoksun olmasi
igin modifiye edilir ve hucreler, embriyolar ve hayvanlar fonksiycnel IgM CH1 sekansini igerir. Bazi
yonlerden fareler, bir veya daha fazla ya da tum endojen fare immunoglobulin agir zincir degisken
bolge gen segmentlerinin bir veya daha fazla insan immunoglobulin agir zincir degisken bolge gen
segmentleri ile yer degistirmesini icerebilir. Bazi yonlerden tum endojen fare V, D ve J gen
segmentleri, bir veya daha fazla insan V, bir veya daha fazla insan D ve bir veya daha fazla insan J
gen segmentleri ile yer degistirir.

Mevcut bulug bir antikor yapimina veya bunun uretimini saglayan bir hucrenin izole edilmesine

yonelik bir metot saglamakta olup, dzelligi; bu metodun:

a. bir farenin iliskin bir antijenle immunize edilmesini, igerisinde farenin, CH1 alanini kodlayan bir
nukleotit sekansinin bir silinmesini iceren bir germ hatti genetik modifikasyonundan dolayi bir CH1
bolgesini kodlayan bir sekansi eksik olan bir IgG sabit bolge geni igeren bir endojenoz

immunoglobulin agir zincir sabit bolgesi, ve
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bir fonksiyonel CH1 alanini kodlayan bir endojendz IgM sabit bdlge geni icermesi, igerisinde
farenin bir fonksiyanel CH1 alani igeren bir IgM ve bir CH1 alaninin tamamiyla eksik oldugu bir IgG
icermesini;

b. farenin iligkin antijene karsi bir badisiklik yaniti yerlestirmesine izin verilmesini; ve

c. fareden, iliskin antijene spesifik olarak baglanan bir antikor Ureten bir hiicrenin izole edilmesini

icermesidir.

Mevcut bulus ayrica, bir adir zincirli antikor kodlayan bir nikleik asidin izole edilmesine yonelik bir

metot sagdlamakta olup, bu metot:

a. bir farenin iligkin bir antijenle immunize edilmesini, icerisinde farenin, CH1 alanini kodlayan bir
nukleotit sekansinin bir silinmesini iceren bir germ hatti genetik modifikasyonundan dolayi bir CH1
bolgesini kodlayan bir sekansi eksik olan bir 1gG sabit bolge geni igceren bir endojenoz
immunoglobulin agir zincir sabit bolgesi, ve bir fonksiyonel CH1 alanini kodlayan bir endojenoz IgM
sabit bolge geni icermesi, icerisinde farenin bir fonksiyonel CH1 alani iceren bir IgM ve bir CH1

alaninin tamamiyla eksik oldugu bir 1gG icermesini;
b. farenin iligskin antijene kargi bir bagisiklik yaniti yerlestirmesine izin verilmesini; ve

c. fareden, iliskin antijene spesifik olarak badlanan bir antikor ureten bir hucrenin izole edilmesini,

ve

d. immunoglobulin agir zincir dedigken bolge nukleik asitlerinin, (c) adiminda izole edilen hucreden

izole edilmesini icermesidir.

Kullanilan genetik olarak modifiye fare, genetik modifikasyonun IgG sabit bdlgesini kodlayan
nikleotid sekansinin modifikasyonunu igerdidi bir fare olup modifikasyon IgG sabit bdlgesinin CH1
alaninin fonksiyonunu kaybetmesi ile sonuglanir. Bir duzenlemede, fonksiyon modifikasyon kaybi
CH1 alanim kedlayan nukleotid sekansinin silinmesidir veya CH1 alanini kodlayan nukleotid

sekansi iginde bir silinmedir.

Bir duzenlemede IgG, IgG1, lgG2a, IgG2b ve bunlarin bir kombinasyonundan secilir. Bir
duzenlemede, IgG IgG1:dir. Bir duzenlemede, IgG IgG1, lgG2a ve IgG2bdir.

Bir duzenlemede, modifikasyon ayrica CH1 modifikasyonu iceren IgGnin baglantt {mentese)

bblgesi icin nukleotid sekansinin silinmesini icerir

Bir duzenlemede, genetik olarak modifiye fare 129 susundan, C57BL/6 susundan ve 129 x
C57BL/6 kanisimindan segilir. Belirli bir duzenlemede, fare %50 129 ve %50 C57BL/6dr.
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Bir duzenlemede, genetik olarak modifiye fare, 129P1, 129P2, 129P3, 129X1, 12981 (br.,
12981/8V, 12951/Svim), 12952, 12054, 12985, 129S9/SvEvH, 12956 (129/SvEvTac), 12957,
12988, 129T1, 129T2 (bakiniz, or, Festing ve ark. (1999) Revised nomenclature for strain 129
mice, Mammalian Genome 10:836) iceren bir gruptan segilen 129 susudur. Bir duzenlemede,
genetik olarak modifiye fare C57BL/A, C57BL/An, C57BL/GrFa, C57BL/KaLwN, C57BL/6G,
C57BL/6J, C57BL/6ByJ, C57BL/6NJ, C57BL/10, C57BL/10ScSn, C57BL/10Cr, C57BL/Ola’dan
segilen spesifik bir duzenlemede C57BL susudur. Belirli bir duzenlemede, genetik olarak modifiye
fare yukarida belirtilen 129 susunun ve yukarnida belirtilen C57BL/6 susunun bir kangimidir. Bagka
bir spesifik duzenlemede, fare yukarida belirtilen 129 suslarinin bir karisgimidir veya yukarida
belirtilen BL/6 suslarinin bir karisimidir. Belirli hir duzenlemede, karisimin 129 susu 12956
(129/SvEvTac) susudur.

Ifade edilen fare ayrica bir veya daha fazla yeniden diuzenlenmemis endojen fare adir zincir
immunoglobulin degisken bolge (mVR) gen segmentlerinin iglevsel olarak modifiye IgG sabit bolge
sekansina baglanmasini icerir. Bir drnekte, bir veya daha fazla mVR gen segmentleri VH1, VHS3,
VH5, VH7, VH14 ve bunlarin bir kombinasyonundan secilen fare VH gen ailesindendir. Bir drnekte,
bir veya daha fazla mVR gen segmentleri mVH 1-26, 1-42, 1-50, 1-58, 1-72, 3-6, 5-6, 7-1, 14-2 ve

bunlarin bir kombinasyonundan segcilir.

Bir duzenlemede, fare fonksiyonel CH1 bbdlgesinden yoksun IgG adir zincirde FR1, FR2 ve FR3
kodlayan yeniden duzenlenmis bir gen icermekte olup FR1, FR2 ve FR3'Un her biri badimsiz
olarak VH1, VH3, VH5, VH7 ve VH14 gen ailesinden secilen mVH germline sekansindan turetilen
FR1, FR2 ve FR3'e en az %90, %95, %96, %97, %98 veya %99 benzerdir. Bir duzenlemede, mVH
germline sekansi 1-26, 1-42, 1-50, 1-58, 1-72, 3-6, 5-6, 7-1 ve 14-2 sekansindan segilir.

Bir duzenlemede, fare DH 1-1, 2-14, 3-1, 3-2, 3-3, 4-1 ve bunlarin bir kombinasyonundan segilen
DH gen segmentinden turemis bir CDR3 icerir. Bir duzenlemede, fare CDR3 JH1, JH2, JH3 veya
JH4 olan bir JH tarafindan kodlanan bir sekans icerir.

Bir duzenlemede, fare DH 1-1, 2-14, 3-1, 3-2, 3-3, 4-1 ve JH1, JH2, JH3 veya JH4 yeniden

duzenlemesinden turemis CDR3 kodlayan yeniden duzenlenmis bir antikor sekansi igerir.

Bir dizenlemede, fare fonksiyonel CH1 bblgesinden yoksun IgG adir zincirde FR4 kodlayan
yeniden duzenlenmis bir gen icermekte olup FR4, DH1-1, 2-14, 3-1, 3-2, 3-3 veya 4-1'in JH1, JH2,
JH3 veya JH4 ile yeniden duzenlenmesi ile kodlanan FR4'e en az %90, %95, %96, %97, %98
veya %99 benzerdir.
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Bir duzenlemede fare, endojen fare agiz zincir degisken bolge lokusunda yeniden diuzenlenmemis
insan agiz zincir immunoglobulin degisken bdlge (hVR} gen segmenti icerir. Bir duzenlemede fare
islevsel olarak endojen fare adiz zincir degigsken bdlge lokusunda modifiye 1gG sabit bolge
sekansina baglanan yeniden duzenlenmemis hVR gen segmenti igerir. Bir duzenlemede, hVR gen
segmentleri VH1, VH3, VH4 ve bunlarin bir kombinasyonundan segilen insan VH gen
familyasindandir. Bir duzenlemede, bir veya daha fazla hVR gen segmenti 1-2, 1-8, 1-18, 1-46, 1-
69, 3-21, 3-72 ve 4-59'dan segilir. Spesifik bir duzenlemede, bir veya daha fazla hVR gen segmenti
1-8, 1-18 ve 1-69'dan segilir.

Bir diuzenlemede, tum veya neredeyse tum fare adir zincir V gen segmenti hir veya daha fazla
insan adir zincir V gen segmenti ile yer degistirir. Bir duzenlemede, tiuum fare agir zincir V ve D gen
segmentleri bir veya daha fazla insan adir zincir V ve D gen segmentleri ile yer degistirir. Bir
duzenlemede, tum fare agir zincir V, D ve J gen segmentleri bir veya daha fazla insan agir zincir V
gen segmenti, bir veya daha fazla insan adir zincir D gen segmenti ve bir veya daha fazla insan
agir zincir J gen segmenti ile yer degistirir. Bu duzenlemelerde, insan agir zincir V vefveya D
velveya J gen segmentleri fare endojen agir zincir lokusundadir ve iglevsel olarak modifiye fare

sabit bolge gen(lerline baglanir.

Bir duzenlemede fare, fonksiyonel CH1 bolgesinden yoksun IgG adir zincirin FR1, FR2 ve FR3
sekanslarini kodlayan ve 1-8, 1-18 veya 1-69 insan immunoglobulin agir zincir degisken gen
segmentinin insan germline nukleotid sekansindan FR1, FR2 ve FR3e en az %80 benzer olan
nukleotid sekansi icermekte olup, modifiye farenin FR1 + FR2 + FR3 sekansi optimal olarak
soylenen insan germline sekansi ile fare ve insan sekanslarinin CDR sekanslarina bakmaksizin
hizalanir (or, karsilastinldiginda herhangi bir CDR amino asit benzerligini dusunmeden optimal
olarak FR'lerin hizalanmasi). Belirli bir duzenlemelerde, FR1, FR2 ve FR3 1-8, 1-18 veya 1-69 gen
segmentleri olan agir zincir degigken bolge gen segmentinin FR1 + FR2 + FR3'un insan germline
nukleotid sekansina yaklasik %85, %90, %95, %96, %97, %98 ve %99 benzerdir.

Bir duzenlemede, fare ayrica insan D6-19/J6 yeniden duzenlemesi, D6-7/J4 yeniden diuzenlemesi,
D4-4/J4 yeniden duzenlemesi, D6-6/J2 yeniden duzenlemesi, D3-16/J6 yeniden duzenlemesi, D6-
6/J4 yeniden duzenlemesi ve D1-7/J4 yeniden duzenlemesi tarafindan olusturulan FR4e en az
%80 benzer FR4 igerir.

Bir duzenlemede fare, V1-8, V1-18 ve V1-69dan secilen insan agir zincir dedisken bolge gen
segmentinin germline sekansi tarafindan kodlanan FR1'den amino asit sekansi 1'den fazla
olmayan, 2'den fazla olmayan, 3'ten fazla olmayan, 4'ten fazla olmayan veya 5ten fazla olmayan

amino asitten farkh olan FR1 kodlayan nukleotid sekansi icerir. Belirli bir duzenlemede FR1
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kodlayan nukleotid sekansi, fonksiyonel CH1 sekansindan yoksun IgG sabit bolgeyi kodlayan bir

sekansa islevsel olarak badl olan yeniden duzenlenmis bir sekanstir.

Bir duzenlemede fare, V1-8, V1-18 ve V1-69dan secilen insan adir zincir dedisken bolge gen
segmentinin germline sekansi tarafindan kodlanan FR2'den amino asit sekansi 1°den fazla
olmayan, 2'den fazla olmayan, 3ten fazla olmayan, 4'ten fazla olmayan veya 5+ten fazla olmayan
amino asitten farkli olan FR2 kodlayan nukleotid sekansi icerir. Belirli bir duzenlemede FR2
kodlayan nukleotid sekansi, fonksiyonel CH1 sekansindan yoksun 1gG sabit bélgeyi kodlayan bir

sekansa islevsel olarak bagdl olan yeniden duzenlenmis bir sekanstir.

Bir diuzenlemede fare, 1-8, V1-18 ve V1-69dan secilen insan adir zincir dedisken bolge gen
segmentinin germline sekansi tarafindan kodlanan FR3ten amino asit sekansi 1'den fazla
olmayan, 2'den fazla olmayan, 3:ten fazla olmayan, 4'ten fazla olmayan, 5'ten fazla olmayan, 6'dan
fazla olmayan, 7'den fazla olmayan, 8den fazla olmayan, 9dan fazla olmayan, 10'dan fazla
olmayan veya 11'den fazla olmayan amino asitten farkli olan FR3 kodlayan nukleotid sekansi
igerir. Belirli bir duzenlemede FR3 kodlayan nukleotid sekansi, fonksiyonel CH1 sekansindan
yoksun IgG sabit bolgeyi kodlayan bir sekansa islevsel olarak badh olan yeniden duzenlenmis bir

sekanstir.

Bir duzenlemede fare, insan D6-19/J6, D6-7/J4, D4-4/J4, D6-6/J2, D3-16/J6, D6-6/J4 ve D1-7/J4
yeniden diuzenlemesi tarafindan kodlanan FR4 amino asit sekansindan 1:den fazla olmayan, 2'den
fazla olmayan veya 3'ten fazla olmayan amino asitten farkli aminc asit sekansi clan FR4 kodlayan
nukleotid sekansi igerir. Belirli bir duzenlemede FR4 kodlayan nukleotid sekansi, fonksiyonel CH1
sekansindan yoksun IgG sabit bolgeyi kodlayan bir sekansa islevsel olarak bagh olan yeniden
duzenlenmig bir sekanstir.

Bir duzenlemede fare, insan agir zincir D bolge gen segmentinden (hDH) turemis adir zincir CDR3
kodlayan nukleotid sekansi icerir. Bir duzenlemede, hDH D1-7, D3-16, D4-4, D6-6, D6-7 ve DG6-
19'dan segilir.

Bir duzenlemede fare, insan adir zincir birlesme gen segmentinden (JH) turemis adir zincir CDR3

kodlayan nukleotid sekansi icerir, Belirli bir duzenlemede JH, J2, J4 ve J&:dan segilir.

Bir duzenlemede fare, insan DH ve insan JH yeniden duzenlemesinden turemis nukleotid sekansi
tarafindan kodlanan agir zincir CDR3 igerir. Belirli bir duzenlemede CDR3, D1-7/J4, D3-16/J6, D4-
4/J4, D6-6/J2, D6-6/J4, DG-7/J4 veya D6-19/J6 yeniden duzenlemesinden turetilir.



10

15

20

25

30

35

&
Bir duzenlemede fare, endojen mVR gen segmentlerinin hVR gen segmenti ile yer degistirmesini
igerir. Spesifik bir uygulamada, mVR gen segmentinin hVR gen segmenti ile yer degistirmesi
modifiye agir zincir sabit bolge ile ayni alel uzerindedir. Bir bagka spesifik uygulamada, mVR gen
segmentinin hVR gen segmenti ile dedistiriimesi, modifiye edilmis adir zincir sabit bolgesinden

farkl bir alel Uzerindedir.

Bir duzenlemede, mVR gen segmentlerinin %90-100'U en az bir hVR gen segmenti ile yer
dedistirir. Belirli bir duzenlemede, tum veya neredeyse tum endojen mVR gen segmentleri en az bir
hVR gen segmenti ile yer degistirir. Bir duzenlemede, yer degisim en az 18, en az 39 veya en az
80 ya da 81 hVR gen segmentleri iledir. Bir duzenlemede, yer degdisim en az 12 fonksiyonel hVR
gen segmentleri, en az 25 fonksiyonel hVR gen segmentleri veya en az 43 fonksiyonel hVR gen

segmentleri iledir.

Bahsedilen ayrica en az bir yeniden duzenlenmemis hVR gen segmenti, en az bir yeniden
duzenlenmemis insan D segmenti, en az bir yeniden duzenlenmemis insan J segmenti ve en az bir
insan adir zincir sabit sekansi iceren transgen iceren genetik olarak modifiye edilmis bir faredir. Bir
ornekte, endojen fare adir zincir degisken bdlge ve kappa hafif zincir degisken bolge lokuslari
fonksiyonel olarak bastiribr. Spesifik bir ornekte fare, fonksiyonel CH1 alanindan yoksun ve
opsiyonel fonksiyonel CH1 alanindan yoksun olarak IgG baglanti (mentese) bolgesinden yoksun
fare 1gG sekans ile bitisik insan agir zincir degisken alani iceren kimerik insan/fare antikoru
Uretmek icin trans-degisim(switching) vyapabilir. Spesifik bir ornekte, transgen ayrica CH1
alanindan yoksun IgG sekansi ve opsiyonel olarak fonksiyonel CH1 alanina sahip IgM icerir. Bagka

bir spesifik drnekte, 1gG sekansi badlanti {(mentese) bolgesinden yoksundur.

Bir duzenlemede fare, birinci adir zincir degisken bolge aleli ve ikinci agir zincir degisken bolge
aleli icermekte olup, birinci alel ve ikinci alelin her ikisi de ayni fare sugsundandir. Bir duzenlemede,
birinci alel birinci fare susundan ve ikinci alel ikinci fare susundandir. Bir dizenlemede, birinci ve
ikinci alellerin bir aleli mVR ile en az bir hVR'nin yer degistirmesini igerir. Baska bir duzenlemede,
her iki alel mVR ile en az bir hVR’nin yer degistirmesini icerir.

Kullanilan genetik olarak modifiye fare bir yonuyle CH1 alani iceren IgM eksprese eden ve
fonksiyonel CH1 alanindan yoksun 1gG eksprese eden veya hem fonksiyonel CH1 alanindan hem
de fonksiyonel badlanti (mentese) bolgesinden yoksun IgG eksprese eden bir faredir.

Bir duzenlemede, I1gG IgG1-dir.

Bir duzenlemede fare, dort 19G eksprese eder: modifiye 1gG1 ve dodal tip IgG3, 19G2a ve 1gG2b.
Baska bir duzenlemede fare, ikiden fazla IgGb eksprese etmez: modifiye IgG1 ve dogal tip 1gG3.
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Belirli bir dlizenlemede fare adir zincir izotop eksprese eder: dogal tip IgM, dogal tip IgD, dogal tip
lgG3, modifiye 19G1, dogal tip 1gG2a, dogal tip 1IgG2b, dogal tip IgA ve dogal tip IgE. Baska bir
spesifik duzenlemede fare, adir zincir izotoplari eksprese eder: dogal tip IgM, dogal tip IgD, dogal
tip 19G3, modifiye IgG1, dodal tip IgA ve dogal tip IgE. Cesitli duzenlemelerde, IgG1 modifikasyonu

CH?1 alaninin silinmesini ve opsiyonel olarak baglanti (mentese) bolgesinin silinmesini icerir.

Bir duzenlemede, fare 129, C56BL/6, karigik 129 x C57BL/6'dan segilen bir sustandir.

Bir agidan, fare agir zincir antikoru eksprese etmekte olup, agir zincir antikor esas olarak bir
dimerik adir zincirden olusur; adir zincir fonksiyonel CH1 alanindan yoksundur veya hem
fonksiyonel CH1 alanindan hem de fonksiyonel baglanti (mentese) bolgesinden yoksundur; agir
zincir, germline gen bolgesi tarafindan kodlanan insan agir zincir degisken alani ile benzer
olmayan bir sekans iceren insan agir zincir degisken alanini icerir ve agir zincir, insan veya fare
CH2 alanini ve insan ya da fare CH3 alanini icerir, ki burada fare dogal tip insan veya fare IgM

eksprese eder.

Bir duzenlemede fare, fonksiyonel immunoglobulin hafif zincir gen lokusu igerir.

Bir uygulamada, memeli agir zincir degisken alani bir insan veya fare agir zincir degisken alanidir.

Bir duzenlemede, adir zincir antikoru esas olarak fonksiyonel CH1 alanindan yoksun ve
fonksiyonel badlanti (mentege) bolgesinden yoksun dimerik agir zincirden olugmakta olup, agir
zincir en az bir somatik mutasyon iceren ve CH2 alani ve CH3 alani iceren insan degisken alani
igerir. Belirli bir duzenlemede, CH2 alani ve CH3 alani bagimsiz olarak fare ve insan alanlarindan
segilir. Spesifik bir duzenlemede, hem CH2 alani hem de CH3 alani insandir; baska bir
duzenlemede hem CHZ2 alani hem de CH3 alani faredir.

Bahsedilen ayrica bir agir zincir antikoru olup, agir zincir antikoru bir non-camelid degdisken alan ve

CH1 alanindan yoksun bir agir zincir sabit bolge iceren bir agir zincir icerir.

Bir drnekte, adir zincir antikoru ayrica baglanti (mentese) bélgesinden yoksundur.

Bir ornekte adir zincir antikoru, esas olarak badlanti (mentese) bolgesinden, CHZ alanindan ve
CH3 alanindan olusan bir sabit bolge igcerir. Baska bir diuzenlemede, adir zincir antikoru, esas

olarak CH2 alanindan ve CH3 alanindan olusan bir sabit bolge igerir

Bir ornekte, non-camelid dedisken alani, insan adir zincir dedisken bolge gen segmenti iceren

fareden ya da genetik olarak modifiye fareden B hucrenin IgM- veya IgG-kodlayan nukleotid
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sekansindan somatik olarak mutasyona ugratiimis insan veya fare agir zincir degisken alanidir.
Belirli bir duzenlemede fare, insansi (humanized) adir zincir degisken gen segmenti icerir. Bagka
bir duzenlemede fare, endojen fare agir zincir dedisken bolge gen segment lokusunun en az bir
insan degisken bbdlge gen segmenti ile yer degistirmesini icerir. Baska bir duzenlemede fare,
endojen fare agir zincir lokusunun en az bir insan degisken gen segmenti, en az bir insan D
segmenti ve en az bir insan J gen segmenti ile yer degistirmesini igcerir. Spesifik bir duzenlemede,
endojen fare immunoglobulin degdisken bdlge lokusu tamamen veya neredeyse tamamen gok
sayida insan V, D ve J gen segmentleri iceren insan immunoglobulin dedisken bolge lokusu ile yer

dedgistirir.

Bir diizenlemede non-camelid degdisken alan insan dedisken alanidir. Bagka hir duzenlemede, non-
camelid degisken alani bir veya daha fazla camelizing modifikasyon igeren insan degigken alanidir.
Spesifik bir duzenlemede, camelizing modifikasyonu L11S, V37F, G44E, L45C, L45R ve
W47Gden (Kabat numaralandirmasi) secilir. Spesifik bir duzenlemede, camelizing modifikasyonu
V37F, G44E ve L45C:den secilir. Spesifik bir duzenlemede, agir zincir degisken alani iki sistein

igeren tamamlayicihik-belirleme bélgesi 3 (CDR3) igerir.

Bir ornekte, agir zincir antikoru, birinci agir zincir degisken alani iceren hirinci agir zincir dimeri ve
ikinci agir zincir dedisken alani igeren ikinci adir zincir icermekte olup birinci ve ikinci agir zincirlerin
her biri CH1 alanindan yoksundur (veya CH1 alani ve baglanti (mentese) bolgesinden yoksundur).
Bir drnekte, birinci agir zincir dimerinin insan degisken alani birinci epitopa baglanir ve ikinci agir
zincir dimerinin insan degdisken alani ikinci epitopa badlanir, ki burada birinci ve ikinci epitoplar ayni
dedildir. Belirli bir drnekte, birinci ve ikinci agir zincirlerin adir zincir degisken alanlari, burada

aciklandigi gibi insan adir zincir degisken alanlarini ve/veya insan agir zincir FR alanlarini igerir.

Ayrica mevcut bulusun bir metodu vasitasiyla olusturulan bir hibridom saglanmakta olup, icerisinde
bu hibridom, CH1 alanini kodlayan bir nuklectit sekansinin bir silinmesini iceren bir germ hatt
genetik maodifikasyonundan dolayi bir CH1 bolgesini kodlayan bir sekansi eksik olan bir IgG sabit
bolge geni iceren bir endojendz immunoglobulin agir zincir sabit bolgesi icerir. Ayrica genetik
olarak modifiye edilmis bir insan digi1 hicre aciklanmakta olup, icerisinde bu genetik modifikasyon
bir IgG CH1 alaninin silinmesini igerir ve hucre fonksiyonel bir IgM ifade eder. Spesifik bir

durumda, hiucre hir CH1 alani kodlayan bir sekans iceren bir IgM geni igerir.

Bir durumda hucre, fare ES hiicresinden, a pluripotent hiicreden ve totipotent hiicreden secilir.

Ayrica saglanan genetik olarak modifiye edilmis bir fare embriyosu olup, genetik moedifikasyon

burada agiklandid haliyle bir modifikasyon igerir. Bir duzenlemede, genetik modifikasyon IgG CH1



10

15

20

25

30

35

11

alaninin  silinmesini icerir ve fare embriyosu fonksiyonel IgM eksprese eder. Belirli bir

duzenlemede, fare embriyosu CH1 alani iceren IgM geni igerir.

Ayrica saglanan donor hicresi iceren bir fare embriyosu olup, donor hiicre genetik olarak modifiye
edilmistir ve genetik modifikasyon burada aciklandidr haliyle bir modifikasyondur. Bir ornekte,

genetik modifikasyon 1gG CH1 alaninin silinmesini icerir ve hiicre CH1 alani iceren IgM geni icerir.

Bir ornekte, donor hucresi fare ES hicresidir.

Ayrica bahsedilen bir DNA yapis) olup, DNA yapisi (a) birinci sekans 5" homolog ve IgG CH1
bolgesinin baslangicina hemen bitigsik bir fare homoloji kolu, (b} markor veya ilag segim kaseti ve
(c) ikinci sekans 3"e homolog ve IgG CH1 bolgesinin sonuna hemen bitigik bir homoloji kolu veya
alternatif olarak ikinci sekans 3"e homolog ve IgG baglanti (mentese) bolgesinin scnuna hemen

bitisik bir homoloji kolu igerir.

Ayrica bahsedilen CH1 alanindan yoksun bir antikor Uretmeye yonelik bir yontem olup, (a) IgG-de
fonksiyonel CH1 alanindan yoksun veya lgG'de fonksiyonel CH1 alanindan yoksun ve fonksiyonel
badlanti {mentese} bolgesinden yoksun burada aciklandid) hali ile farenin bagisiklanmasini, ki
burada fare fonksiyonel CH1 alani iceren IgM eksprese eder, (b) farenin antikor Uretmesi icin
yeterli kosullarda tutulmasini, {c) fonksiyonel CH1 alanindan yoksun veya fonksiyonel baglanti
(mentese) bdlgesinden yoksun fare tarafindan uretilen antikorun tanimlanmasin ve {d) antikorun,
antikoru Ureten hucrenin veya antikor sekansini kodlayan nukleotid sekansinin fareden izole

edilmesini icerir.

Bir duzenlemede, fare fonksiyonel immunoglobulin hafif zincir gen lokusunu igerir.

Bir durumda, fare adir zincir antikorunu insansilastirmaya yonelik bir yontem saglanmakta olup,
ilgili antijen ile agir zincir antikorlar yapan genetik olarak modifiye edilmis farenin bagisiklanmasini,
farenin immun cevap vermesini saglamayi, farenin fare B hucresinde kodlanan fare VH bélgesinin
tanimlanmasini, ki burada B hucresi spesifik olarak ilgili antijene baglanir, ve VH bolgesinin

insansilastinimasini igerir.

Bir duzenlemede, adir zincir antikorlan yapan genetik olarak modifiye edilmis fare burada
aciklandid gibi bir faredir. Bir duzenlemede fare, intakt IgM geni iceren ve CH1 alanindan yoksun
IgG geni iceren veya CH1 alanindan yoksun ve baglanti (mentese) alanindan yoksun agir zincir
sabit lokusuna islevsel olarak bagh en az bir mVR gen segmenti igerir. Bir ornekte, IgG geni IgG1
genidir. Bir duzenlemede, 1gG geni IgG1, IgG2A, 19G2B, 1gG3 ve bunlarnin bir kombinasyonundan

segilir.
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Bir duzenlemede, yontem ayrica insansi (humanize) VH bolgesini insan immunoglobulin sabit

bolgesi uzerine kodlayan bir nukleotid sekansinin klonlanmasini igerir.

Bir duzenlemede, fare mVR gen segmenti fare VH1 ve VH14:ten secilen VH gen ailesindedir ve
insansilastirma fare VYH1 veya VH14 cercevesinin insan VH1 geninden bir cerceve ile yer
dedistirmesini igerir. Bir duzenlemede, insan VH1 geni 1-2, 1-3, 1-8, 1-17, 1-18, 1-24, 1-45, 1-46,
1-58 ve 1-69dan secilir. Spesifik duzenlemelerde, mVR geni 1-58 genidir ve insan geni 1-18
genidir; mVR geni 1-26 genidir ve insan geni 1-2 genidir; mVR geni 1-50 genidir ve insan geni 1-46
genidir; mVR geni 1-17 genidir ve insan geni 1-2 genidir; mVR geni 1-42 genidir ve insan geni 1-2
genidir; mVR 14-1 genidir ve insan geni 1-2 genidir veya mVR 14-2 genidir ve insan geni 1-2

genidir.

Bir duzenlemede, mVR gen segmenti VH4, VH5, VH6, VH7, VH10, VH11 ve VH13 geninden
secilen fare VH genindendir ve insansilastirma bir fare gergevesinin insan VH3 geninden bir
cergeve ile yer degistirmesini icerir. Bir duzenlemede, insan VH3 geni 3-7, 3-9, 3-11, 3-13, 3-15, 3-
16, 3-20, 3-21, 3-23, 3-30, 3-33, 3-35, 3-38, 3-43, 3-48, 3-49, 3-53, 3-64, 3-66, 3-72, 3-73 ve 3-
74ten secilir. Spesifik bir duzenlemede, mVR geni 7-1 genidir ve insan geni 3-72 genidir; mVR

geni 3-6 genidir ve insan geni 4-59 genidir; mVR geni 5-6 genidir ve insan geni 3-21 genidir.

Bir duzenlemede, mVR gen segmenti VH3 ve VH12'den secilen fare VH gen ailesindedir ve
insansilagtirma bir fare gergevesinin insan VH4 geninden bir cerceve ile yer degistirmesini icerir.
Bir diuzenlemede, insan VH4 geni-4, 4-28, 4-31, 4-34, 4-39, 4-59 ve 4-61'den secilir.

Bir duzenlemede, mVR gen segmenti fare VH4 gen ailesindendir ve insansilastirma fare VH4
gergevesinin insan VHG geninden bir gergeve ile yer degistirmesini igerir. Bir duzenlemede, insan
VHG6 geni 6-1-dir.

Bir duzenlemede, mVR gen segmenti fare VH9 gen ailesindendir ve insansilastirma fare VH9
gergevesinin insan VH7 ailesinin insan VH geninden bir ¢cergceve ile yer degistirmesini icerir. Bir

ornekte, insan VH geni 7-4-1 ve 7-81'den segilir.

Bir duzenlemede, insansilastirma ayrica bir veya daha fazla konservatif ya da konservatif olmayan
ikame, bir veya daha fazla cikartma ve/veya fare CDR'sine bir veya daha fazla ekleme icerir, Oyle

ki fare CDRsi insan CDR’sine daha yakin ortusur.
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Bir duzenlemede, insansilagtirma ayrica bir veya daha fazla konservatif ya da konservatif olmayan
ikame, bir veya daha fazla ¢gikartma ve/veya insan gergcevesinde bir veya daha fazla ekleme igerir,
oyle ki fare insan gergevesi fare cergevesine daha yakin ortusur

Bir yonuyle kullanilan genetik olarak modifiye fare fonksiyonel immunoglobulin hafif zincir geni
iceren bir fare olup, fare hafif zincirden yoksun ve CH1 bolgesinden yoksun veya CH1 bblgesi ve

baglant (mentese) bolgesinden yoksun adir zincir antikoru eksprese eder.

Fare CH1 bolgesini kodlayan bir sekanstan yoksun veya baglanti (mentese) ve CH1 bolgesini
kadlayan bir sekanstan yoksun immunoglobulin geni igerir. Sekanstan yoksun immunoglobulin geni
bir veya daha fazla adir zincir sabit genidir. Spesifik bir duzenlemede, sekanstan yoksun
immunoglobulin geni IgG1, 1gG2a, IgG2b ve IgG3 geninden secilir. Fare fonksiyonel bir CH1 alani
iceren bir IgM sabit bolge geni igerir.

Bir duzenlemede, antikor bir antijene cevap olarak eksprese edebilir ve antikor spesifik olarak

antijeni baglar.

Bir duzenlemede, antikor fare VH alani icerir. Spesifik bir duzenlemede, fare VH alani 1-26, 1-42,
1-50, 1-568, 1-72, 3-6, 5-6, 7-1, 14-1 ve 14-2'den segilen fare VH gen segmentini icerir.

Bir duizenlemede, antikor insan VH alan icerir. Spesifik bir dizenlemede, insan VH alan 1-2, 1-18,

1-46, 3-21, 3-72 ve 4-59'dan secilen insan VH gen segmentinden turemis bir sekans icerir.

Bir yonuyle kullanilan genetik olarak modifiye fare esas olarak her biri CH1 alanindan yoksun iki
lgG1 agir zincirden olusan baglayici protein eksprese etmekte olup, fare CH1 bolgesi igeren IgM
eksprese eder ve fare kendi genomundan IgG1iin CH1 alanini kodlayan bir nukleotid sekansi

iceren bir mRNA eksprese edemez.

Bir duzenlemede, her biri CH1 alanindan yoksun immunoglobulin agir zincirler N-terminalden C-
terminale esas olarak insan agir zincir immunoglobulin degisken bolgeden, opsiyonel olarak
baglanti {mentese) bblgesinden, fare CH2 bodlgesinden ve fare CH3 bdlgesinden olusur. Spesifik
bir duzenlemede, adir zincir immunoglobulin dedisken bolge insan de@isken bolgedir, haglant

(mentese) bolgesi bulunur ve fare fonksiyonel imminoglobulin hafif zincir gen lokusu icerir.

Bir yonuyle, kullanilan fare hafif zincirden yoksun ve tamamen ya da kismen CH1 bolgesinden
yoksun agir zincir antikor eksprese etmekte olup, fare B hucresi Uzerinde B hucre reseptoru
eksprese etmekte olup, kendi yuzeyindeki B hiicre reseptdru imminoglobulin baglanti (mentese)

bolgesine dogrudan birlesen veya CH2 bolgesine dogrudan birlesen bir immunoglobulin agir zincir
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degisken alanini iceren bir baglayici molekuli gostermekte olup, baglayici molekul CH1

bolgesinden yoksundur. Bir duzenlemede, baglayici molekul IgG1 CH2 ve CH3 bolgesi icerir.

Bir yonuyle, bahsedilen ilgili antijen ile farenin bagisiklanmasini iceren adir zincir antikoru
uretmeye yonelik bir ydontem saglanmakta olup, fare CH1 bolgesini kodlayan bir sekanstan yoksun
IgG geni icermekte olup, fare intakt IgM sahit bolge geni icerir, ki bu da farenin ilgili antijene karsi
immun cevap godstermesine olanak saglar ve ilgili antijeni spesifik olarak taniyan hicre veya
proteini fareden izole eder; hucre veya protein CH1 alanindan yoksun ve soydas hafif zincirden

yoksun ve spesifik olarak ilgili antijene baglanan bir agir zincir antikoru igerir.

Bir duzenlemede, fare fonksiyonel hafif zincir geni igerir. Bir duzenlemede, fare lambda, kappa ve

bunlarin bir kombinasyonundan secilen fonksiyonel hafif zincir geni icerir.

Bir duzenlemede, fare tum ya da neredeyse tum fare adir zincir V, D, J gen segmentlerinin bir veya

daha fazla insan V, D, J gen segmentleri ile yer degistirmesini icerir.

Bir duzenlemede, CH1 kodlayan sekanstan yoksun IgG geni 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, IgG3 ve bunlarin

kombinasyonundan segilir.

Bir dizenlemede, CH1 sekansindan yoksun IgG geni lgG1:dir ve fare IgG2a, 1gG2b, 1gG3 ve
bunlarin kombinasyonunu kodlayan genden yoksundur. Bir diuzenlemede, CH1 sekansindan
yoksun IgG geni IgG2adir ve fare IgG1, 1gG2b, IgG3 ve bunlarin kombinasyonunu kodlayan
genden yoksundur. Bir duzenlemede, CH1 sekansindan yoksun IgG geni IgG2lrdir ve fare 1gG1,
IgG2a, 1gG3 ve bunlann kombinasyonunu kodlayan genden yoksundur. Bir duzenlemede, CH1
sekansindan yoksun 1gG geni lgG3-tur ve fare IgG1, 1gG2a, IgG2b ve bunlarin kombinasyonunu
kodlayan genden yoksundur.

Bir duzenlemede fare, kendi yuzeyinde B hucre reseptort tagiyan bir B hucresi icermekte olup, B
hucre reseptoru ilgili antijene baglanan yeniden duzenlenmemis agir zincir VDJ igerir ve B hucre
reseptoru CH1 bblgesi iceren bir IgM icerir ve IgM hafif zincir igerir. Bir duzenlemede, hafif zincir
yeniden duzenlenmis VJ-dir. Spesifik bir duzenlemede hafif zincir, ilgili antijene badlanan yeniden

duzenlenmis adir zincir VDJ ile soydas bir kappa veya lambda hafif zincirdir.

Ayrica bahsedilen buluga gore farede uretilen bir fare agir zincir antikoru, insan agir zincir antikoru

veya kimerik insan/fare adir zincir antikorudur.
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Ayrica bahsedilen agir zincir degisken bblge nukleotid sekansi kullanilarak uretilen fare agir zincir
antikoru, insan agir zincir antikoru, kimerik insan/fare agir zincir antikoru veya insansilastiriimig

(humanized) agdir zincir antikoru veya farede uretilen bunlarin bir kismi bulusa gore sadlanir.

Asagidaki detayli aciklama gozden gecirilerek diger duzenlemeler aciklanmaktadir ve teknikte

uzman kigilerce asikardir.

DETAYLI ACIKLAMA

Bulus belirli ydontemler ve aciklanan deneysel kosullarla sinirh dedildir ciinkt bu yontem ve kosullar
dedisebilir. Bulusun amaci sadece istemlerle sinirli olacagindan burada kullanilan terminoloiji

sadece belirli duzenlemeleri aciklama amachdir ve sinirlayici olmasi amaglanmaz.

Baska turlin tanimlanmadikga burada kullanilan tum teknik ve bilimsel terimler bu bulusun ait
oldugu teknikte siradan tecrubeli kigilerce gogunlukla anlasilan aym anlama sahiptir. Burada
aciklananlara benzer veya esdeger herhangi bir yontem ve materyal pratikie veya mevcut bulusun

denenmesinde kullanilabilse de burada belirli yontem ve materyaller agiklanmaktadir.

CH1 Alanlan ve Antikor Uretimi

Genetik olarak modifiye edilmis fareler kullanilmakta olup, bunlar bir CH1 alani eksik olan
antikorlar, ornegin agir zincirli antikorlar, yani hafif zincirleri olmayan antikorlar uretir. Genetik
olarak modifiye edilmis fareler bir fonksiyonel imminoglobulin adir zincir alani (bir CH1 alani), orn.
bir IgG1 CH1 alanm eksik olan bir genetik modifikasyon igerir ve bazi uygulamalarda fonksiyonel
CH1 alani eksik olan immunoglobulin agir zincirde bir mentese bolgesinin bir silinmesini iceren bir
bagka modifikasyon icermekte olup, icerisinde fareler fonksivonel bir IgM ifade eder. Dider
modifikasyonlar 1gG1'in haricindeki izotiplerin fonksiyonsuz hale getirilmesini, drnedin genlerde
silinmeler yapilmasini veya IgD, 1gG3, IgG2a, 1gG2b, IgA ve IgE icin genlerin silinmesini icerir.
Fareleri, insan digi embriyolari ve hucreleri yapmak igin genetik olarak modifiye edilmis insan disi

embriyolar, hiicreler ve hedefleme yapilan da ayrica tarif edilmektedir.

Agir zincir antikorlan (or. hafif zincirden yoksun antikorlar} Uretebilen genetik olarak modifiye
edilmis hucreler elde etme ¢abalan dider turlerde, or. devegillerde ve belirli baliklarda, adir zincir
antikorlarini taklit etmeye yogunlasmistir. Bu yaklasim IgM ve IgG imminoglobulin sabit bolge
genlerinde CH1 alanlarini silmek igcin fare ES hucresini genetik olarak modifiye etmek ve ayni
zamanda agir zincir degisken bbolgeleri camelid veya camelized (or. VHH ve VHH-benzeri) ES
hiicrelerine sokmak icin kullamlmaktadir. IgM ve IgG CH1 alanlaninin silinmesine buyuk olasilikla,
genetik olarak modifiye edilmis lokustan camelized antikor olugumu ile tamamlamak icin endojen,
dogal antikorlarin olusmasini dnlemek icin girisilmistir. VHH gen segmentlerinin eklenmesine bluyuk

olasilikla CH1 cikariimasi ile kombinasyon haline adir zincir antikor olusumunu taklit etmek igin
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girigilmigtir. Bu hayvanlardan olan agir zincir antikorlart VHH gen segmentleri icerecektir. In vitro
gcalismalar CH1 alanindan yoksun agir zincirlerde bulundugunda non-camelid VH alanlarinin
memnun edici sekilde eksprese edilebilir agir zincir antikorlari olusturmadigini belirttiinden VHH
gen segmentlerinin buyuk olasilikla agir zincir antikorunun dizgun ekspresyonu igin gerekli oldugu

dusunulmustur.

Ancak devegillerde {(ve bazi kikirdakl baliklarda}, genler CH1 alanlari veya CH1-benzer alanlari
icerecek sekilde bulunurlar. CH1 alanindan yoksun VHH-igeren antikorlarin RNA ugbirlestirmeden
veya CH1 bolgelerini kodlayabilen DNA sekanslarinin yeniden duzenlenmesinden kaynaklandigina
inanilir. Dolayisiyla, devegiller bile CH1 bolgelerini kedlayan DNA sekanslarini muhafaza eder.
Insanlar (baz1 durumlarda) CH1 bdlgesinden tamamen ya da kismen yoksun adir zincir antikorlari
uretebildiginden (6r. insan agir zincir hastaligi) verilen kosullar dizisi altinda devegillerden
olmayanlari, ornegin fareleri, CH1 bblgesinden yoksun agir zincirler olusturmalari igin zorlamak
mumkun olabilir. Bu yaklasim CHnin germline yapisini rahatsiz etmemeye fakat yerine hayvanin
hafif zincir lokusunu iglevsiz hale getirmeye dayanir. Bu yaklagim iglevsiz hafif zincir lokusu ile
ekspresyon (6r. CH1 bolgesine sahip tam uzunlukta adir zincirler) igin soydag hafif zincir gerektiren
o agir zincirlerin herhangi bir kappa veya lambda hafif zincir eksikliginden dolay! yapiimadidini
varsayar, oyle ki hafif zincir (or. CH1 bolgesinden yoksun agdir zincirler) olmadan eksprese edebilen
ve salgilanabilen sadece o agir zincirler eksprese olacak ve salgilanacaktir. Yaklagim fonksiyonel
hafif zincir geni olusturmak icin yeniden duzenlenebilen fonksiyonel kappa veya lambda gen
segmentlerinin yokluguna ve herhangi bir fonksiyonel yeniden diuzenlenmis hafif zincir geninin
yokluguna dayanir ve bdylece her iki germline hafif zincir lokusunun fonksiyonalitesini yok etmek
igin genetik bir manipulasyon (or. nakavt) gerektirir. Yaklagim endojen CH1 nukleotid sekansinin
kullaniimamasina neden olan “degal” proseslere ve sinif degisiminde olusan CH1 susturmanin
“‘dogal” prosesine dayanir. Fonksiyonel hafif zincir geni igceren herhangi bir hayvanda bu prosesin
kullaniminin herhangi bir olasiigi yoktur. Ayrica, “dogal”’ prosesin genis miktarlarda normal RNA,

or. CH1 bolgesi kodlayan bir iceren RNA, sentezi icerdigi gérunuyor.

Bilesimler ve yontemler farenin immunoglobulin CH1 alanindan (ve opsiyonel olarak baglant
(mentese) bbdlgesinden) yoksun agir zincir antikorlarini ve VH alanlarini (6r. Fare veya insan VH
alanlarini) igeren antikorlan igeren bir antikor yapmasina yoneliktir. Yontemler secici olarak
endojen non-lgM CH1 bolgesinin islevsiz (or. CH1 alaninin sekansinin silinmesi ile) hale
getirilmesini ve farede kimerik insan/fare antikoru yapmak icin yeniden diuzenlenmemis endojen
fare degisken bolge (mVR) gen segmentlerinin veya endojen fare dedisken bolge lokusunda
yeniden duzenlenmemis insan degisken bolge (hVR) gen segmentlerinin kullanimini igerir. CH1
alaninin silinmesi bir veya daha fazla IgG geninde yapilir fakat IgM geninde yapilmaz. Yaklasim
fonksiyonel IgM'yi muhafaza ederken bir veya daha fazla IgG CH1 alanini segici olarak iglevsiz

hale getirir. Bir veya daha fazla IgG CH1 alaninin silinmesine ek olarak bagka bir duzenleme CH1
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alaninin silindigi veya iglevsiz hale getirildigi IgG(leryin baglanti (mentese) bdlgesinin silinmesini

veya islevsiz hale getirilmesini saglar.

IgG CH1 silme yaklasimi hayvanda dogal B hiicre gelisiminde oldukgca konservatif bir bozulma
kullanir gcunkl genetik olarak modifiye edilmis non-human hayvanin tum |lg izotoplar islevsiz CH1
veya CH1 alaninin (ve opsiyonel olarak baglantinin (mentesenin)} silinmesini gostermeyecektir.
Dolayisiyla, CH1 modifikasyonu IgM molekullerinde olugsmaz ve boylece fonksiyonel CH1'e sahip
IgM'ye badl erken B hucre gelisimindeki basamaklan etkilemez. IgM modifiye edilmediginden
IgGmnin CH1 alaninin (ve opsiyonel olarak IgGmin baglantt (mentese) bolgesinin) fakat IgMnin
CH1 alaninin degil, bir veya daha fazla silinmesini tasiyan hayvanlar 1gG kapsaminda degisken
alan sunumundan ©nce klonal seleksiyon basamaklarinda degisken bolgelerin genis bir
repertuarini memnun edici sekilde igleyebilmelidir. Dolayisiyla cesitli duzenlemelerde, genetik
modifikasyonun{larin) agir zincir antikorda kullamma hazir degisken bolgelerin ¢esitliligi Uzerinde
herhangi bir deleteriyoz etkisi 1gG kapsaminda seleksiyon icin mevcut dedisken bblge havuzunu
negatif olarak etkilememelidir. Ayrica, germline’da iglevsiz (or. silinen) hale getirilen CH1 sekansi
IgG1 oldudunda fare CH1 alanini kodlayan herhangi bir RNA yapma yetenedinden yoksun

olacaktir.

Bir veya daha fazla IgG izotopunun CH1 alanini veya CH1 alanini ve baglanti (mentese) bolgesini
islevsiz hale getirmek igin non-human hayvani genetik olarak modifiye etmek farenin VH holgesinin
tum ya da neredeyse tum repertuarindan adir zincir antikorunda eksprese etmek icin uygun bir VH
alani secebilmesi ile sonuglanabilir. 19G izotoplarinin (fakat IgM dedil) secici olarak modifiye
edilmesi CH1 alani eksikliinden veya IgM'de CH1 alani eksiklijinden dolay seleksiyonu atlatan
VH bolgesinin sayisinda potansiyel bir azalmay onler. Dolayisiyla, VH bolgelerinin tam repertuan
(CH1 alanindan yoksun veya CH1 alanindan ve bagdlanti (mentese) bolgesinden yoksun} 1gG
kapsaminda seleksiyon icin uygundur. Dolayisiyla, bulusa gore genetik olarak modifiye edilmis
farede VH alaninin seleksiyonu, modifiye edilmis IgM yapilarindan dolayi IgM'ye badh erken B
hucresi gelisim engellerinin ustesinden gelmeye hangi VH alaninin yardimci olabilecegine bagl
degildir. Yerine, eken IgM:ye bad basamaklar normal olarak olusmalidir; CH1 alanindan yoksun
veya CH1 alanindan ve baglanti {(mentese) bolgesinden yoksun I1gG kapsaminda eksprese etmek

icin uygunluklarina gére seleksiyon i¢in uygun genis bir adir zincir repertuar ile sonuglanir.

Dolayisiyla, cesitli duzenlemelerde, kullanilan genetik olarak modifive edilmis fare fonksiyonel IgM
ekspresyonunu saglamahdir, ki bu da daha dodal klonal seleksiyon prosesi icin bir firsat
saglamalidir. Ornegin, fonksiyonel IgM (or. CH1 alanindan yoksun olmayan IgM) ile hem tasiyici
hafif zincir hem de soydas hafif zincir IgMnin CH1 alani boyunca iliskilendirebilecek ve erken B
hiicre gelisiminde seleksiyon prosesine katilabilecek. Bulusa gore genetik olarak modifiye edilmis

farede, 1gG izotopuna sinif gegisinin birinci seleksiyon basamagl olduguna inaniimakta olup
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fonksiyonel CH1 alanindan yoksun veya fonksiyonel CH1 alanindan ve fonksiyonel baglantidan
(menteseden) yoksun sabit alan kapsaminda eksprese edilebilen agir zincir degigken alanlarinin
herhangi bir seleksiyonuna rastlanir.

B Hucre Geligiminde IgM

Devegillerdeki, belirli baliklardaki ve patolojik durumlardaki gozlemler, bazi kosullar altinda agir
zincir sabit bdlgesinin CH1 alanindan yoksun bir antikorun soydas hafif zincir yoklugunda eksprese
edilebildidini, antikor Ureten B hucrelerinin normal gelisiminin genellikle CH1 alanin varligina ihtiyag
duydugunu ortaya koymaktadir. IgM dahil tum adiz zincir izotoplari CH1 alani igerir. Hem tasiyici
hafif zincirin hem de soydas hafif zincirin IgM kapsaminda adir zincirin CH1 alanm vasitasiyla
verilen agir zincir ile etkilesime girdigine inamilir. Agir zincir antikorlarinin gelisiminin IgM izotop agir
zincirin yapisal butunligune veya fonksiyonalitesine badh olmasi halinde IgMnin yapisal

butunlugunun veya fonksiyonalitesinin bozulmasi istenmeyecektir.

Antikorlarin normal gelisimi, fonksiyonel ve kullanigh antikorlarin sag kalimi ve nihai ekspresyonu
ile sonuglanan kompleks seleksiyon semalarinin coklugu boyunca antikorlarin sad kalimini
gerektirir. Yapisal bozulma dodanin antikor seleksiyon semasinin bir veya daha fazlasinin
gergeklesmesi igin antikorun etkin bir sekilde rekabet edememesi ve evrimlesememesi ile
sonuc¢lanmasi halinde antiker yapisindaki bozulmalar antiker sag kalimina ve nihai ekspresyonuna

zarari gosterebilir,

Erken antikor gelisiminde, antikor adir zincirleri seleksiyon prosesine girmekte olup, cesitli
seleksiyon semalarindan doga sonug olarak fonksiyonel ve afinite olgun antikorlarin olusmasi igin
ileri seleksiyona girmesi icin uygun agir zincirleri seger. Progenitor B hucrelerinde (veya pro-B
hiicre} rekombine adir zincir gen segmentlerinden eksprese edilmis antikor adir zincirleri normal
olarak, pre-B hucre reseptoru veya pre-BCR olarak anilan bir yapi (diger ko-reseptorleri de igerir)
olusturmak igin IgM izotopundaki pro-B hucre yuzeyi uzerinde bulunan bir tasiyici hafif zincir ile
eslestirilir. Pre-BCR hucre yuzeyinde bulundugunda pre-BCRnin kendi uygun kompleks
olusumunu hucreye bildirdigine, adir zincirin bu erken seleksiyon basamagindan gectijine dair
hiuicreyi etkili bir sekilde bilgilendirdigine inanilir. Boylece hucre agir zincirin daha bagka
seleksiyona girebilecegine dair bilgilendirilir. Eger agir zincir IgM ve tasiyici hafif zincir kapsaminda
bulundugunda pre-BCR olusumuna zararh bir hasara sahipse hucre apoptoza girecektir. Eder
hiicre apoptoza girerse adir zincirin adir zincir dedisken bolgesinin kullamsliigi veya cesitlilije
katkisi yok olacaktir. Dolayisiyla, antikor seciminde ¢ok erken basamak agir zincirin IgM izotopu
kapsaminda tasiyici bir hafif zincir ile birlikte bulunmasini gerektirir. Tasiyict hafif zincirin IgMnin
CH1 alani vasitasiyla en az kismen IgM ile etkilesime girdigine inanilir. Bu erken birlesmedeki hata

veya antikor yapisindaki bozulma (or. iglevsiz CH1 alani) klonal seleksiyon basarisizligi, agir zinciri
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eksprese eden pro-B hucre kaybi ve belirli bir agir zincir degisken alaninin kullarigh bir antikorda

uygulanma olasinin kayh ile sonuglanir.

Pre-BCR tasiyan hiicre bu seleksiyon basamagindan gecti§inde bir sonraki basamak adir zincirin
bir soydas hafif zincir (or. farelerde ve insanlarda ya kappa ya da lambda) ile eslesmesini gerektirir.
Eslesmis agdir zincir/soydas hafif zincir yapisi IgM'nin Ch1 alani vasitasiyla IgM kapsaminda yine
hiicre, burada naive pre-B hucre, yuzeyi Uzerinde bulunur. Yuzeydeki bu kompleks fonksiyonel
membrana badll B hucre reseptdru (BCR) ile sonuglanir. Bu BCRin, agir zincirin ileri
seleksiyonlar icin uygun olduguna ve hucrenin artik bu hafif zinciri eksprese edebilecegine ve
afinite olgunlagsmasi ve sinif gecisinin dahil oldugu daha sonraki B hicre clgunlasma basamadgini
ilerletebilecegdine dair hiucreyi uyardigina inanilir. Eger agir zincir IgM ve kendi soydas hafif zinciri
kapsaminda bulundugunda BCR olusumuna zararli bir hasara sahipse hucre apoptoza girecektir.
Eder hucre apoptoza girerse agir zincir degisken bolgesinin kullanishhdi veya gesitlilige katkisi yok
olacaktir. Dolayisiyla, antikor seciminde cok erken basamak adir zincirin IgM izotopu kapsaminda
tasiyici hir hafif zincir ile birlikte bulunmasini gerektirir. Yine bu erken birlesmedeki hata veya
antikor yapisindaki bozulma (or. islevsiz CH1 alani) klonal seleksiyon basgarisizhigi ve agir zinciri

eksprese eden pre-B hucresinin es zamanlh kaybi ile sonuglanir.

Buraya kadar devam eden seleksiyon ile, lgM kapsaminda kendi soydas hafif zinciri ile eglesmis
agir zinciri sunan pre-B hiicresi daha sonra sinif gegisi ve IgG izotop kapsaminda agir zincirin ve
soydas hafif zincirin B hiicre yUzeyinde bulundudu ileri seleksiyon mekanizmalar ile sonuglanan bir
olgunlagma prosesine girer. Bu basamakta CH1 alanindan yoksun veya CH1 alan ve baglanti
(mentese)} bolgesinden yoksun IgG adir zincirlerin herhangi bir seleksiyonu olusacaktir. Bulusta
kullanlan farelerde, agir zincir degisken bolgelerin normal bir repertuarinin degisken alanin CH1
alanindan yoksun veya CH1 alani ve baglanti (mentese) bolgesinden yoksun IgG’de eksprese olup
olmayacadina bagh seleksiyon icin musait olacagina inanilir. Aksine, bozulmus IgMlere sahip
fareler agir zincir degisken bolgelerin tum repertuarini muhtemelen sunmayacaktir gunki bozulmus

IgM kapsaminda seleksiyona devem edebilen degisken bolgeler sinif gegisi icin uygun olacaktir.

Dolayisiyla, fonksiyonel IgM'den yoksun bir hayvanda bagka turlu uygun adi zincir degisken gen
segmentlerinin yeniden duzenlemesi ardindan B hucre populasyonu yaratabilme yetenedinde
belirgin bir azalma gorulebilir. Bu durumda, hatta adir zincir bolgelerinin genis bir kaynaginin
mevcut cldugunda (or. hayvan yeniden diuzenlenebilen uygun sayida agir zincir dedisken bolge
gen segmentine sahiptir) seleksiyon prosesi sirasinda agir zincirin kalmasim azaltan IgM
bozulmasindan dolay! istenen derecede bir c¢esitlilik gosteren B hucrelerinin tatmin edici bir

populasyonu olugmayabilir.

Fonksiyonel IgM Geni ile Agir Zincir Antikor Uretimi
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Bir fareyi ilgili immunojen ile badisiklayarak antikor Uretmek igin yeterli cesitliligi olusturmak igin
IgM kapsaminda B hucre gelisimi sirasinda bulunan etkili bir sekilde seleksiyonu atlatan yeniden
duzenlenmis agir zincir bolgelerinin  uygun bir sayisinin saglanmasi istenir. Dolayisiyla,
immunoglobulin adir zincirde islevsiz CH1 alani veya iglevsiz CH1 alani ve islevsiz baglant
(mentese) bolgesi iceren genetik olarak modifiye edilmis fare her iki IgM alelinde CH1 silinmesi

icermemelidir.

Bazi duzenlemelerde, genetik olarak modifiye edilmig farede agdir zincir antikoru yapmak igin tum Ig
izotoplarinin CH1 alanlarinin silinmesi istenmez. Dolayisiyla, diger izotoplanin (or. IgM) fonksiyonel
CH1 alanlarini tutmasina olanak saglanirken IgGnin CH1 alanini veya bunlarin kismini kodlayan
nukleotid sekansini etkisizlestirerek, silerek veya aksi halde iglevsiz hale getirerek (ve baz
duzenlemelerde IgGnin baglanti (mentese) bolgesini etkisizlestirerek, silerek veya aksi halde
islevsiz hale getirerek) genetik olarak modifiye edilmis farede agir zincir antikoru yapmak igin
yontemler ve bilesimler belirtiimektedir. Diger izotop CH1 alanlarinin (bir veya daha fazla secilmis
IgG CH1 alanlanmin disinda) fonksiyonalitesinin, agir zincir degisken alaninin non-1gG izotop
kapsaminda, or. IgM izotopunda sunuldudu gelisim basamaklarini bozmayan veya neredeyse
bozmayan B hucre gelisim prosesi ile sonuglandidina inanilir. Dolayisiyla, B hucre gelisimi
sirasinda or. IgM bagiml basamaklarin bozulmasi nispeten minimize edilir. Bulus olarak kisith
olmadan (istemlerde agiklanan) bulus sahipleri IgM kapsaminda agir zincir degisken alaninin
sunulmasi ile iliskili erken seleksiyon basamaklarinin bozulmasini minimize etmenin IgG izotopuna
sinif gecisine girmek icin kalan adir zincir degisken bolgeleri tasiyan daha ¢ok hucre ve fonksiyonel
CH1 alanindan yoksun veya fonksiyonel CH1 alanindan yoksun ve fonksiyonel baglanti (mentege)

bblgesinden yoksun IgG kapsaminda seleksiyon ile sonuglanacagini dne surmektedirler.

Dolayisiyla, genetik olarak modifiye edilmis fare kullanilip, fare Uretmek igin yontemler ve bilegimler
de belirtiimekte olup, genetik modifikasyon IgM alani olmayan |g alaninda fonksiyonel CH1
alaninin (baska bir dizenlemede fonksiyonel baglanti (mentese) bolgesinin yoklugu) yoklugu ile
sonuclanir. Cesitli duzenlemelerde, CH1 veya CH1 ve baglanti (mentese) bolgesi (veya bunlarin
oldukga fonksiyonel olan bolumlerini) kodlayan bir sekans genetik olarak modifiye edilmis farenin
genomunda silinir. Genetik olarak modifiye edilmis fare, tamamen insan antikorlarini (insan
immunoglobulin genlerini dahil etmek icin genetik olarak modifiye edilmis farede) ve kimerik
insan/fare antikorlarini (or. insan degisken bolge gen segmentlerini, D bolgesi ve J bolgesi, dahil
etmek igin genetik olarak modifive edilmis farede) iceren agir zincir antikorlan {or. hafif zincirden

yoksun antikorlar) uretmek icin kullarmshidir.
Agir Zincir Antikorlari

Antikorlar insan terapotikleri olarak yararlidir. Agir zincir antikorlar, or. hafif zincirden yoksun

antikorlar, da insan terapotikleri olarak yararlidir. Agir zincir antikorlari hafif zincirden yoksun
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olduklarindan hafif zincir igerenlerden daha kucukturler ve dolayisiyla daha iyi doku penetrasyonu
gostermeleri beklenir, bununla birlikte benzer veya daha uygun farmakokinetik profile sahiptirler ve
hatta geleneksel bir antikora kiyasla benzer etkileyici fonksiyonu korurlar. Daha dusuk
olduklarindan dolayr agir zincir antikorlari ayni zamanda verilen hacimde daha yuksek dozda
uygulanabilir. Antikorlarin en sik uygulama yontemi subkutan enjeksiyondur ve verilen antikor dozu
icin uygulama hacmindeki azalma hastalara fayda saglayabilir ve komplikasyonlari ve yuksek

hacimdeki subkutan enjeksiyona bagdh adriyi dnleyehbilir.

Agir zincir antikorlarinin bagka bir avantaj, tek bir terapotikte iki farkl epitop igin spesifite ile agir
zincirleri heterodimerize ederek bispesifik antikorlar yapabilmeleridir. AGir zincirler hafif zincirlerden
yoksun oldugundan dolayi bispesifik antikorlar yapmak icin 0zellikle uygundurlar, gunku her iki agir
zincirin baglanma afinitesine veya spesifitisine engel olmayacak fakat ayni zamanda bispesifik

antikorun uygun ekspresyonunu saglayacak ortak bir hafif zincir yapmaya gerek yoktur.

Bulusta kullanilan genetik olarak modifiye edilmis fareler genis cesitlilikte agir zincir antikoru
yapmak i¢in kullanilabilir. Burada agiklanan genetik modifikasyon or., uygun herhangi bir fare
susunda yapilabilir. Fare susu istenen adir zincir antikorunu yapmaya uygun herhangi bir genetik

gecmise sahip olabilir. Belirli duzenlemeleri kapsayan bazi genetik gecmisler asagida saglanmistir.

Genetik olarak madifive edilmis fare bulusa gore bir genetik modifikasyon ve bir veya daha fazla
yeniden diuzenlenmemis insan dedisken bolge gen segmenti, bir veya daha fazla yeniden
duzenlenmemis D bolge gen segmenti ve endojen fare adir zincir dedigken bolge lokusu ile yer
dedistiren bir veya daha fazla yeniden duzenlenmemis J bdlge gen segmenti iceren bir fare olabilir.
Boyle bir farede, insansilastinlmigs (humanized) degisken bolge lokusu endojen fare sabit alan
sekanslarinin yeniden duzenlenmis degisken bolge gen ust bolgesini olusturmak igin rekombine
edebilir (immunoglobulin fare sabit bolge genlerinin bir veya daha fazlasi burada agiklandigi gibi
modifiye edilir). Dolayisiyla fare kimerik insan degisken/fare dedisken sabit adir zincir antikoru
yapabilecektir. llgili immUnojene maruziyet ile fare afinite olgun ve ilgili immunojenin epitopunu

spesifik olarak baglayabilen bulusa godre bir adir zincir antikoru uretebilecektir.

Genetik olarak modifiye edilmis fare yeniden duzenlenmemis endojen fare degisken bdlge gen
segmentleri, yeniden duzenlenmemis endejen fare D bodlge gen segmentleri ve yeniden
duizenlenmemis endojen fare J bolge gen segmentleri iceren bir fare olabilmekte olup, fare burada
aciklandid@i gibi fare agir zincir sabit bolge genetik medifikasyonunu icerir. Dolayisiyla fare, fare
agir zincir antikoru yapabilecektir. llgili immiinojene maruziyet ile fare afinite olgun ve ilgili
immunojenin epitopunu spesifik olarak baglayabilen bulusa gore bir agir zincir antikoru

uretebilecektir.
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Belirtilen yeniden duzenlenmemig insan degisken bolge gen segmentleri, yeniden duzenlenmemis
insan D gen segmentleri ve yeniden duzenlenmemis insan J gen segmentleri, a mu geni ve trans-
gecise olanak sadlayan bir sekans igceren insan transgeni iceren genetik olarak modifiye edilmis bir
faredir. Fare ayrica burada agiklandid gibi bir fare adir zincir sabit bolge icerecektir. Dolayisiyla
fare tamamen insan IgM antikoru ve trans-gegis vasitasiyla kimerik insan degisken/fare sabit
antikoru yapabilecek olup, sabit alan burada aciklandigi gibi bir genetik modifikasyon igerir. IIgili
immunojene maruziyet ile fare afinite olgun ve ilgili immunojenin epitopunu spesifik olarak

baglayabilen bulusa goére bir agir zincir antikoru Uretebilecektir.
Agir Zincir Antikorlarinin in-vifro Ekspresyonu

Bulus sahipleri normal insan veya fare adir zincir dedisken bolgenin (hVR veya mVR) fonksiyonel
CH1 alanindan yoksun IgG kapsaminda in vitro sistemde eksprese edilebildigini bulmuslardir.
Bulus sahipleri dogal tip fare IgMli farede yeniden duzenlenmemis hVR minilokustan hVR
eksprese etmistir. Eksprese edilen hVR CH1 alanindan yoksun 1gG2b uzerinde klonlanmigtir ve
elde edilen hVR-IgG2bACH1 eksprese olmustur ve hVR-IgG2bACH1 yapisi ile gecici olarak
transfekte CHO huicre tarafindan salgilanmistir, fonksiyonel CH1 alanindan yoksun IgGye, or. agir
zincir antikoru gibi, gectiginde dogal tip IgM'ye sahip farede segilmis hVR'nin eksprese olabildidi ve

hucre tarafindan salgilanabildigi etkili bir sekilde elde edilmigtir.

Bulug sahipleri CH1 alanlarindan yoksun ve CHO hucrelerinde hVR veya insan camelized VR
(hVR*) sahip adir zincirler eksprese etmek igin bir in vitro sistem kurmustur. VR’ler endojen fare
agir zincir lokusunun insan agir zincir dedisken bolge minilokus {(U¢ insan V bolge gen
segmentlerine, 6-1, 1-2 ve 1-3, tum insan DH gen segmentlerine ve tum insan JH gen
segmentlerine sahip) ile yer dedistirmesini iceren RAG fareden elde edilmistir. Endojen fare

immunoglobulin kappa ve lambda hafif zincir lokuslar intakt ve fonksiyonel idi.

Kimerik agir zincir (hWR-mFc) ve camelized agir zincir (hVR*-mFc) yapilar yukanda agiklandid
gibi minilokus tasiyan fareden elde edilen VR sekanslarini kullanarak CHO hucrelerinde
ekspresyon icin yapilmistir. Kimerik agir zincirler, kimerik bir agir zincir (hVR-mFc) ve fare hafif
zinciri iceren fonksiyonel bir antikor olusturmak igin farede B hucre gelisimi sirasinda normal V-D-J
rekombinasyon urunudir. hVR-mFc ve hVR*-mFc yapilari hem CH1 alanina sahip hem de CH1

alanindan yoksun yapimistir.

CHO hucrelerinde hVR-mFc ve hVR*-mFc vyapilarinin gecgici transfeksiyonu CH1 alaninin
yoklugunda hVR’lere ve hVR*lere sahip agir zincirlerin eksprese oldugunu ve supernatant igcinde
gozunur kaldigini gostermistir. CH1 alani varliginda, ya hVR ya da hVR* iceren adir zincirler

supernatant icinde eksprese olmamistir. Bu gozlem bu agdir zincir antikorlarin camelid VHH alanlari
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kullanmadan, or. CH1 alanindan yoksun insan veya fare VH alanlan kullanarak yapilabildigini

gostermistir.
Insansilastinlmis (Humanized) Agir Zincir Antikorlari

Bir agir zincir antikorunun insansilastirilmis (humanized) versiyonunu uretmek icin modifikasyon
igin hayvan homozigotu antijen ile badisiklanir ve hayvanin spesifik immun cevabi elde edildiginde
badisiklanmis hayvanin dalagindan hucreler hibridoma hucreler Uretmek icim uygun dlumsiuz bir
hucre (or. miyelom hucresi) ile birlestirilir. Alternatif olarak, antikorlar dodrudan bagisiklanmis
hayvanin B hicrelerinden elde edilebilir. Hidridoma hucrelerinden alinan (or. izole edilmis B
hiicrelerinden) supernatantlar enzim bagdli immiuinosorbent deneyi (ELISA) ile antikor varlid

acisindan taranir ve antijene ozgu antikorlar istenen dzelliklere bagh olarak segilebilir.

Agir zincir degisken bolge (VH) nukleik asitleri hibridoma ve/veya B hucrelerinden teknikte bilinen
standart molekuler biyoloji teknikleri (Sambrook, et al. 1989. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor, N.Y.; Ausubel, et al. 1995. Short Protocols in
Molecular Biology, 3rd ed., Wiley & Sons) kullanilarak izole edilebilir. VH nikleik asit sekansi
belirlendiginde ortaya ¢ikan amino asit sekansi benzer sekansa sahip ilgili VH sekanslari grubunun
tanimlanmasi icin elde edilebilir ve diger insan VH sekanslarn ile kiyaslanabilir. llgili VH sekanslari
teknikte uzman kisilerce mevcut olan antikor veritabanlan kullanilarak elde edilebilir, ér. The
International ImMunoGeneTics Information System® (IMGT®). Bu kargilagtirma ya gozle ya da
alternatif olarak elektronik olarak bir siralama programi (or. CLUSTAL) kullanarak yapian sekans
siralamasi ile gerceklestirilebilir. Bu kargilagtirmada, tamamlayicilik-belirleme bolgesi (CDR) ve
gergeve bolgeler (FR) tanimlanir. CDR ve FR kalintilan standart sekans tanimina gore belirlenir
(or. Kabat et al. 1987, Sequences of Proteins of Immunological Interest, National Institutes of
Health, Bethesda Md.; Chothia and Lesk, 1987. J. Mol Biol. 196:901-917). imml’moglobulin agir
zincir sekansinin CDR ve FR bolgelerinin numaralandirma ve belirleme yontemlerinde bazen
tutarsizliklarin olabilecegdi teknikte uzman kisilerce bilinir. Bu durumlarda, yapisal tanimlama tercih
edilir ancak sekans tamimi yontemi tarafindan tanimlanan kalintilar adir zincir sekanslarinin
kiyaslamasina bagh olarak ikame etmek igin hangi ¢ergeve kalintisinin belirlenmesi agisindan

onemli FR kalintilan olarak kabul edilir.

Bir kez siralandiginda, VH sekanslarinda ikame edilebilir pozisyonlar tamimlanir. izole edilmis VH
sekansindaki pozisyonda amino asit 0zdeslidi insan VH sekanslarinda kiyasla dedisirse, o
pozisyon izole edilmis VH sekansinin o pozisyondaki ikame uygunludu icin dederlendirilir. Boylece,
kiyaslandigi diger ilgili insan VH sekansi(lan) ile degistigi izole edilmis VH sekansindaki herhangi
bir pozisyon potansiyel olarak, dider ilgili insan VH sekanslarinin birinde veya herhangi birinde
bulunan kargilik gelen pozisyondaki amin asit ile ikame olabildigi pozisyon olarak sayilabilir. Diger

ilgili insan VH sekanslari, or. dediskenlik gostermeyenler, ile 6zdesligi paylasan pozisyonlar ikame
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edilemeyen pozisyonlar olarak belirlenir. Cesitli drneklerde, yukaridaki yontemler konsensus insan

agir zincir antikor sekansi saglamak icin kullanilir.

Burada agiklanan amaca yonelik insansilastirilmis (humanized) agir zincir antikoru, onceden
belirlenen antijene baglanabilen ve insan FR amino asit sekansina kiyasla oldukgca benzer ya da
ayni amino asit sekansina sahip FR bolgesi ve non-human CDR amino asit sekansina oldukga
benzer veya ayni amino asit sekansina sahip CDR igceren immunoglobulin adir zincir amino asit
sekansi varyantl veya kismidir. Genel olarak, insansilastiriimis (humanized) adir zincir antikoru,
non-human kaynaktan turetilmis bir veya daha fazla amino asit kalintilarina sahiptir. Bu kalintilar
tipik olarak adir zincir dedisken alanindan turetilir. Ayrica, bu kalintilar drnedin afinite ve/veya
spesifite yani sira antikor fonksiyonu ile iligkili diger istenen biyolojik aktivite gibi iligkili ozelliklere

sahip olabilir.

Cesitli duzenlemelerde, insansilastirilmis (humanized) agir zincir antikoru, tum ya da neredeyse
tum CDR bolgelerinin non-human VH alanlarindakilere kargilik geldigi ve tum ya da neredeyse tum
FR bdlgelerinin insan VH alan sekansindakiler oldugu VH alanlarninin neredeyse tumunun en az
antikoru, bir duzenlemede en az bir CH1 alanindan yoksun ve bir duzenlemede ayni zamanda
insan Fenin baglanti (mentese) bolgesinden de yoksun dzgun bir immiunoglobulin sabit bolge (Fc)
icerecektir. Bir duzenlemede, agir zincir antikor hafif zincir icermeyecektir ve immunoglobulin G
(lgG) agir zincir sabit bolgesinin CH2 ve CH3 bolgelerini icerecektir. Bir duzenlemede, adir zincir
antikorun sabit bolgesi IgG agdir zincir Fcnin baglanti (mentese), CH2 ve CH3 bolgelerini

igerecektir. Bir duzenlemede, agdir zincir antikorun sabit bélgesi IgMnin CH1 bolgesini icerecektir.

Insansilastinimis (humanized) adir zincir antikoru 19G1, 19G2, 1gG3 ve IgG4 igeren herhangi bir
IgG sinifindan secilecektir. Cesitli duzenlemelerde, sabit bolge birden fazla 1gG sinifini igcerebilir ve
istenen efektor fonksiyonlarini optimize etmek icin belirli sabit bolgelerin secimi teknikte siradan

tecrube dahilindedir.

Genel olarak, insansilagtirlmig (humanized) adir zincir antikorunun agir zincir FR ve agir zincir
CDR bblgeleri parental sekanslara, tam olarak karsihk gelmesi beklenmez, ér. non-human agir
zincir CDR veya insan agir zincir FR’ler en az bir kalintinin ikamesi, eklenmesi veya cikariimasi ile
degistirilebilir, boylece agir zincir CDR veya verilen yerdeki adir zincir FR kalintisi ya insan agir
zincir FR sekansina ya da non-human agdir zincir CDR sekansina karsihk gelmez. Ancak bu
mutasyonlar genisletiimeyecektir. Bir duzenlemede, insansilastiriimis (humanized) agir zincir
antikor kalintilarinin en az %75i parental agir zincir FR ve agir zincir CDR sekanslarininkine

karsihk gelecektir, baska bir duzenlemede %90 ve bagka bir duzenlemede %95'ten fazla.
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Burada agiklandidi gibi insansilagtinimis (humanized) agir zincir antikorlari bir diuzenlemede
parental sekanslarin ve cesitli in silico kavramsal insansilagtirilmis (humanized) kompoazit
sekanslan analiz prosesi ile mevcut ve teknikte uzman Kisilerce bilinen bilgisayar programiari
kullanilarak  hazirlanir.  Insansilagtinlmis  (humanized) versiyonlari yapmak velveya
immunojenesite, afinite, vb. gibi dzelliklerin dedisimi ne yonelik sekans modifikasyonlari teknikte
bilinen yontemler kullanilarak yapilir {6r. US 5,565,332 Hoogenboom et al.; US 5,639,641
Pedersen et al.; US 5,766,886 Studnicka et al.; US 5,859,205 Adair et al.; US 6,054,297 Carter et
al.; US 6,407,213 Carter et al.; US 6,639,055 Carter et al.; US 6,849,425 Huse et al.; US 6,881,557
Foote; US 7,098,006 Gorman et al.; US 7,175,996 Watkins et al.; US 7,235,643 Nicolaides et al;
US 7,393,648 Rother et al.; US 7,462,697 Couto et al.).

Cesitli orneklerde, parental agir zincir antikor varyanti yapmak igin parental agir zincir antikor
sekansina planlanan ikameler bir duzenlemede parental agir zincir antikorunun antijen baglayici
aktivitesini sadlayanlardir veya baska bir diuzenlemede artiranlardir. Genel olarak, parental adir
zincir antikorunun agir zincir antikor varyanti belirli antijene parental agir zincir antikorunun
baglayici afinitesinin en az %10, en az %20, en az %30, en az %40, en az %50, en az %60, en az
%70, en az %80, en az %90 veya en az %100'U (or. en az %150, en az %200, en az %500, en az
%1000 veya en az %10000'e kadar) olan antijen baglayici afiniteye sahiptir. Bazi duzenlemelerde,
adir zincir antikor varyanti parental agir zincir antikoruna kiyasla tek bir ikame icerecektir. Ancak,
diger orneklerde, birgok amino asit, or. yaklasik 5 veya 10 veya daha fazlasi, verilen pozisyonda
ozdesligi paylasan diger insan adir zincir sekanslarindan turemis parental adir zincir antikor
sekansina kiyasla ikame edilir. Bir duzenlemedeki ikameler konservatiftir (or. yer degistirilecek
kalintiya benzer 6zellikleri paylasan bir amino asit) ve bagka bir duzenlemede non-konservatiftir
(or. yer degistirilecek kalintidan farkli ozellikler paylasan bir amino asit). Cesitli orneklerde, elde
edilen varyant agir zincir antikoru istenen baglayici afinitenin vel/veya spesifitenin yer degistiren
kalintilar tarafindan anlamli olarak azalmadidini dogrulamak igin test edilir. Bazi duzenlemelerde,
gelismis varyant agir zincir antikoru farkli insan agir zincir sekanslarindan amino asitlerin ikamesi

ile Uretilir.

Dogal olarak olugsan agir zincir antikorlari (or. devegillerde bulunan) geleneksel antikor
molekullerindeki (or. iki agir zincir ve iki hafif zincir) agir ve hafif zincir dedisken bolgeleri arasindaki
arayuze karsilik gelen pozisyonlardaki 6zgun amino asit kalintilarini icermek icin gosterilmektedir.
Bu araylz kalintilarinin geleneksel antikorlarda birbirine gore iki zincirin proksimitesini veya
oryantasyonunu etkiledigi bilinmektedir. Bu dogal agir zincir antikorlarinin hafif zincir degisken
bolgelerin yoklugu ile korele kahntilarin yer degisimini icerdigi bilinmektedir, karakteristik
imminoglobulin katini korumak icin geleneksel antikorlarina kiyasla sekanstaki diger pozisyonlarda
kalintilari muhafaza ederler. Dodal adir zincir antikorlarinda bulunan ikameler L11S, V37F, G44E,
L45R veya L45C, W47G ve agir zincir degisken bolgenin CDR1 ve CDR3'u arasindaki disulfit baga
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katkida bulunan ilave sistein kahntilarndir. Bazi drneklerde, agir zincir antikorlari bu pozisyonlarda
parental antikorun kalintilanini muhafaza eder. Diger orneklerde, parental antikor dogal agir zincir
antikorlarindaki kalintilar ile iligkili bu pozisyonlarda mutasyonlar gosterir. Bazi duzenlemelerde,
burada aciklandi§i gibi genetik olarak modifiye edilmis fareden izole edilmis VH sekanslarindan
turemis insansilastinimis (humanized) bir adir zincir antikoru yaparken parental adir zincir
antikorunda bulunan ile ayni olan kalintiy1 bu pozisyonlarin en az birinde veya bir dornekte tum bu
pozisyonlarda muhafaza etmek planlanabilir. Cesitli drneklerde, teknikte uzman bir kisi bu arayuz
kalintilarinin mantikli bir sekilde burada agiklanan genetik olarak modifiye edilmis fare tarafindan

yapilan agir zincir antikorlarindaki zincir arasi etkilesimlere dahil olmasi beklenmez.

Genetik Olarak Modifiye Edilmis Hayvanlarin Olusumu

Agir zincir antikoru eksprese eden bir hayvan olusumuna yonelik genetik modifikasyonlar farenin
ornek olarak kullanimi ile uygun bir sekilde agiklanir. Bulusa gore genetik olarak modifiye edilmis
fare gesitli yollarla yapilabilir, bunun belirli duzenlemeleri asadida tartisiimaktadir.

lgG1 lokusunun sematik bir gdsterimi (Olcekli degildir) IgG1 lokusundaki CH alani hizalanmasini
gostermek icin Sekil 1°de saglanir. Gosterildigi gibi, CH1, CHZ ve CH3 alanlan ve baglanti
(mentese) bolgesi gecgis bodlgesinin nukleotid agadr bolgesi kolaylikla tanimlanabilir araliginda

bulunur.

IgG’nin CH1 alanini kodlayan nukleotid sekansindan yoksun fakat bir baglanti (mentege) bolgesi
iceren genetik olarak modifiye hir fare teknikte bilinen herhangi bir yontemle yapilabilir. Ornegin,
CH1 alanindan yoksun fakat bir baglanti (mentese) iceren kesik IgG1 ile 1gG1 geninin yer
dedistirdigi bir hedef vektor yapilabilir. Sekil 2 endojen CH1 alaninin yukari bolge sekansini iceren
5' (genomik 1gG1 geninin transkripsiyonunun yonune gore) homoloji koluna, bunu takiben 1gG1
badlantisina (mentesgesini), lgG1 CH2 alanina, 19gG1 CH3 alanini kodlayan nilklectid sekanslarina,
ilag seleksiyon kasetine (or. loxed direngli gen) ve IgG1 transmembran alanina ve transmembran
alanina gore sekans 3' igeren bir 3' homoloji koluna sahip hedef yapi ile hedeflenen bir fare
genomunu (ust) gosterir. Lokustaki homolog rekombinasyonu ve ilag seleksiyon kasetinin (or. Cre
tedavisi) uzaklastiriimasi Uzerine endojen IgG1 CH1 alanindan yoksun IgG1 ile yer degistirir (Sekil
2nin alti; lox tarafi gosteriimemis). Sekil 1 (lgG1ACH1, orta) baglanti (mentese) sekansina

birlesmis J bblge sekansina sahip IgG1 eksprese edecek elde edilen lokusun yapisini gosterir.

lgG1in CH1 alanim kodlayan niikleotid sekansindan yoksun ve bagdlanti (mentese) bolgesini
kodlayan nukleotid sekansindan yoksun genetik olarak modifiye bir fare teknikte hilinen herhangi
bir yontemle yapilabilir. Ornegdin, 1gG1 genini Ch1 alanim kodlayan bir sekanstan yoksun ve
baglanti (mentese) bolgesini kodlayan bir sekanstan yoksun kesik 1IgG1 ile yer degistiren bir hedef

vektor yapilabilir. Sekil 3 endojen CH1 alaninin yukari bolge sekansini iceren 5' (genomik IgG1
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geninin transkripsiyonunun yonune gore) homoloji koluna, bunu takiben IgG1 CH2 alanini
kodlayan nukleotid sekanslarina, 1gG1 CH3 alanina, ilag seleksiyon kasetine (or. loxed direncli
gen) ve IgG1 transmembran alanina ve transmembran alanina gore sekans 3' igeren bir 3'
homoloji koluna sahip hedef yapi ile hedeflenen bir fare genomunu (ust) gosterir. Lokustaki
homolog rekombinasyonu ve ilag seleksiyon kasetinin (6r. Cre tedavisi) uzaklastiriimasi tizerine
endojen 1gG1 geni CH1 alanindan yoksun (Sekil 3:Un alti; lox tarafi gosteriimemis) IgG1 geni ile
yer degistirir. Sekil 1 (IgG1ACH1- Amentese, alt) CH2 alanina birlesmis J bodlge sekansina sahip

lgG1 eksprese edecek elde edilen lokusun yapisini gosterir.

IgG1 CH1 sekansindan (lgG1ACH1) yoksun veya IgG1 CH1 sekansindan ve baglantidan
(menteseden) yoksun bir genetik olarak modifiye edilmis bir fare bir veya daha fazla diger izotoplar
silerek, or. 1IgG2b ve |gG2a kodlayan sekanslan silerek ya da fonksiyonel olarak silerek ayrica
modifiye edilebilir. Ornegdin, hedef yapi, endojen badlanti (mentese) bolge sekansinin yukan bolge
sekansini {veya endojen CH1 alaninin yukarn bolgesini) igeren &' homoloji koluna, 1gG1 CH2
alanint ve CH3 alamm kodlayan sekanslara, ilag seleksiyon kasetine, ardindan IgG1
transmembran alanini, ve istenirse baska bir ilag seleksiyon kasetine sahip olarak yapilir.
Lokustaki homolog rekombinasyonu ve ilag seleksiyon kasetinin (6r. Cre tedavisi) uzaklagtiriimas:
Uzerine endojen adr zincir lokusu sadece iki IgG geni icerir: endojen IgG3 ve IgG1ACH1 (bakiniz

Sekil 4, alt; rekombinaz tarafi gosterilmemis; bakiniz Sekil 6, alt).

IgG1ACH1-Amentee veya IgG1ACH1AlIgG2alAgG2b aleline sahip genetik olarak modifiye edilmis
farede eksprese olmusg IgG1 Sekil 10'un sad panelinde gosterildigi gibi bir yapiya sahip olacaktir,
or. VH alam CH2 alaninda birlesecektir. Karsilagstirma icin Sekil 10'un sol paneli dogal tip bir
antikor saglar; CH1 alaninin baglanti (mentese) bolgesi ile CH2 alanina baglanmasini ve hafif
zincir sabit alani CL'ye gosterir disulfit bagi ile baglanir. Aksine, genetik olarak modifiye edilmis
fare tarafindan yapilan antikor baglanti (mentese) ve CH1 alanlarindan yoksundur ve dolayisiyla

herhangi bir CL alanindan yoksundur.

Yukanda aciklandidi gibi genetik olarak modifiye edilmis fareler ve digerleri uygun bir fare ES
hucresine (bir veya daha fazla bagimsiz hedefler) uygun bir hedef yapi sokarak yapilir ve hedef
yapinin bir markdr veya seleksiyon kasetini igeren pozitif klonlar tanimlanir ve buyutulur. Klonlar
daha sconra kimerik fare veya tamamen ES-hucresinden turemis fare yapmak igin uysun kosullar
altinda konak embriyoda donor ES hiicreleri clarak kullanilir, Markor veya seleksiyon kaseti
opsiyonel olarak ya ES hucre evresinde ya da kimerik veya ES hucre turemis farede or. loxed
kaset uygulayarak ve Cre-iceren sus Ureterek veya ES hucresinin Cre ekspresyon vektoru ile

elektroporasyonu ile uzaklastinlabilir.
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IgG1ACH1-Amentese aleline (heterozigot) sahip genetik olarak modifiye edilmis fare bulusun bir
duzenlemesine gore yapilmigtir. Serum fareden izole edilmistir ve anti-fare 1gG1 antikoru
kullanarak agir zinciri tespit etmek icin Western (azalan kosullar) lekelenmistir. dogal tip 1IgG1 agir
zincir boyutuna karsilik gelen bant gosteren bir dodal tip farenin aksine IgG1ACH1-Amentese aleli
icermek icin genetik olarak modifive edilmis fare aym zamanda VH, CH2 ve CH3 alanlarindan
olusan agir zincir antikorunun boyutunda beklenen anti fare IgG1 antikoru ile tepki veren agir zincir

eksprese etmigstir (bakiniz Sekil 8).
ORNEKLER
Ornek 1: Agir Zincir Antikorlarinin in vitro Ekspresyonu

Kimerik agir zincir yapilar molekiler biyoloji teknikleri kullanilarak insan dedisken bolgelerini murin
IgG2b (migG2h) sabit bdlge ile birlestirmek icin yapilmistir (or. bakiniz Maniatis et al. 1982.
Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory). Her bir yapi igin insan
dedisken gen segmenti her iki eksonu {(or. lider sekans arti olgun sekansi) iceren tam uzunlukta
insan degisken gen segmenti olup, endojen fare immunoglobulin agir zincir lokusu ile ¢ hVR gen
segmentlerinin yer degistirmesini, tum hDH gen segmenitlerini ve tim hJH gen segmentlerini iceren
naive RAG fareden izole edilen IgM'nin hVR’sinde tanimlanmistir. IgM antikarunun hafif zinciri fare

hafif zinciri idi.

mlgG2b sekansinin iki versiyonu kullaniimigtir; biri CH1 alani ile ve biri CH1 alani ile degil. Diger
birkag yap! ayni zamanda transfeksiyon ve ekspresyon kontrolleri olarak hizmet vermek icin de
yapilmistir. Birinci kontrol yapisi farenin 1gG2a (mlgG2a) sabit bbdlgesinin (Kontrol |) CH2 ve CH3
alanlarina birlegmis sitokin reseptoru kullanilarak yapilmigtir. Diger iki kontrol murin ROR sinyal
sekansini CH1 alanli ve CH1 alansiz murin IgG2a sekansi ile birlestirerek yapilmistir (sirasiyla

Kontrol Il ve Il1).

Her insan degisken bdlgenin camelized versiyonu da PCR yonlendirilmis mutagenez teknikleri
kullanilarak yapilmistir (6r. bakiniz Hutchinson et al. 1978. Mutagenesis at a specific position in a
DNA sequence. J. Biol. Chem. 253(18):6551-60). Her degisken bdlge icin deve benzeri ozellikler
iceren insan degisken bblge sekansi ile sonuclanan insan dedisken bolge sekansinda spesifik
mutasyon yaratmak igin iki spesifik primer dizi kullanilimigtir. Degisken bbdlgenin &' yarimini iceren
bir urunu amplifiye etmek icin primer L1 (SEQ ID NO:1) ve HH1.2 mut BOT (SEQ ID NO:2)
kullanihirken HH1.2 mut TOP (SEQ ID NO:3) ve m18.3.1 (SEQ ID NO:4) dedisken bolgenin 3'
yanmini amplifiye etmek igin kullanilmigtir, Bu Urunler saflagtirilmistir ve primer L1 ve m18.3.1
kullanilarak tuguncu PCR reaksiyonuna sablon olarak kullanmak wizere birlikte karistiriimistir. Elde
edilen camelized insan degigken bolge PCR urunu klonlanmigtir, saflastiriimistir ve dizileme icin

dogrulanmistir.



10

15

20

25

29

Tam uzunluktaki agir incir yapilan (degisken ve sabit) insan dedisken bolgelerinin (camelized ve
non-camelized) ve sabit bdlgelerinin kohezif uglar vasitasiyla birbirine izleyen ligasyon saglamak
igin restriksiyon enzim bolgeleri iceren primerler ile amplifiye edilmesi ile yapimistir. Tum tam
uzunluktaki adir incir yapilari ekspresyon vektorleri icine klonlanmistir, saflagtinimistir ve yine
dizileme ile dogrulanmistir. Tablo 1 her adir zincir yapisini, bunlarin SEQ ID NOlarini ve her

yapinin kisa aciklamasini sunmaktadir.

Tablo 1
SEQ ID NO
Yapi Agiklama
(DNA/Protein)
Fare IgG2bve birlesmis non-camelized insan
hVR-mFe
dedisken bdlge
Fare IgG2bye birlesmis camelized insan
hVR*-mFc 9 y i

degisken bolge

CH1 alanindan yoksun fare IgG2b'ye birlesmis
hVR-mFcACH1 9/10
non-camelized insan degdisken boblge

CH1 alanindan yoksun fare IgG2b'ye birlesmis
hVR*-mFcACH1 . . B 3 1112
camelized insan degisken bolge

Kimerik agir zincir yapilari immunoglobulin hafif zincir yoklugundaki ekspresyonu analiz etmek igin
Cin Hamster Yumurtalik hucrelerine (CHO-K1) gegici olarak transfekte olmustur. Supernatantlar ve
hiicre lizatlar, kemiluminesans ile anti-fare IgG antikoruna (Promega) konjuge yabanturpu
peroksidaz (HRP) kullanarak adir zincir varigini tespit etmek igin Western blot ile incelenmistir.
Tum kimerik adir zincir yapilar gegici olarak alti (6} badimsiz kez transfekte olmustur.

Transfeksiyonlarin temsili bir Western hlot1 Sekil 7'de gosterilmektedir.

CH1 alanh ve CH1 alansiz tum kimerik agir zincir yapilar yani sira kontrol yapilar hicre lizatinda
tespit edilmistir. Sadece CH1 alanindan yoksun yapilar supernatantlarda gozlenmistir ($ekil 7, sol).
Kontrol | ve Kontrol Il (CH1 alanindan yoksun fare Fc protein) de tespit edilmistir fakat CH1 alani
iceren fare Fc proteini tespit edilmemistir. CH1 alani iceren hem camelized hem de non-camelized
agir zincir yapilari herhangi bir transfeksiyon igin supernatantta tespit edilmemistir (Sekil 7, sag).
Ancak, CH1 alanindan yoksun hem camelized hem de non-camelized agir zincir yapilari tium
transfeksiyonlar igin supernatantta tespit edilmistir. Bununla birlikte, sonuglar CH1 alanindan
yoksun hVR'lerin (normal veya camelized) ekprese olabilece@ini ve immunoglobulin hafif zincir

yoklugunda gecici olarak transfekte olmus CHO hucrelerinden salgilanabildigini ancak CH1 alani
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iceren hVR'lerin (normal veya camelized) hafif zincir yoklugunda salgilanamadigini ortaya

koymaktadir.
Ornek 2: Fare Agir Zincir IgG1 Sabit Bolgenin Modifikasyonu
A. Fare IlgG1-CH1-mentese Hedef Vektorunun Hazirlanmasi (Sekil 3)

VELOCIMMUNE® farenin (asagida aciklanmigtir) ES hucresinden C57BL/6 aleli icin Fare IgG1
sabit alaninin CH1 ve mentese bolgelerinin gikanlmasini dahil eden hedef vektor yapisi

olusturulmustur.

Hedef yapi, VELOCIGENE® teknolojisi kullanilarak Bakteriyel yapay kromozomu (BAC) BMQ
70p08 modifiye etmek icin yapilmistir (bakinmiz, or. US Pat. No. 6,586,251 and Valenzuela et al.
(2003) High-throughput engineering of the mouse genome coupled with high-resolution expression
analysis, Nature Biotech. 21(6):652-659). Kalan IgGG1 genini intakt olarak (or. CH2, CH3 ve
transmembran eksonlar) birakirken BMQ 70p08 BAC DNA CH1 ve IgG1 sabit alaninin mentese
bolgelerini silmek icin modifiye edilmistir.

Kisaca, homoloji kolunun ust ve alt bolgeleri sirasiyla primer m102 (SEQ ID NO:13) ve m104 (SEQ
ID NO:14) ve m100 (SEQ ID NO:15) ve m99 (SEQ ID NO:16) kullanmak igin yapilmistir. Bu
homoloji kellari, 1gG1 sabit alaninin CH2, CH3 ve transmembran bolgelerini muhafaza ederken
lgG1 sabit alaninin CH1 ve mentese bolgelerini silen bir kaset yapmak igin kullanilimigtir (bakiniz,
or. Sekil 3). Hedef yapi, IgG1 geninin CH3 ve transmembran alan eksonlari arasinda konumlanan
loxed higromisin bir direncli gen icermektedir. CH1 ve mentese eksonlannin {or. 1gG3, IgD, IgM)
gen ust bodlgesi ve IgG1 transmembran eksonun (or. I9G2b, 1gG21, IgE, IgA, vb) alt bdlgesi hedef
yap! ile modifiye edilmemistir. Tum sabit alanlarin gecis bolgeleri hedef yapi tarafindan modifiye
edilmemistir. Cikarma boyunca olan nukleotid sekansi, ¢cikarma noktasinda bulunan ugbirlestirme
akseptor sekansini belirten sunlan igermektedir: TGACAGTGTA ATCACATATA CTTTTTCTTG
T(AG)TCCCAGA AGTATCATC (SEQ ID NO:17). Cikarma sekansi, ugbirlestirme akseptorunun
pre-CH1 sekanslan 5' ve ucbirlestirme akseptorunun CH2 ekson sekanslan 3' ile hirlikte bir

ugbirlestirme akseptdru (yukarida parantez iginde yer alan AG) icerir.
B. Fare IgG1-CH1 Hedef Vektorunun Hazirlanmas (Sekil 2)

VELOCIMMUNE® farenin (asagdida agiklanmistir) ES hucresinden 129/SvEvTac aleli icin Fare
lgG1 sabit alaninin CH1 silinmesini dahil eden ikinci hedef vektdr yapisi Ornegin A bdlumiunde

aciklandigi gibi benzer bir yolla olusturulmustur.

Hedef yapi, VELOCIGENE® teknolojisi kullanilarak Bakteriyel yapay kromozomu (BAC) BMQ
70p08 modifiye etmek icin yapilmistir {(bakiniz, or. US Pat. No. 6,586,251 and Valenzuela et al.
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(2003) High-throughput engineering of the mouse genome coupled with high-resolution expression
analysis, Nature Biotech. 21(6):652-659). Kalan 1gG1 genini intakt olarak (6r. mentese, CH2, CH3
ve transmembran eksonlar) birakirken BMQ 70p08 BAC DNA IgG1 sabit alaninin CH1 bolgesini

silmek igin modifiye edilmistir.

lkinci hedef yapiya yonelik homoloji kollari CH1-mentese hedef vektorine (bu Ornegdin A
bolumunde agiklandigi gibi) yonelik olanlar ile ayniydi. Bu homoloji kollar, 1gG1 sabit alaninin
CH2, CH3 ve transmembran bolgelerini muhafaza ederken IgG1 sabit alaninin CH1 bdlgesini silen
bir kaset yapmak icin kullamlmistir (bakimz, or. $ekil 2). Hedef yapi, 1gG1 geninin CH3 ve
transmembran alan eksonlar arasinda konumlanan loxed higromisin bir direncli gen icermektedir.
CH1 eksonununn (or. 1IgG3, IgD, IgM) gen ust bolgesi ve IgG1 transmembran eksonun (or. 1gG2b,
IgG21, IgE, IgA, vb) alt bdlgesi hedef yapi ile modifiye edilmemigtir. Tum sabit alanlarin gecis
bolgeleri hedef yapi tarafindan modifiye edilmemistir. Cikarma boyunca olan nukleotid sekansi,
cikarma noktasinda bulunan ugbirlestirme akseptor sekansini belirten sunlarn icermektedir:
TGACAGTGTA ATCACATATA CTTTTTCTTG T(AG)TGCCCAG GGATTGTGGT TGTAAGCCTT
GCATATGTAC AGGTAAGTCA GTAGGCCTTT CACCCTGACC C (SEQ ID NO:64). Cikarma
sekansi, ughbirlestirme akseptorunun pre-CH1 sekanslar 5' ve ucbirlestirme akseptorunun mentese
ekson sekanslarn 3' ile birlikte hir ugbirlestirme akseptoru (yukanda parantez icinde yer alan AG)

igerir.
Ornek 3: ES Hucrelerinde Fare Agir Zincir Sabit Bolgesinin Modifikasyonu
A. IgG1-CH1-Mentese Hedef Vektorl ile Hedef Fare ES Hucreleri

Fare ES hucreleri yukarida agiklanan hedef yapi ile hedeflenmigtir (or. 19G1 geninin CH1 ve
mentese bdlgelerinin gikarilmasim dahil eden hedef yapi). ES hucresi 129 sugu ve C57BL/6
susunun 50/50 karisimi olan, fare agir zincir ve hafif zincir degisken bolge gen segmentlerinin
yeniden diuzenlenmemis insan adir zincir ve hafif zincir dedisken bolge gen segmentleri ile yer
degistirmesini iceren genetik modifikasyonlar tasiyan VELOCIMMUNE® faredendi. C57BL/6 ile
melezlemek icin kullanilan 129 susu fare adir zincir ve hafif zincir degisken bblge gen
segmentlerinin insan agir zincir ve hafif zincir degisken bolge gen segmentleri ile yer degistirmesini

iceren bir sustur.

Heterozigot VELOCIMMUNE® fareler bir alelde 129 susundan tek bir dizi endojen fare adir zincir
sabit bolge genlerini ve dider alelde C57BL/6 susundan tek bir dizi endojen fare agir zincir sabit
bolge genlerini tagir. 129 adir zincir aleli, endojen fare adir zincir degisken bodlge gen segmentleri
ile yer degistiren (or. endojen fare lokusunda} insan agir zincir degisken bolge gen segmentleri
olan agir zincir degisken bolge gen segmentlerinin lokusu ile bitisiktir. BL/6 adir zincir aleli, dogdal

tip fare agir zincir deg@isken bolge gen segmentleri ile bitisiktir. VELOCIMMUNE® fareler dogal tip
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endojen hafif zincir sabit bolge genlerini de tasir. Dolayisiyla, IgG, D, E veya A CH1 silinmesi
iceren bir yapi ile 129 alelini hedefleyerek kimerik insan/fare agir zincir antikoru uretilebilir, ancak
benzer yapih C57BL/6 alelini hedefleyerek CH1 alanindan yoksun ve baglantidan (menteseden)

yoksun tamamen fare agir zincir antikoru uretilebilir.

Yukanda aciklanan VELOCIMMUNE® farelerden ES hucreleri Ornek 2:nin A bolumunin linearize

hedef vektor ile elektroporate edilmistir ve higromisin direncli gen varlidi igin secilmistir.

B. IgG1-CH1 Hedef Vektoru ile Hedef Fare ES Hlcreleri

Benzer sekilde, fare ES hicresi Ornek 2nin b boluminde aciklanan CH1 hedef yapi ile
hedeflenmistir (ayrica bakimz Sekil 2). ES hucresi 129/SvEvTac susu ve C57BL/6 susunun 50/50
karisimi olan, fare agir ve hafif zincir degisken bolge gen segmentlerinin yeniden duzenlenmemis
insan agir ve hafif zincir degisken bolge gen segmentleri ile yer degistirmesini igeren genetik
modifikasyonlar tasiyan VELOCIMMUNE® faredendi. C57BL/6 ile melezlemek igin kullarilan
129/SvEvTac susu fare agir zincir ve hafif zincir dedisken bolge gen segmentlerinin insan adir

zincir ve hafif zincir degisken bolge gen segmentleri ile yer degistirmesini iceren bir sustur.

Heterozigot VELOCIMMUNE® fareler bir alelde129/SvEvTac susundan tek bir dizi endojen fare
adir zincir sabit bolge genlerini ve dider alelde C57BL/6 susundan tek bir dizi endojen fare agir
zincir sabhit bodlge genlerini tasir. 129/SvEvTac adir zincir aleli, endojen fare adir zincir dedisken
bolge gen segmentleri ile yer degistiren (or. endojen fare lokusunda) insan adir zincir dedisken
bolge gen segmentleri olan agir zincir degisken bolge gen segmentlerinin lokusu ile bitigiktir. BL/6
agir zincir aleli, dogal tip fare agir zincir degigsken bolge gen segmentleri ile bitigiktir.
VELOCIMMUNE® fareler dodal tip endojen hafif zincir sabit bolge genlerini de tasir. Dolayisiyla,
IgG, D, E veya A CH1 silinmesi igceren bir yapi ile129/SvEvTac alelini hedefleyerek kimerik
insanffare agir zincir antikoru Uretilebilir, ancak benzer yapih C57BL/G alelini hedefleyerek CH1
alanindan yoksun ve baglantidan (menteseden) yoksun tamamen fare agir zincir antikoru
uretilebilir.

VELOCIMMUNE® farelerden ES hiicreleri yukarida Ornek 2°nin B bolumiunde agiklanan linearize

hedef vektor ile elektroporate edilmistir ve higromisin direncli gen varlidi igin secilmistir.

Ornek 4: Modifiye Edilmig 1gG1 Sabit Bolgesini Tagiyan Fareler Uretmek

A. 1lgG1-CH1-Mentese Silinmesi Tasiyan Fareler

Yukarida acgiklanan hedeflenen ES hucreleri donor ES hucreleri olarak kullaniimistir ve
VELOCIMOUSE® yontemi (bakiniz, or, US Pat. No, 7,294,754 and Poueymirou et al. (2007) FO

generation mice that are essentially fully derived from the donor gene-targeted ES cells allowing
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immediate phenotypic analyses Nature Biotech. 25(1):91-99) ile 8-hucre evre fare embriyosuna
verilmistir. Hedeflenmig C57BL/6 IgG1 alellerini tagiyan VELOCIMICE® (FO fareler tamamen donor
ES hucrelerinden turetilmistir) silinmis mentese ve CH1 bolgelerinin ust ve alt bolumlerinde
konumlanan sekanslarin varligini tespit eden alel analizi modifikasyonu (Valenzuela et al., supra)

kullanarak genotipleme ile tanimlanmistir.

Hedef yapi ile katilan IgG1 CH3 eksonunun loxed hyg kasetinin alt bolumunun ve IgG1
transmembran eksonunun Ust bdlumunin uzaklastinimasi icin IgG1 CH1 ve mentese silinmesi igin
genotiplendirilen fareler (C57BL/G alelinde, or. fare aleli) Cre silici susu (bakiniz, or. International
Patent Application Publication No. WO 2009/114400) icin yetistiriimistir (bakimiz, or. Sekil 3).
Yavrular genotiplendiriimigtir ve 1gG1 CH1 ve mentese silinmesi igin heterozigot olan yavrular
C57BL/6 alelinden yavrunun serumunda eksprese edilen IgG1 agir zincirini incelemek igin

segilmistir.

B. IgG1-CH1 Silinmesi Tagiyan Fareler

Benzer sekilde, IgG1 CH1 bolgesinin silinmesini tasiyan hedeflenen ES hucreleri donor ES
hiucreleri olarak kullanimistir ve VELOCIMOUSE® ybntemi (bakiniz, dr, US Pat. No. 7,294,754
and Poueymirou et al. (2007) FO generation mice that are essentially fully derived from the donor
gene-targeted ES cells allowing immediate phenotypic analyses Nature Biotech. 25(1):91-99) ile 8-
hucre evre fare embriyosuna verilmigtir. Hedeflenmis 129SvEviTac alellerini  tagiyan
VELOCIMICE® (FO fareler tamamen donor ES hucrelerinden turetilmistir) silinmig CH1 bolgesinin
st ve alt bolumlerinde konumlanan sekanslann varliini tespit eden alel analizi modifikasyonu

(Valenzuela et al., supra) kullanarak genotipleme ile tanimlanmistir.

Hedef yapi ile katilan IgG1 CH3 eksonunun loxed hyg kasetinin alt bolumunun ve IgG1
transmembran eksonunun Ust bolumunun uzaklastinimasi igcin 1IgG1 CH1 silinmesi igin
genotiplendirilen fareler (129/SvEvTac alelinde, or. insan aleli) Cre silici susu (bakiniz, or.
International Patent Application Publication No. WO 2009/114400) icin yetistirilmistir (bakimz, or.
Sekil 2). Yavrular genotiplendirilmistir ve 1gG1 CH1 silinmesi icin homozigot olan yavrular modifiye

edilmis 1gG1 adir zincir ekspresyonunu incelemek igin secilmistir.

Ornek 5: Modifiye Edilmig IgG1 Genini Tagiyan Farelerden Agir Zincir Antikorlari

A. lgG1-ACH1-A Mentese Fareler

Yukanda CH1 ve mentese silinmesini iceriyor olarak tanimlanan fare yavrusu ve dogal tip yavru
yetistirilmistir ve yetigtirilen farelerden alinan serumlar anti-mlgG1 antikoru kullanilarak serumlarda
eksprese edilmis herhangi bir IgG tanimlamak igin Western blota hazirlanmigtir. Kisaca, 1:100 fare

serumlarinin 10 plL'si SDS-PAGE azaltmada kullanildi ve jel PVDF membranina transfer edildi.
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Blot %0.05 Tween-20 (TBST, Sigma) ile Tris-Tampon Salin'de %5 yagsiz sut ile gece boyunca
bloklandi, TBST ile her yikama igin 5 dakika boyunca 4 kez yikandi ve sonrasinda oda sicakliginda
iki saat boyunca TBST'de %1 yagsiz sutte 1:1000 seyreltiimis primer antikora (kegi anti-mlhH1
konjuge HRP, Southern Biotech) maruz birakildi. Blot, her yikma 5 dakika olacak sekilde 6 kez
yikandi. Blot 5 dakika boyunca SUPERSIGNAL™ West Pico Kemiluminesant ikamesi (Thermo

Scientific) ile gelistirildi ve sonrasinda 1 dakika boyunca filme maruz birakildi.

Hedeflenen dondr ES hucreden turetiimis VELOCIMOUSE® (%50 dodal tip BL/6; %50 ACH1-
AMentese BL/6) alinan serum bantlarin bir karnisimini ortaya koymustur: bir bant yaklasik 57.5kD
olup dodal tip IgG igin beklenen boyut ve bir bant yaklasik 45 kD olup CH1 alanindan ve baglanti
(menteseden) yoksun IgG icin beklenen boyut (Sekil 8). Sonuglar, dogdal tip BL/6 alelinden ve kendi
ACH1-Amentese BL/6 alelinden ACH1/Amentese fare agir zincirden normal fare agir zinciri
eksprese eden VELOCIMOUSE® ile uyumludur. Bu sonug, fonksiyonel IgM geni ve CHA1
alanindan ve baglanti (mentese) alanindan yoksun bir IgG geni tasiyan genetik olarak modifiye

edilmis farelerin serumda agir zincir antikorlar eksprese edebildiklerini gostermektedir.
B. lgG1-ACH1 Fareler

Benzer sekilde, CH1 silinmesi icin homozigot olan fare yavrulan ve dogal tip yavrular yetistirilmigtir.
Yetistirilen farelerden alinan plazma ve serum (bes homozigot; iki dodal tip igin) anti-mlgG1
antikoru kullanilarak serumlarda eksprese edilmis herhangi bir IgG tammlamak icin Western blot'a
hazilanmistir (yukarida agiklanmistir}. IgG1-ACH1 silinmesi icin homozigot olan farelerden alinan
serum ve plazmanin Western blotu bantlarin bir kanisimini gostermistir: bir bant yaklagik 45 kD
olup CH1 alanindan yoksun tek zincir IgG1 igin beklenen boyut ve bir bant yaklasik 75 kD olup
CH1 alanindan yoksun dimer IgG icin beklenen boyut (veriler gosterilmemistir). Sonuclar, ister bir
ister her iki agir zincir lokusundan IgG1-ACH1 agdir zinciri eksprese eden homozigot
VELOCIMICE® ile uyumludur. Bu sonug, fonksiyonel IgM geni ve CH1 alanindan yoksun bir 1gG
geni tasiyan genetik olarak modifive edilmis farelerin hayvanlarin immun sisteminin periferik
lenfosit bolmesinde adir zincir antikorlar eksprese edebildiklerini gostermektedir.

Ornek 6: IgG1-CH1-Mantesge Silinmesi igin Homozigot olan Farelerin Ozellikleri

lgG1-CH1-mantese silinmesi icin heterozigot olan VELOCIMICE® silinme igcin homozigot olan
fareler elde etmek icin beraber vyetistiriimistir. Dort fare yavrusu 1gG1 ACH1-Amentese icin
homozigot olarak tanimlanmigtir. Bu dort fare ve dogal tip fare yetistiriimistir ve yetistirilen
farelerden alinan serumlar anti-mlgG1 antikoru kullanilarak serumlarda eksprese edilmis herhangi
bir IgG tanimlamak icin Western blota hazirlanmistir (yukarida agiklandigi gibi). Sekil 9, bu
deneyde kullanilan PVYDF membranindan gelistirilen filmi gostermektedir. Serum 1:5 ve 1:10

seyreltiimistir ve her seyreltmenin 10 pL'si her fare icin jelin Ustine yan yana yuklendi. Jel
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goruntulerin en ust bolumlerinde, her farenin yani sira IgG1 (1) ve IgG2a (2a) igin seritler

etiketlendi.

Dogal tip fareden alinan serum iki agir zincir ve iki hafif zincir {(yaklagik 150 kD) iceren normal
antikorlar eksprese eden dogal tip fare icin beklenen paterni gosterdi. Tum dort farenin (lgG1
ACH1-Amentese icin homozigot) her biri bantlarin bir karisimini gosterdi: bir bant yaklasik 150 kD
olup 19G1 disinda dogal tip IgG icin beklenen boyut (or. IgG2a, 1gG2b veya 1gG3} ve bir bant
yaklagik 45 kD olup CH1 alanindan ve baglantidan {menteseden) yoksun IgG icin beklenen boyut
(Sekil 9). Bu sonuglar CH1 alanindan ve baglanti (mentese) bolgesinden yoksun ve hafif zincirden
yoksun 1gG1 adr zincir antikorunu eksprese eden farsler ile uyumludur. Bu sonug ayrica
fonksiyonel IgM geni ve CH1 alanindan ve baglanti (mentese) bolgesinden yoksun bir IgG geni
tasiyan genetik olarak modifiye edilmis farelerin serumda agdir zincir antikorlar eksprese

edebildiklerini gostermektedir.

Baska bir deneyde, IgG nin serum ekspresyonu ELISA analizi kullanilarak 1gG1 ACH1-Amentese
igin homozigot farelerden belirlenmigtir. Kisaca, ya mlgG1 ya da migG2b (Pharmingen) igin
spesifik antikorlar ayrn ayri seyreltildi ve 100 pl/kuyucuk plaklarin Uzerinde 1 x PBS'de (Irvine
Scientific) 2 pg/mide kaplandi ve 4T de gece hoyu inkube edildi. Ertesi gun plaklar %0.05 Tween-
20 (PBST; Sigma) ile PBS ile 4 kez yikandi. Dorduncu yikamadan sonra, plaklar %5 BSA (Sigma)
ile 250 pL/kuyucuk PBST ile bloklandi ve bir saat boyunca oda sicakhdinda inkube edildi. Serum
ve standartlar, 400 ng/ml (mlgG1) veya 600 ng/ml {mlgG2b) baslangic konsantrasyonunda plakta
asag dogru (yukaridan asagiya) %0.5 BSA'da PBST'de seri olarak seyreltildi (seyreltme faktori,
0.316). Bloklama sonrasinda, plaklar tekrar PBST ile dort kez yikandi. Dorduncu yikamanin
ardindan, 100 pL serum veya standart plaklara eklendi ve oda sicakhginda bir saat boyunca
inkube edildi. Plaklar tekrar PBST ile dort kez yikandi. Yikamalarin ardindan, 100 pL biyotinile
edilmis saptama antikoru (10 ng/ml rat anti-migG1 veya 250 ng/ml anti-mlgG2b; Pharmingen)
plaklara eklendi ve ada sicakhdinda bir saat boyunca inkube edildi. Plaklar tekrar yukarida
aciklandigr gibi yikandi. Yikamanin ardindan, PBST'de streptavidin (HRP-SA} ile konjuge
yabanturpu peroksidazin 1:20000 seyreltmesinin 100 plL/kuyucuk plaklara eklendi ve oda
sicakhginda 30 dakika boyunca inkube edildi. Plaklar daha sonra PBST ile 6 kez yikandi, ardindan
Substrat A ve B'nin (BD OPTEIA™; BD Biosciences) 1:1 seyreltmesinin 100 puL/kuyucuk plaklara
eklendi ve plaklar karanlkta tutuldu. Reaksiyon karanlikta gelisti ve istenildidi gibi 1 N fosforik asit
ile durduruldu (yaklasik 15 dakika). Durdurulan reaksiyonlar Wallac 1420 Work Station VICTOR™
Plaka Okuyucuda 450 nm (1 saniye/okuma) absorpsiyon dalga boyunda okundu ve sonuglar
grafiklerde gosterildi (Sekil 11).

Dogal tip farelerden alinan serum normal seviyede IgG1 ve IgG2b gbsterdi. IgG1 ACH1-Amentese

icin homozigot olan fareler CH1 alanindan ve periferde baglanti (mentese)} bolgesinden ycksun
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IgG1 eksprese edebilme yetenegine sahiplerdi (serum, Sekil 17in sol tarafi). Ayrica, diger IgG
izotoplarinin (or. 1gG2b) serum seviyeleri dogal tip seviyelerden dikkat ¢ekici sekilde dusmemisti
(Sekil 11°in sag tarafi). Bu sonug ayrica fonksiyonel IgM geni ve CH1 alanindan ve baglant
(mentese) alanindan yoksun bir IgG geni tasiyan genetik olarak modifiye edilmig farelerin serumda
saptanabilen modifiye edilmis 1gG izotopu (or. CH1 alanindan ve badlantidan (menteseden)

yoksun} eksprese edebildiklerini gostermektedir.
Ornek 7: IgG1 Modifiye Farelerde V-D-J Yeniden Duzenlemelerin Analizi
A. 1lgG1-CH1-Mentese Silinmesi icin Homozigot Olan Fareler

lgG1 ACH1-Amentese modifikasyonu icin homozigot olan fareler, splenositlerden izole edilen RNA
kullanarak ters-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile V-D-J rekomhinasyonu ve

agir zincir gen kullammi igin analiz edildi.

Kisaca, dalaklar alindi ve steril tek kullanimlik ¢cantalarda %5 HI-FBS ile 10 ml RPMI-1640 (Sigma)
ile sivandi. Tek bir dalak iceren her canta daha sonra STOMACHER™ (Seward) igine yerlestirildi
ve 30 saniyeye ayarlanan ortamda homojenize edildi. Homojenize edilen dalaklar 0.7 pm hucre
suzgeci kullanilarak filtre edildi ve daha sonra santrifuj (10 dakika boyunca 1000 rpm) ile peletlendi
ve kirmizi kan hucreleri (RBC) ug¢ dakika boyunca BD PHARM LYSE™ (BD Biosciences) icinde
lize edildi. Splenositler RPMI-1640 ile seyreltildi ve 1 ml PBS'de (Irvine Scientific) resuspansiyonun
ardindan tekrar santrifujlendi. Peletlenmis splenositlerden teknikte bilinen standart teknikler
kullanilarak RNA izole edildi.

Fare agir zincir dedisken bolge (VH) gen segmentlerine (Novagen) ve fare IgG1 CH2 primerine
(CGATGGGGGC AGGGAAAGCT GCAC; SEQ ID NO:40) bzgu bir dizi dejenere primer
kullamlarak splenosit RNA Uzerinde RT-PCR gergeklestirildi. PCR Urinleri jel ile saflastinldi ve
pCR2.1-TOPO TA (Invitrogen)ya klonlandi ve M13 lleri GTAAAACGAC GGCCAG; SEQ ID
NO:41) ve klonlama bolgesinin yaninda bulunan pozisyonlardaki vektor sekanslari icinde bulunan
M13 Ters (CAGGAAACAG CTATGAC; SEQ ID NO:42) primerleri ile siralandi. On dokuz klon agir
zincir gen kullanimini ve yeniden duzenlenmis VH baglantisinin sekansini ve 1gG1 sabit bolgenin
CHZ2'sini belirlemek icin dizelendi (Tablo 2).

Tablo 2
Agir zincir gen kullanimi
Klon VH Du JH

B1 1-568 3-2 2
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Tablo 2

Agir zincir gen kullanimi

Klon VH Du JH
B2 1-26 4-1 1
B3 1-50 2-14 2
B4 1-58 3-2 2
B5 14-2 41 4
D2 3-6 1-1 4
D5 14-1 3-3 2
D6 14-2 4-1 3
D7 3-6 1-1 4
E2 7-1 3-1 4
E3 1-50 2-14 2
E4 1-50 2-14 2
E7 1-50 2-14 2
ES8 1-72 1-1 4
E10 1-42 1-1 1
F6 5-6 1-1 1
F7 5-6 1-1 1
F8 5-6 1-1 1
F10 5-6 1-1 1

Sekil 12 on dokuz RT-PCR klonunun on biri igcin 1gG1 sabit bolgesinin CH2'sine yeniden
duzenlenmig VH alanlarinin sekans siralamasini gosterir. $ekil 12'de gosterilen sekanslar farkl
adir zincir V, D ve J gen sedmenlerini ve CH1 ve badlanti (mentese) bolgelerinden yoksun fare
lgG1 iceren ozgun yeniden duzenlemeleri gosterir. CH1 ve baglanti (mentese) bolgelerinin
silinmesi igin homozigot fareler CH1 ve baglanti {mentese) bolgelerinden yoksun fare IgG1 sabit
bolgeden CHZ2-CH3 bolgesine islevsel olarak badh fare VH alanlarini igeren agdir zincirler
uretebilmekte ve CH1 ve baglanti (mentese) bolgelerinden yoksun ve hafifi zincirden yoksun fare
IgG1 agir zincirler eksprese eden B hiicrelerini Uretebilmektedir (Sekil 8 ve 9). Bu yeniden
duzenlemeler, modifiye edilmis lokuslarin bagimsiz olarak fare agir zincir gen segmentlerini ve

develerde normal olarak bulunanlara benzer agir zincir antikorlan uretmek igin bu farelerdeki
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bagimsiz B hucrelerini gok kez yeniden duzenleyebildidini gostermektedir. Ayrica, bu Ornek
endojen 1gG1 CH1 ve baglanti (mentese) bolgelerinin  silinmesinin  lokusu islemez hale
getirmedigini veya modifiye edilmis 1gG1 sabit boélge iceren rekombinasyonu onlemedigini
gostermektedir. Bu fareler, B hicre gelisiminde tespit edilebilen herhangi bir hasar olmadan
endojen repertuarin bir kismi olarak CH1 ve baglanti (mentese) bolgelerinden yoksun IgG1 iceren

fonksiyonel agir zincir antikorlar yapmiglardir.
B. lgG1-CH1 Silinmesi igin Homozigot Olan Fareler

Benzer sekilde, IgG1 ACH1 modifikasyonu icin homozigot olan fareler splenositlerden izole edilen
RNA kullanarak ters-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCRY) ile V-D-J rekombinasyonu

ve insan agir zincir gen kullanimi icin analiz edildi.

Kisaca, bu Ornegin A bolumiunde yukarida agiklandigi gibi dalaklar iki homozigot IgG1-ACH1
fareden izole edildi. CD19+ B hucreleri toplanan splenositlerden manyetik hucre siralamasi
(MACS, Miltenyi Biotec) kullanilarak izole edildi. RNA, siralanan CD19+ B hucrelerinden Qiagen
ALLPREP™ DNA/RNA mini kit (Qiagen) kullanilarak ekstrakte edildi. cDNA'nin birinci strandi
SUPERSCRIPT™ [IlI Ters Transkriptaz ve Oligo (dT) 20 primer (Invitrogen) ile sentezlendi. Daha
sonra cDNA 3' fare 1gG1 mentese spesifik primer ve insan adir degisken oncu sekansina
baglanmasi planlanan 5' dejenere primerler ile gergeklestirilien PCR igin gsablon olarak kullanildi
(Tablo 3). PCR urunleri pCR2.1 TOPO™ TA vektore (Invitrogen) klonlandi ve M13 lleri ve M13

Ters primerleri ile siraland) (Ornegdin A bolumunde yukarida agiklandig gibi).

Tablo 3

Primer Sekans (5'-3') SEQ ID NO:
hVHL-1 TCACCATGGA CTGSACCTGG A 43

hVHL-2 CCATGGACAC ACTTTGYTCC AC 44

hVHL-3 TCACCATGGA GTTTGGGCTG AGC 45

hvVHL-4 AGAACATGAA ACAYCTGTGG TTCTT 46

hVHL-5 ATGGGGTCAA CCGCCATCCT 47

hVHL-6 ACAATGTCTG TCTCCTTCCT CAT 48

3'migG1 Mentese GCAAGGCTTA CAACCACAAT C 49

lgG1 ACH1 icin homozigot farelerde adir zincir gen kullanimini belirlemek igin yirmi sekiz RT-PCR
klonlar1 siralandi. Bu klonlar icinde, insan V, D ve J gen segmentlerinin yedi 0zgun yeniden

duzenlemesi gozlenmigtir (Tablo 4).
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Tablo 4

Agdir Zincir Gen Kullammi

Klon VH Du Ju
A2 1-69 6-19 6
A5 1-69 6-7 4
A8 1-8 4.4 4
c2 1-18 6-6 2
C4 1-18 3-16 6
D9 1-18 6-6 4
H8 1-18 1-7 4

Sekil 13, Tablo 4te gosterilen yedi yeniden dizenleme igin IgG1 sabit bolgenin mentege-CH2-
CH3'e yeniden duzenlenen VH alanlarinin sekans siralamasini gosterir. Sekil 13te gosterilen
sekanslar farkli insan agir zincir V, D ve J gen segmentlerini ve CH1 bdlgesinden yoksun fare IgG1
iceren ozgun yeniden diuzenlemeleri gosterir. Endojen 1gG1 sabit bdlge geninin CH1 bolgesinin
silinmesi icin homozigot fareler, CH1 alanindan yoksun fare |gG1 sabit bolgesinden iglevsel olarak
mentese-CH2-CH3 bolgesine bagh olan insan VH alanlanni iceren agir zincirleri ve CH1
bolgelerinden yoksun ve hafif zincirden yoksun fare IgG1 agdir zincirlerini eksprese eden B
hucrelerini uretebilmistir (veri gosterilmemistir). Bu yeniden duzenlemeler ister bir ister her iki
modifiye edilmis lokusun (IgG1 ACH1-Amentese ve IgG1 ACH1) bagimsiz olarak adir zincir gen
segmentlerini (fare ve insan) ¢ok kez ve develerde normal olarak bulunanlara benzer adir zincir
antikorlari uretmek igcin bu farelerdeki badimsiz B hucrelerini yeniden duzenleyebildidini
gostermektedir. Ayrica, bu Ornek endojen IgG1 CH1 silinmesinin lokusu islemez hale getirmedigini
veya insan V, D ve J gen segmentlerini ve modifiye edilmis IgG1 sabit bolge igeren
rekombinasyonu onlemedidini gostermektedir. Bu fareler, insan agir zincir V alanini ve B hucre
gelisiminde tespit edilebilen herhangi bir hasar olmadan endojen repertuarin bir kismi olarak

CH1'den yoksun fare 1gG1 iceren fonksiyonel agir zincir antikorlar yapmisglardir.
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SEKANS LISTESI

<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.
<120> AGIR ZINCIR ANTIKOR URETEN FARELER
<130> 0761A-WO

<140> To be assigned

<141> 2010-12-10

<150> 61/285,250

<151> 2009-12-10

<160> 64

<170> Fast SEQ for Windows Version 4.0
<210>1

<211> 21

<212> DNA

<213> Yapay sekans

<220>

<223> sentetik

<400> 1

tcaccatgga ctggaccigg a 21

<210> 2

<211> 40

<212> DNA

<213> Yapay sekans

<220>

<223> sentetik

<400> 2

cccatcaact cacactcttg tccaggggec tgtcgaaacce 40
<210> 3

<211> 40

<212> DNA

<213> Yapay sekans

<220>

<223> sentetik

<400> 3

ctggtttcga caggcececctg gacaagagtg tgagttgatg 40
<210> 4

<211> 33
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<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 4

acgttccgga tgaggagacg gtgaccaggg ttc 33

<210>5

<211> 1449

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 5

<210>6

<211> 482

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
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<210>7

<211> 1449

<212> DNA

<213> Yapay sekans
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<220>
<223> sentetik
<400> 7

<210> 8
<211> 482
<212> PRT
10 <213> Yapay sekans
<220>
<223> sentetik



<400> 8

<210>9

<211> 1149

<212> DNA

<213> Yapay sekans

44
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<220>
<223> sentetik
<400> 9

<210> 10

<211> 382

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik

45



<210> 11

<211> 1149

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik

46
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<400> 11

R

<210=> 12

<211> 382

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 12

47
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<210> 13

<211> 19

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 13
caacacaagt gcgatgcac 19
<210> 14

<211> 21

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 14

gattagcecte catgectact ¢ 21
<210> 15

<211> 21

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik

48
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<400> 15

21 gatgatcatg tgggtagacc t

<210> 16

<211> 20

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 16

tctatgetat ctcagtgeta 20
<210> 17

<211> 49

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 17

tgacagtgta atcacatata ctttttcttg tagtcccaga agtatcatc 49

<210> 18

<211> 384

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 18

<210>19

<211> 128

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
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<400> 19

<210> 20

<211> 381

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 20

<210> 21

<211> 127

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 21

-

50
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<210=> 22

<211> 375

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 22

<210> 23
<211> 125

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 23

.ot

<210> 24

<211> 393

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 24

51
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<210=> 25
<211> 131
<212> PRT
<213> Yapay sekans
<220>
<223> sentetik
<400> 25

<210> 26

<211> 387

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 26

<210> 27

<211> 129

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
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<400> 27

<210> 28

<211> 378

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 28

<210> 29

<211> 126

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 29
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<210> 30
<211> 369
<212> DNA
<213> Yapay sekans
<220>
<223> sentetik
<400> 30

<210> 31

<211> 123

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 31

<210> 32

<211> 399

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 32
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<210> 33

<211> 133

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 33

L

o |

<210> 34

<211> 399

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 34

<210> 35

<211> 133

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik

55



10

15

56

<210> 36

<211> 375

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 36

<210> 37

<211> 125

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 37
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<210> 38

<211> 396

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 38

ot
1

<210> 39

<211> 132

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 39

<210> 40

<211> 24

<212> DNA

<213> Yapay sekans

<220>

<223> sentetik

<400> 40

cgatggggge agggaaagct gecac 24
<210> 41

<211> 16
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<212> DNA
<213> Yapay sekans
<220>
<223> sentetik
<400> 41
gtaaaacgac ggccag 16
<210> 42
<211> 17
<212> DNA
<213> Yapay sekans
<220>
<223> sentetik
<400> 42
caggaaacag ctatgac 17
<210> 43
<211> 21
<212> DNA
<213> Yapay sekans
<220>
<221> variation
<222> (14})...(14)
<223>s=corg
<220>
<223> sentetik
<400> 43
21 tcaccatgga ctgsacctgg a
<210> 44
<211= 22
<212> DNA
<213> Yapay sekans
<220>
<221> variation
<222> (17}...(17)
<223>y=cort
<220>
<223> sentetik
<400> 44

ccatggacac actttgytcc ac 22
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59
<210> 45
<211> 23
<212> DNA
<213> Yapay sekans
<220>
<223> sentetik
<400> 45
23 tcaccatgga gtttgggctg age
<210> 46
<211> 25
<212> DNA
<213> Yapay sekans
<220>
<221> variation
<222> (14)...(14)
<223>y=cort
<220>
<223> sentetik
<400> 46
25 agaacatgaa acayctgtgg ttctt
<210> 47
<211> 20
<212> DNA
<213> Yapay sekans
<220>
<223> sentetik
<400> 47
atggggtcaa ccgecatect 20
<210> 48
<211> 23
<212> DNA
<213> Yapay sekans
<220>
<223> sentetik
<400> 48
acaatgtctg tctecttect cat 23
<210> 49
<211> 21
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20

25

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 49

gcaaggctta caaccacaat ¢ 21
<210> 50

<211> 381

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 50

<210> 51

<211>127

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 51

<210> 52

<211> 378

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik

60
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<400> 52

<210> 53

<211> 126

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 53

<210> 54

<211> 378

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 54

<210> 55

<211> 126

<212> PRT

<213> Yapay sekans

61
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62
<220>
<223> sentetik

<210> 56

<211> 408

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 56

<210> 57

<211> 136

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 57
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<210> 58

<211> 372

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 58

<210> 59

<211> 124

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 59

<210> 60

<211> 378

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 60

63
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<210> 61

<211> 126

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 61

<210> 62

<211> 390

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 62

T

<210> 63

<211> 130

<212> PRT

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik

64
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<400> 63

<210> 64

<211> 101

<212> DNA

<213> Yapay sekans
<220>

<223> sentetik
<400> 64

65
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