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ISTEMLER

1. Asagidakileri igeren kit veya parga kiti;

A) bir kodlama bolgesi iceren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nukleik asit, burada kodlama bolgesi, NY-ESO-1 tumdr antijenini
veya bunun bir fragmanimi iceren en az bir peptidi veya proteini
sifreler;

B) bir kodlama bolgesi iceren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nikleik asit, burada kodlama bolgesi, 5T4 timor antijenini veya
bunun bir fragmanini igeren en az bir peptidi veya proteini sifreler;

C) bir kodlama bolgesi igeren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nitkleik asit, burada kodlama bodlgesi, survivin timodr antijenini veya
bunun bir fragmanini iceren en az bir peptidi veya proteini sifreler;

D) bir kodlama boélgesi i¢eren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nikleik asit, burada kodlama bolgesi, MAGE-C1 timor antijenini
veya bunun bir fragmanimi igeren en az bir peptidi veva proteini
sifreler; ve

E) bir kodlama bolgesi igeren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nitkleik asit, burada kodlama bdlgesi, MAGE-C2 tumodr antijenini
veya bunun bir fragmanimi igeren en az bir peptidi veya proteini
sifreler,

burada NY-ESO-1, 5T4, survivin, MAGE-C] veya MAGE-C2
fragmani, en az altt amimo asit arti@  uzunlugundadir;
burada her niikleik asit A, B, C, D veya E - 5' 'ten 3' 'e dogrultuda -
asagidakileri igerir veya bunlar i¢in kodlama yapar

1)

a) kodlama bolgesi,

b) en az bir histon sap-ilmigi ve
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c) bir poli(A) sekanst;

ya da

1)

a) kodlama bolgesi,

b) bir poli(A) sckansi, ve

¢) en az bir histon sap-ilmigi;

burada 1) veya ii)'deki en az bir histon sap-ilmigi, asagidaki formiil (I)
veya (II) arasindan segilir:

formill (I) (sap sinirlama elemanlar olmayan sap-ilmik sekanst):

[No-2GN3.s] [No4(U/T)Np.a] [N3.5CNo-2)
— S~

~

sapl ilmik sap2

formiil (II) (sap sinirlama elemanlar ile sap-ilmik sekansi):

N:.& [No. EGNT 1] [Nu J(U/TIN,. 4| [N;. I.N(Lz] N
™ v 7 N

sapl  sapl ilmik  sap2 sap2
simnirlama elemam simirlama elemamn
burada:

sapl veya sap2 siirlama elemanlar N, 1 ila 6, tercihen 2 ila 6, daha
fazla tercihen 2 ila 5, hatta daha fazla tercihen 3 i1la 5, en fazla tercihen
4 1la 5 veya 5 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N birbirinden
bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasindan segilen bir niikleotit ya da

bunun bir nikleotit analogu arasindan segilir;
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sapl [Ny2GNss], sap2 elemam ile ger1 komplementer veya kismen
geri komplementerdir ve 5 ila 7 niikleotitlik ardisik bir sekanstir;
burada Ny, 0 ila 2, tercihen 0 ila 1, daha fazla tercihen 1 N'lik ardisik
bir sekanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G
ve C arasindan secilen bir niikleotit ya da bunun bir nuikleotit analogu
arasindan secilir; burada Nj.s, 3 1la 5, tercihen 4 ila 5, daha fazla
tercihen 4 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N birbirinden
bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasindan segilen bir nukleotit va da
bunun bir niikleotit analogu arasindan segilir ve burada G, guanosin
veya bunun bir analogudur ve sap2'de bunun komplementer nitkleotid:
sitidinin guanosin 1le degistirilmesi kosuluyla istege bagh olarak bir
sitidin veya bunun bir analogu ile degistirilebilir;

ilmik sekanst [No4(U/T)Ny4], sapl ve sap2 elemanlarn arasinda
bulunur ve 3 ila 5 niikleotitlik, daha fazla tercihen 4 nikleotitlik
ardisik bir sekanstir;

buradaki her N4 birbirinden bagimsiz olarak 0 ila 4, tercihen 1 ila 3,
daha fazla tercihen 1 ila 2 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N
birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasmndan segilen bir
nitkleotit ya da bunun bir nikleotit analogu arasindan segilir; ve
burada U/T, Giridini ya da istege bagh olarak timidini temsil eder;

sap2 [N3sCNpz], sapl elemani ile geri komplementer veya kismen
geri komplementerdir ve 5 1la 7 niikleotitlik ardisik bir sekanstir;
burada N5, 3 1la 5, tercihen 4 1la 5, daha fazla tercihen 4 N'lik ardisik
bir sekanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G
ve C arasindan segilen bir niikleotit ya da bunun bir niikleotit analogu
arasindan segilir;

burada Ny.», 0 ila 2, tercihen O 1la 1, daha fazla tercihen 1 N'lik ardisik
bir sekanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G
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veya C arasindan secilen bir nikleotit ya da bunun bir nilkleotit
analogu arasindan secilir; ve

burada C, sitidin veya bunun bir analogudur ve sapl'de bunun
komplementer nukleotidi guanosinin = sitidin  ile  degistirilmesi
kosuluyla istege bagli olarak bir guanosin veya bunun bir analogu ile
degistirilebilir;

burada

sapl ve sap2, birbirleri ile baz eslesmesi vyaparak bir geri
komplementer sekans olusturabilir, burada baz eslesmesi, sapl ve
sap2 arasinda meydana gelebilir, veya

bir kismen geri komplementer sekans olusturabilir, burada sapl ve
sap2 arasinda eksik bir baz eslesmesi meydana gelebilir; ve

burada en az bir histon sap-ilmigi, sap-ilmik baglanma proteinine
(SLBP) baglanir; ve

burada her nilkleik asit A, B, C, D veya E ayrica en az 10 sitidin
nitkleotit igeren bir poli(C) sckansi igerir veya bunun igin kodlama

yapar.
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MAGE-D4, MAGE-El, MAGE-E2, MAGE-F1, MAGE-H],
MAGEL2, mammaglobin A, MART-1/melan-A, MART-2, MART-
2/m, matris proteimi 22, MCIR, M-CSF, MEl/m, mezotelin,
MGS0/PXDN, MMP11, MN/CA IX antijeni, MRP-3, MUC-1, MUC-
2, MUM-1/m, MUM-2/m, MUM-3/m, miyosin smift I/m, NAES-A,
N-asetilglukozaminiltransferaz-V, Neo-PAP, Neo-PAP/m, NFYC/m,
NGEP, NMP22, NPM/ALK, N-Ras/m, NSE, OAl, OFA-iILRP, OGT,
OGT/m, OS-9, OS-9/m, osteokalsin, osteopontin, pl5, p190 minor
ber-abl, p53, p53/m, PAGE-4, PAI-1, PAI-2, PAP, PART-1, PATE,
PDEF, Pim-1-Kinaz, Pin-1, Pml/PARalpha, POTE, PRAME,
PRDX5/m, prostein, proteinaz-3, PSA, PSCA, PSGR, PSM, PSMA,
PTPRK/m, RAGE-1, RBAF600/m, RHAMM/CD168, RUI, RU2, S-
100, SAGE, SART-1, SART-2, SART-3, SCC, SIRT2/m, Sp17, SSX-
1, SSX-2/HOM-MEL-40, SSX-4, STAMP-1, STEAP-1, survivin-2B,
SYT-SSX-1, SYT-SSX-2, TA-90, TAG-72, TARP, TEL-AMLI,
TGFbeta, TGFbetaR1l, TGM-4, TPI/m, TRAG-3, TRG, TRP-1, TRP-
2/6b, TRP/INT2, TRP-p8, tirosinaz, UPA, VEGFR1, VEGFR-2/FLK-
1, WT1 ve bir lenfoid kan huicresinin immimoglobulin idiyotip1 veya
bir lenfoid kan hilcresinin bir T hiicresi reseptor idiyotipi, veya ads
gecern timoOr antijeninin bir fragmani, burada fragman, en az alt1

amino asit artiklik bir uzunluga sahiptir.



184

protenini sifrelemez, burada raportor protein, marker veya secim
proteini, NY-ESO-1, 5T4, survivin, MAGE-C1, MAGE-C2 veya

istem 2 veya 3'e gore tanimlanan bir timor antijeni degildir,
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50 ila yaklasik 250 adenosin nukleotitlik bir sekans, en fazla tercihen

yaklasik 60 ila yaklasik 250 adenosin nukleotitlik bir sekans igerir.
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C) bir kodlama bolgesi iceren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nukleik asit, burada kodlama bolgesi, survivin timor antijenini veya
bunun bir fragmanini igeren en az bir peptidi veya proteini sifreler;

D) bir kodlama bolgesi iceren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nukleik asit, burada kodlama bolgesi, MAGE-C1 tumdr antijenini
veya bunun bir fragmanimi iceren en az bir peptidi veya proteini
sifreler; ve

E) bir kodlama bolgesi igeren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
niikleik asit, burada kodlama bolgesi, MAGE-C2 timor antijenini
veya bunun bir fragmanim igeren en az bir peptidi veya proteini
sifreler,

burada NY-ESO-1, 5T4, survivin, MAGE-C1 veya MAGE-C2
fragmanmi, en az altt amino asit arti@  uzunlugundadir;
burada her nitkleik asit A, B, C, D veya E - 5' 'ten 3' 'e dogrultuda -
asagidakileri igerir veya bunlar i¢in kodlama yapar

iy

a) kodlama bolgesi,

b) en az bir histon sap-1lmigi ve

¢) bir poli(A) sekansi;

ya da

1)

a) kodlama bolgesi,

b) bir poli(A) sekansi, ve

c¢) en az bir histon sap-ilmigi;

burada 1) veya ii)'deki en az bir histon sap-ilmigi, asagidaki formil ()
veya (1) arasindan segilir:

formill (I) (sap sinirlama elemanlari olmayan sap-ilmik sekansi):
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N J
hd

[No2GN3 5] [No.a(U/T)Noua] [N3.5CNo.o]
— S

sapl ilmik sap2

formil (IT) (sap simirlama elemanlari ile sap-ilmik sekansi):

Nis lNo-zGN}s] LN04{UNJNc-jl [N3.sCNup.2] Nag
Y Y ~/ '

sapl  sapl ilmik  sap2 sap2
siirlama elemant smirlama elemani
burada:

sapl veya sap2 simirlama ¢lemanlan Ny, 1 1la 6, tercithen 2 1la 6, daha
fazla tercihen 2 1la 5, hatta daha fazla tercihen 3 1la 5, en fazla tercihen
4 ila 5 veya 5 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N birbirinden
bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasindan segilen bir nukleotit ya da
bunun bir nitkleotit analogu arasindan segilir;

sapl [Np.oGNss], sap2 elemam ile geri komplementer veya kismen
ger1 komplementerdir ve 5 1la 7 nikleotitlik ardisik bir sekanstir;
burada Ny.,, 0 1la 2, tercihen 0 1la 1, daha fazla tercihen 1 N'lik ardisik
bir sekanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G
ve C arasindan segilen bir niikleotit ya da bunun bir niikleotit analogu
arasindan secilir; burada N;s, 3 1la 5, tercthen 4 1la 5, daha fazla
tercihen 4 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N birbirinden
bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasindan se¢ilen bir nikleotit ya da
bunun bir niikleotit analogu arasindan segilir ve burada G, guanosin

veya bunun bir analogudur ve sap2'de bunun komplementer niikleotidi
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sitidinin guanosin 1le degistirilmesi kosuluyla istege bagh olarak bir
sitidin veya bunun bir analogu ile degistirilebilir;

ilmik sekanst [Ngg(U/T)No4], sapl ve sap2 elemanlarn arasinda
bulunur ve 3 ila 5 nikleotitlik, daha fazla tercihen 4 niikleotitlik
ardisik bir sekanstir;

buradaki her Ny.4 birbirinden bagimsiz olarak 0 ila 4, tercthen 1 1la 3,
daha fazla tercihen 1 ila 2 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N
birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasindan segilen bir
nitkleotit ya da bunun bir niikleotit analogu arasindan segilir; ve
burada U/T, Giridini ya da istege bagh olarak timidini temsil eder;

sap2 [N;sCNo.], sapl elemam ile ger1 komplementer veya kismen
geri komplementerdir ve 5 ila 7 nilkleotitlik ardisik bir sekanstir;
burada Ns_s, 3 ila 5, tercihen 4 ila 5, daha fazla tercihen 4 N'lik ardisik
bir sekanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G
ve C arasmdan segilen bir niikleotit ya da bunun bir nitkleotit analogu
arasindan segilir;

burada Nj.,, 0 ila 2, tercihen 0 i1la 1, daha fazla tercihen 1 N'lik ardisik
bir sckanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G
veya C arasindan secilen bir nikleotit ya da bunun bir nilkleotit
analogu arasindan segilir; ve

burada C, sitidin veya bunun bir analogudur ve sapl'de bunun
komplementer niikleotidi guanosinin sitidin  ile degistirilmesi
kosuluyla 1stege bagl olarak bir guanosin veya bunun bir analogu ile
degistirilebilir;

burada

sapl ve sap2, birbirleri ile baz eslesmesi vaparak bir geri
komplementer sekans olusturabilir, burada baz eslesmesi, sapl ve

sap2 arasinda meydana gelebilir, veya
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bir kismen geri komplementer sekans olusturabilir, burada sapl ve
sap2 arasinda eksik bir baz eslesmesi meydana gelebilir; ve

burada en az bir histon sap-ilmigi, sap-ilmik baglanma proteinine
(SLBP) baglanir.
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burada her nikleik asit A, B, C, D veya E - 5' 'ten 3' 'e dogrultuda -
asagidakileri icerir veya bunlar icin kodlama yapar

i

a) kodlama bolgesi,

b) en az bir histon sap-1lmigi ve

¢) bir poli(A) sekansi;

ya da

1)

a) kodlama bolgesi,

b) bir poli(A) sekansi, ve

¢) en az bir histon sap-ilmigi;

burada 1) veya 11)'deki en az bir histon sap-1lmigi, asagidaki formul (1)
veya (IT) arasindan secilir:

formiil (T) (sap simirlama elemanlar olmayan sap-ilmik sekanst):

\. /
Y

[No2GN3s] [No.a(U/T)No-s] [N3-sCNo-2]
e —
sapl 1lmik sap2

formiil (II) (sap siirlama elemanlari ile sap-ilmik sekans1):

Ni.e [No2GN15] [Na.s(U/TINp.a] [N3.5CNg 2] Nyg
\ J\ ~— A\ v A v j\_{_}

sapl  sapl ilmik sap2 sap2

sinirlama elemani smirlama elemani
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burada:

sapl veya sap2 simirlama elemanlan N, 1 ila 6, tercihen 2 ila 6, daha
tazla tercihen 2 1la 5, hatta daha fazla tercihen 3 ila 5, en fazla tercihen
4 1la 5 veya 5 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N birbirinden
bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasindan secilen bir nikleotit ya da
bunun bir nitkleotit analogu arasmdan segilir;

sapl [No.2GNs3;5], sap2 elemam ile geri komplementer veya kismen
geri komplementerdir ve 5 ila 7 niikleotitlik ardigik bir sekanstir;
burada Ny, 0 1la 2, tercihen 0 ila 1, daha fazla tercihen 1 N'lik ardisik
bir sekanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G
ve C arasmdan secilen bir niikleotit ya da bunun bir nitkleotit analogu
arasmdan secilir; burada N5, 3 ila 5, tercihen 4 ila 5, daha fazla
tercthen 4 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N birbirinden
bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasindan se¢ilen bir niikleotit va da
bunun bir nitkleotit analogu arasindan segilir ve burada G, guanosin
veya bunun bir analogudur ve sap2'de bunun komplementer niikleotidi
sitidinin guanosin 1le degistirilmesi kosuluyla 1stege bagh olarak bir
sitidin veya bunun bir analogu ile degistirilebilir;

ilmik sekansi [No4(U/T)No4], sapl ve sap2 elemanlar1 arasinda
bulunur ve 3 ila 5 niikleotitlik, daha fazla tercihen 4 niikleotitlik
ardisik bir sekanstir;

buradaki her Ny_4 birbirinden bagimsiz olarak 0 ila 4, tercihen 1 1la 3,
daha fazla tercihen 1 ila 2 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N
birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasindan seg¢ilen bir
nukleotit ya da bunun bir nikleotit analogu arasindan seg¢ilir; ve

burada U/T, Uiridini ya da istege bagli olarak timidini temsil eder;



10

15

20

202

sap2 [N3sCNg2], sapl eleman ile ger1 komplementer veya kismen
geri komplementerdir ve 5 ila 7 niikleotitlik ardisik bir sekanstir;
burada Ns_s, 3 ila 5, tercihen 4 ila 5, daha fazla tercihen 4 N'lik ardisik
bir sekanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G
ve C arasindan secilen bir niikleotit ya da bunun bir nuikleotit analogu
arasindan se¢ilir;

burada Ny.,, 0 ila 2, tercihen 0 ila 1, daha fazla tercihen 1 N'lik ardisik
bir sekanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G
veya C arasindan scgilen bir nitkleotit ya da bunun bir niikleotit
analogu arasindan segilir; ve

burada C, sitidin veya bunun bir analogudur ve sapl'de bunun
komplementer nikleotidi guanosinin sitidin  1le  degistirilmesi
kosuluyla istege bagh olarak bir guanosin veya bunun bir analogu ile
degistirilebilir;

burada

sapl ve sap2, birbirleri ile baz eslesmesi yaparak bir geri
komplementer sekans olusturabilir, burada baz eslesmesi, sapl ve
sap2 arasinda meydana gelebilir, veya

bir kismen gert komplementer sckans olusturabilir, burada sapl ve
sap2 arasinda eksik bir baz eslesmesi meydana gelebilir; ve

burada en az bir histon sap-ilmigi, sap-1lmik baglanma proteinine

(SLBP) baglanir.



203



204






10

15

20

25

ilgilidir. Kardiyovaskiler hastaliklardan ve enfeksiydz hastaliklardan
ayr1 olarak tumorlerin ve kanser hastaliklarmin meydana gelmesi,
modern toplumda en sik 6lim nedenlerinden biridir ve birgok
durumda terapi ve takip eden rehabilitasyon onlemleri baglaminda
onemli maliyetler ile baglantilidir.  Tumorlerin - ve  kanser
hastaliklarmin tedavisi buyiik olciide dmegin meydana gelen timoriin
tipine, tedavi edilecek hastanin yasma, kanser huicrelerinin hastadaki
dagilimina, vb. baghdir. GiUnimiizde kanser terapisi geleneksel
sekilde mvazif operasyonlara ¢k olarak radyasyon terapisi veva
kemoterapi kullanilarak  gergeklestirilir.  Bununla birlikte bu
geleneksel terapiler tipik olarak 1immiin sisteme olagan disi stres
getirir ve bazi durumlarda ancak smirh dereceye kadar kullanilabilir.
Ek olarak bu geleneksel terapilerin bliyilk kismi, immiin sistemin
yenilenmesine izin vermek i¢in tedaviler arasinda uzun araliklar

gerektirir.

Bu nedenle bu tedavilerin immiin sistem izerindeki etkisimi onlemek
ya da en azindan azaltmak amaciyla bu "gelencksel tedavilere" ck
olarak son yillarda destekleyici stratejiler arastinlmaktadir. Boyle bir
destekleyici tedavi ozellikle gen terapotik yaklasimlar: veya genetik
asilama 1igerir, bunlarmm 1se tedavi igin ya da bu tir geleneksel
terapilerin  desteklenmesi i¢in  olduk¢a umut vadedici oldugu

bulunmustur.

Gen terapisi ve genetik asilama, hastaliklarin terapisinde ve
onlenmesinde hali hazirda kanitlanmis ve genel olarak gunluk tibbi
uyvgulama Uzerinde, ozellikle vyukarida bahsedilen hastaliklarin

tedavisi Uzerinde ©onemli bir etki sergileyen molekiler tip
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yontemleridir. Gen terapisi ve genetik asilama olsun, her 1ki yontem
de nukleik asitlerin hastamin hiicrelerine veya dokusuna sokulmasina
ve ardindan hiicrelere veya doku i¢ine sokulmus nikleik asit
tarafindan kodlanan bilgilerin islenmesine, yani arzu edilen

polipeptitlerin (protein) ekspresyonuna dayanir,

Gen terapisi yaklagimlarinda tipik olarak DNA kullamlmakla birlikte
RNA da son gelismelerde bilinmektedir. Onemli olarak bu gen terapi
vaklagimlariin tamaminda ister DNA, viral RNA ya da mRNA
kullanilsin mRNA, sifrelenmis proteinin sekans bilgileri i¢gin haberci

gorevi goriir.

Genel olarak RNA, kararsiz bir molekiil olarak kabul edilir: RNazlar,
¢ok boldur ve bilindigi gibi eylemsizlestirilmesi gligctir. Ek olarak
RNA, kimyasal agidan DNA'dan daha degiskendir. Bu nedenle belki
de bir mRNA'min bir Okaryotik hilcre igindeki "varsayilan
durumu"nun, goreceli bir stabilite 1le karakterize edilmesi ve tek tek
mRNA'larin bozulmasimi hizlandirmak i¢in spesifik sinyallerin gerekli
olmas1 sasirticidir. Bu bulgunun bashica nedeni, mRNA"in hucre
igindeki bozulmasina hemen hemen sadece eksoniikleazlarin
katalizorluk etmesidir. Bununla birlikte dkaryotik mRNA'larin uglari,
spesifik terminal yapilar ve bunlarin baglantili proteinleri tarafindan
bu enzimlere kars1 korunur: 5' ucunda bir m7GpppN CAP ve tipik
olarak 3' ucunda bir poli(A) sekansi. Bu terminal modifikasyonlarm
¢ikarilmast bu nedenle mRNA bozulmasi i¢in hiz1 sinirlandirici kabul
edilir. Alfa-globin mRNA'in 3' UTR'sinde stabilize edici bir eleman
karakterize edilmis olmasina ragmen ©Okaryotik mRNA'larin

dontisiminil  etkileyen RNA sekanslart tipik olarak genellikle
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deadenilasyonu hizlandirmak suretiyle bir bozulma promoteri gorevi
goriir (Meyer, S., C. Temme, ve arkadaglar (2004), Crit Rev Biochem
Mol Biol 39(4): 197-216'da incelenmistir).

Yukarida bahsedildigi gibi dkaryotik mRNA'larin 5" uglart tipik olarak
transkripsiyon sonrasimda modifiye edilerek metile edilmis bir CAP
yapisy, orn m7GpppN tasimas: saglanir. RNA ug¢ uca eklenmest,
stabilizasyonu ve tasinmasinda oynadigi rollerin yani sira CAP yapisi,
408 ribozomal Unitenin translasyon baslangict sirasinda mRNA'nin 5
ucuna gorevlendirilmesini anlamli sekilde gliglendirir. Son bahsedilen
fonksiyon, CAP yapisimin Okaryotik baglatma faktorii kompleksi
elF4F tarafmdan tanmmmasm gerektirir. Poli(A) sekansi ek olarak
mRNA'lara 408 alt Umite gorevlendirmesinin arttirilmasi yoluyla
translasyonu uyarir, bu etki ise poli(A) baglama proteininin (PABP)
mildahalesini gerektirir. PABP'nin ise son zamanlarda CAP bagh
clF4F kompleksinin bir pargasi olan elF4G ile fiziksel olarak
etkilesime girdigi gosterildi. Boylelikle baglikli, poliadenile edilmis
mRNA'lar tizerinde kapali halkali bir translasyon baslatma modeli
ongorilldu (Michel, Y. M., D. Poncet, ve arkadaglar1 (2000), J Biol
Chem 275(41): 32268-76.).

Hemen hemen tim Okaryotik mRNA'lar, yaygin
klivajypoliadenilasyon mekanizmasi yoluyla bunlarin 3" ucuna ilave
edilen boyle bir poli(A) sekansi ile sonlanir. 3' ucunda bir poli(A)
sekansinin  varhigi, ©Okaryotik mRNA'larm en fark edilen
ozelliklerinden biridir. Klivaj sonrasinda pre-mRNA'larin buyuk
kismi, replikasyona bagimli histon transkriptleri haricinde, poliadenile

olmus bir kuyruk c¢dinir. Bu baglamda 3' ucunun islenmesi,
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mRNA'larin ¢ekirdekten sitoplazmaya tasmmasimi tesvik eden ve
mRNA'larin stabilitesini ve translasyonunu etkileyen bir nukleer ko-
transkripsiyonel  bir  iglemdir. Bu 3" ucunun  olusmasi,
klivaj/poliadenilasyon mekanizmasi tarafindan yurutulen iki kademeli
bir reaksiyonda meydana gelir ve mRNA Oncillerinde (pre-
mRNA'larda) 1ki sekans elemanmin varligina baghdir; yiksek oranda
konserve edilmis bir heksanukleotid AAUAAA (poliadenilasyon
sinvali) ve asag akis tarafinda G/U agisindan zengin bir sekans.
Birinci adimda pre-mRNA'lar, bu iki eleman arasinda klivaj edilir,
Birinci adima sikica bagh bir ikinei adimda yeni olusturulan 3' ucu,
200-250 adenilattan olusan bir poli(A) sekansi 1lave edilerek uzatilr,
bu ise daha sonra mRNA tagmmasi, stabilitesi ve translasyonu dahil
olmak tuzere mRNA metabolizmasimn tim yonlerini  etkiler

(Dominski, Z. ve W, F. Marzluff (2007), Gene 396(2): 373-90.).

Bu kuralin bilinen tek istisnasi, bir poli(A) sekansi yerine bir histon
sap-ilmigi ile son bulan, replikasyona bagimli histon mRNA'lardir.
Ornek histon sap-ilmigi sekanslari, Lopez ve arkadaslari (Davila
Lopez, M., & Samuelsson, T. (2008), RNA (New York, N.Y.), 14(1),
1-10. doi1:10.1261/rna.782308.)'de tarif edilir.

Histon pre-mRNA'lardaki sap-ilmikler: tipik olarak histon asag akas
elemant (HDE) olarak bilinen, purin agisindan zengin bir sekans takip
eder. Bu pre-mRNA'lar, sap-ilmigin yaklasik olarak 5 nukleotit asag:
akisinda tek bir endonilkleolitik klivaj tarafindan ¢ekirdek iginde
islenir, buna ise U7 snRNAin HDE ile baz ciftlesmesi yoluyla U7
snRNP katalizorluk eder. Histon sap-ilmigi vapisini ve histon asagi

akig elemanini (HDE) (U7 snRNP'nin baglanma sahasi) igeren 3'-UTR
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sekans1 genellikle histon 3' isleme sinyali olarak adlandirilir (bakimz
om. Chodchoy, N., N. B. Pandey, ve arkadaglar1 (1991). Mol Cell Biol
11(1): 497-509.).

Yeni sentezlenen DNA'min kromatin i¢inde paketlenmesi gerekliligi
nedeniyle histon sentezi, hitcre dongusi ile uyumlu sekilde regile
edilir,. S faz1 swrasinda histon protenlerinin artan sentezi, histon
genlerinin transkripsiyonel aktivasyonunun vam sira histon mRNA
dizeylerinin transkripsiyon sonrasi regillasyonu yoluyla saglanir,
Histon  sap-ilmiginin,  histon  ekspresyonu regillasyonunun
transkripsiyon sonrasi tum adimlar i¢in elzem oldugu gosterilebildi.
Verimli isleme, mRNA'"nn sitoplazma ig¢ine thraci, poliribozomlar
Uzerine yilkleme ve mRNA stabilitesinin regiilasyonu i¢in bu

gereklidir.

Yukaridaki baglamda 32 kDa'lik bir protein tanimlanmig olup, bu,
hem ¢ekirdek hem sitoplazmada histon mesajlarinin 3' ucunda histon
sap-ilmigi ile baglantihdir, Bu sap-ilmik baglanma proteininin (SLBP)
ckspresyon diizeyi, hiicre dongiisi ile regile edilir ve histon mRNA
diuzeylerinin arttig1 S fazi1 siwrasinda en yitksektir. SLBP, histon pre-
mRNA'm U7 snRNP tarafindan verimli 3' ucu islemi i¢in gereklidir.
[slem tamamlandiktan sonra SLBP, olgun histon mRNA'larin ucunda
sap-1lmik ile baglantili kalir ve bunlarn sitoplazma i¢inde histon
proteinleri halinde translasyonunu uyarir. (Dominski, Z. ve W. F.
Marzluff (2007), Gene 396(2): 373-90). Ilgingtir ki SLBP'nin RNA
baglanma alani, metazoa ve protozoa boyunca konserve edilir (Davila
Lopez, M., & Samuelsson, T. (2008), RNA (New York, N.Y.), 14(1),
1-10. doi:10.1261/rna.782308) ve bunun, histon sap-ilmigi sekansina
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baglanmasimin, sap-ilmik yapisina bagimh oldugu ve mimimum
baglanma sahasinm, sap-ilmigin 5' en az 3 nukleotidini ve 3' 2
nitkleotidini ihtiva ettigi gosterilebildi (Pandey, N. B., ve arkadaslar
(1994), Molecular and Cellular Biology, 14(3), 1709-1720 and
Williams, A. S., & Marzluff, W. F., (1995), Nucleic Acids Research,
23(4), 654-662.). Histon genleri genel olarak mRNA'"min bir histon
sap-1lmigi ile sonuclanmasina yol agcan "replikasyona bagimli" veya
mRNA'nm bunun yerine bir poli(A) kuyrugu tasimasina yol agan
"degistirme tipi" seklinde smiflandirilmasina ragmen bazi ¢ok nadir
durumlarda hem bir histon sap-1lmigi hem de poli(A) veya oligo(A) 3"
ihtiva eden, dogal yoldan meydana gelen mRNA'lar da tanimlanmustir.
Sanchez ve arkadaslari, Ksenopus oojenez sirasinda histon mRNA'™m
histon sap-ilmigine 3' eklenmis, dogal yoldan meydana gelen oligo(A)
kuyruklarinin  etkisini, raportor gen olarak Lusiferaz kullanarak
incelediler ve oligo(A) kuyrugunun, oojenez sirasinda histon
mRNA'y1 susturan translasyon represyon mekanizmasimin aktif bir
parcast oldugunu ve bunun ¢ikarilmasinin, histon mRNA'larin
translasyonunu aktiflestiren mekanizmanin bir parcasi1 oldugunu
kesfettiler (Sanchez, R. ve W. F. Marzluff (2004), Mol Cell Biol
24(6): 2513-25).

Ek olarak pre-mRNA islenme diizeyinde replikasyona bagimh
histonlarin regiile edilmesi ve mRNA stabilitesi gereklilikleri, marker
protein alfa Globini kodlayan suni yapilar kullanilarak ve globin
geninin, intronsuz histon genlerine karsilik intronlar ihtiva etmesinden
faydalamilarak arastirildi. Bu amagla alfa globin kodlama sekansini bir
histon sap-ilmigi sinyalinin (histon sap-ilmigini histon asagi akis

eleman: takip eder) ve bir poliadenilasyon sinyalinin takip ettigi
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yapilar Gretildi (Whitelaw, E., ve arkadaslan (1986). Nucleic Acids
Research, 14(17), 7059-7070.; Pandey, N. B., & Marzluff, W. F.
(1987). Molecular and Cellular Biology, 7(12), 4557-4559.; Pandey,
N. B., ve arkadaslar1 (1990). Nucleic Acids Resecarch, 18(11), 3161-
3170).

Bagka bir yaklasimda Luscher ve arkadaslari, bir rekombinant histon
H4 geninin hiicre donglisine bagimli regilasyonunu arastirdi. H4
kodlama sekansim, bir histon sap-ilmigi sinyalinin  ve bir
poliadenilasyon sinyalinin takip ettigi, iki isleme sinyalinin 1se sans
eseri bir galaktokinaz kodlama sekansi ile ayrildigr yapilar tretildi
(Luscher, B. ve arkadaslari, (1985). Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
82(13), 4389-4393).

Ek olarak Stauber ve arkadaslari, histon H4 mRNA diizeylerine hiicre
dongiisti regiilasyonu vermek i¢in gerekli minimal sekansi tanimladi.
Bu arastirmalar icin secim markeri Ksantin:guanin fosforibosil
transferaz (GPT) 1¢in bir kodlama sekansi, oniinde bir histon sap-
1lmigi, ardmdan bir poliadenilasyon sinyali igeren yapilar kullanmld

(Stauber, C. ve arkadaslari, (1986). EMBO I, 5(12), 3297-3303).

Histon pre-mRNA islemesini inceleyen Wagner ve arkadaglari, histon
pre-mRNA'larin klivap i¢in gerekli faktorleri, bir histon sap-ilmigi ile
bir poliadenilasyon sinyali arasina EGFP getiren, boylelikle EGFP'nin
sadece histon pre-mRNA islemesinin kesintiye ugradigi durumda
eksprese edildigi bir raportor yapisi kullanarak tanmimladi (Wagner, E.

J. ve arkadaslari, (2007). Mol Cell 28(4), 692-9).
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Belirtmek gerekirse poliadenile edilmis mRNA'nm translasyonu
genellikle 3' poli(A) sekansmin 5' CAP yakimina getirilmesini
gerektirir, Buna, poli(A) baglanma proteini ile Okaryotik baglatma
faktortt elF4G arasindaki protein-protein etkilesimi aracilik eder.
Replikasyona bagimli histon mRNA'larla ilgili olarak benzer bir
mekanizma ortaya ¢ikarildi. Bu baglamda Gallie ve arkadaslari, histon
sap-1lmiginin, translasyon verimliligimi guglendirmesi ve verimh
dizeyde translasyon olusturmak icin bir 5'-CAP've ortak bagimli
olmasi1 ag¢isindan poli(A) sckansmma fonksiyonel olarak benzer
oldugunu gosterir. Transfekte edilmis Cin hamster yumurtalik
hucrelerini  kullanarak bir raportor mRNA'nin translasyonunu
arttirmak i¢in histon sap-ilmiginin yeterli ve gerekli oldugunu, ancak
optimum fonksiyon saglamak i¢cin  3'-terminaline konulmasi
gerektigmi gosterdiler. Bu nedenle diger mRNA'lar uzerindeki poli(A)
kuyruguna benzer sekilde bu histon mRNA'larin 3' ucu, in vivo
translasyon igin elzem goruniir ve bir poli(A) kuyruguna fonksiyonel
acidan benzerdir (Gallie, D. R., Lewis, N. I., & Marzluff, W. F.
(1996), Nucleic Acids Research, 24(10), 1954-1962).

Ek olarak SLBP'nin sitoplazmik histon mRNA'ya baglandigi ve bunun
translasyonu igin gerekli oldugu gosterilebildi. SLBP, elF4G ile direkt
olarak etkilesime girmemesine ragmen histon mRNA'min translasyonu
icin gerekli alan, yeni tamimlanan SLIP1 proteini 1le etkilesime girer.
Ileri adimda SLIP1, elF4G ile etkilesime girer ve histon mRNAnn
sirkillerize  olmasma ve  poliadenile edilmis mRNA'larm
translasyonuna benzer bir mekanizma ile histon mRNA'nin verimli

translasyonunun desteklenmesine izin verir.
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Yukarida bahsedildigi gibi gen terapisi yaklasimlari normalde
kodlama bilgilerini hiicre i¢ine transfer etmek icin DNA kullanir, bu
ise daha sonra bir mRNA'nm dogal yoldan meydana gelen
elemanlarini, 0zellikle 5'-CAP yapisini ve 3' poli(A) sekansini tasiyan
mRNA halinde transkripte edilerek sifrelenen terapotik veya antijenik

protemin ekspresyonu saglanir.

Bununla birlikte birgok durumda bu nikleik asitlerin  hastanin
hiicreleri veya dokusu ig¢ine sokulmasma ve ardindan bu niikleik
asitler tarafindan kodlanan arzu edilen polipeptitlerin ekspresyonuna
dayal1 ekspresyon sistemleri, 1ster DNA 1ster RNA kullanilsm, verimh
bir terapiye 1zin verebilecek, arzu edilen veya hatta gerekli ekspresyon

diuzeyini sergilemez.

Bilinen teknikte bugiine kadar sifrelenmis bir proteinin ekspresyon
verimini, Ozellikle in vitro ve/veya in vivo gelistirilmis ekspresyon
sistemlerini kullanarak arttirmak icin farkh ¢alismalar yapildi. Genel
olarak bilinen teknikte tarif edilen, ekspresyonu arttirmaya yonelik
yontemler gelencksel olarak spesifik promoterler ve karsilik gelen
regiilasyon elemanlar: ihtiva eden ekspresyon vektorlerinin veya
kasetlerinin kullanilmasma dayanir. Bu ekspresyon vektorleri veya
kasetleri tipik olarak belirli hiicre sistemleri ile simirh oldugundan bu
ekspresyon sistemlerinin, farkli hiicre sistemlerinde kullanilmaya
adapte edilmeler1 gerekir. Adapte edilen bu ekspresyon vektorler
veya kasetleri daha sonra genellikle huicrelerin i¢ine transfekte edilir
ve tipik olarak spesifik huicre ¢izgisine bagimli sekilde isleme tabi
tutulur. Bu nedenle asil olarak belirli hiicre tipleri igin spesifik

promoterlerden ve regillasyon elemanlarindan bagimsiz olarak,
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sifrelenmis proteinler1 bir hedef hiicre i¢inde, hiicrede bulunan
sistemler yoluyla eksprese edebilen niikleik asit molekullerine dncelik
verilir, Bu baglamda mRNA'y1 stabilize eden elemanlar, mRNA'nin

translasyon verimliligini arttiran elemanlardan ayirt edilebilir.

Kodlama sekanslar agisindan optimize edilmis ve genel olarak boyle
bir amag¢ i¢in uygun olan mRNA'lar, WO 02/098443 (CureVac
GmbH) basvurusunda tarif edilir. Ornegin WO 02/098443, genel
formda stabilize edilmis ve kodlama bolgelerinde translasyon igin
optimize edilmis mRNA'lar tarif eder. WO 02/098443 de sekans
modifikasyonlarimin belirlenmesine yonelik bir yontem agiklar. WO
02/098443 ek olarak sekanslarmn guanin/sitosin (G/C) igerigim
arttirmak icin mRNA sekanslarinda adenin ve Urasil nukleotitlerinin
ikame edilmesine yonelik olasiliklar tarif eder. WO 02/098443'e gore
bu ikameler ve G/C igerigini arttirmaya yonelik adaptasyonlar, gen
terapotik uygulamalart i¢in ve ayrica kanser veya enfeksiyoz
hastaliklarin tedavisinde genetik asilar i¢in kullanilabilir. Bu baglamda
WO 02/098443 genel olarak bu modifikasyonlar i¢in bir baz sekans
olarak, modifiye edilmis mRNA"n biyolojik agidan aktif en az bir
peptidi veya polipeptidi kodladigi, bunun ise tedavi edilecek hastada,
oregin hig translasyon yapilmadigr ya da yetersiz veya kusurlu
sekilde translasyon yapildigi sekanslardan bahseder. Alternatif olarak
WO 02/098443, bu tiir modifikasyonlar i¢in bir baz sekans olarak,
antijenleri, orn. timor antijenlerini veya viral antijenler1 kodlayan

mRNA'lar onerir.

Sifrelenmis bir proteinin ekspresyonunu arttirmaya yonelik baska bir

yaklasimda WO 2007/036366 basvurusu, uzun poli(A) sckanslarinin
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(0zellikle 120 bp'den uzun) ve beta globin geninin en az iki 3'
translasyon yapilmamis bolgesinin  kombinasyonunun, mRNA
stabilitesi ve translasyon aktivitesi Uizerindeki olumlu etkisini tarif

eder.

WO 2011/069529 Al (CureVac GmbH), NY-ESO-1, 5T4, survivin,
MAGE-C1 ve MAGE-C2 dahil olmak uzere tumor antijenlerini
sifreleyen niikleik asitlerin spesifik kombinasyonlarmi agiklar. Russel
ve arkadaglari, beta-globin, alfa-globin ve histonlarin, 3' UTR iginde
bir RNA'y1 stabilize edebilen elemanlara sahip oldugunu dgretir. Bu
dokiitmanlarm hig¢biri, sifrelenmis timor antijenlerinin ekspresyonunu,
bunlarin  smerjistik etkisi  yoluyla arttirmak amaciyla poli(A)

sekanslarimin ve histon sap-ilmiklerinin birlestirilmesini Onermez.

Bununla birlikte bu eski bilinen teknik dokiimanlarinin tamami, gen
terapisi vaklasimlar: i¢in oldukg¢a verimli araglar saglamaya galismus
ve ek olarak mRNA stabilitesini ve translasyon aktivitesini gelistirmis
olmakla birlikte RNA bazhh uygulamalarin, DNA agilarma ve DNA
bazli gen terapotik yaklasimlarina gore genel olarak daha disuk
stabiliteye sahip olmasi problemi hala devam etmektedir. Buna gore
gen terapisi yaklagimlart ve genetik agilamaya yonelik ya da yukarida
tartisilan  geleneksel tedavilere destekleyici bir terapi olarak,
sifrelenmis proteinlerin in vivo daha 1y1 saglanmasina, orn. daha da
gelistirilmis mRNA stabilitesine ve/veya translasyon aktivitesine izin
veren, tercihen gen terapisine ve genetik agilamaya yonelik

gelistirilmis araglarin saglanmasina bu konuda hala ihtiya¢ vardir.

Ek olarak teknikte kaydedilen tiim ilerlemelere ragmen sifrelenmis bir
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peptidin veya proteinin hilcresiz sistemlerde, hicrelerde veya
organizmalarda verimli ekspresyonu (rekombinant ekspresyon) hala

zorlayici bir problemdir.

Mevcut bulusun temelinde yatan amag¢ bu nedenle kanser veya timor
hastaliklarmin  terapotik  veya profilaktik  tedavisinde genetik
astlamada kullamlmaya yonelik, bilinen teknikten bilinen bu tir
nikleik asitlere gore, tercihen mRNA'nin daha iyi stabilizasyonu
ve/veya boyle bir mRNA'min translasyon verimliliginin arttirilmasi
yoluyla sifrelenmis bir proteinin ekspresyonunu arttirmaya yonelik

ilave ve/veya alternatif yontemler saglamaktir.

Bu amacg, ekteki istemlerin konusu ile ¢ozilir. Ozellikle mevcut
bulusun temelinde yatan amag, bir birinci yone gore asagidakileri
igeren buluga ait bir kit veya parga kiti ile ¢ozilir:
A) bir kodlama bolgesi igeren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nikleik asit, burada kodlama bolgesi, NY-ESO-1 timor antijenini
veya bunun bir fragmanmi igeren en az bir peptidi veya proteini
sifreler;
B) bir kodlama bodlgesi igeren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nitkleik asit, burada kodlama bolgesi, 5T4 timdr antijenini veya
bunun bir fragmanini igeren en az bir peptidi veya proteini sifreler;
C) bir kodlama bolgesi igeren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nitkkleik asit, burada kodlama bdlgesi, survivin timodr antijenini
veya bunun bir fragmanini igeren en az bir peptidi veya proteini
sifreler;
D) bir kodlama bolgesi igeren veya bunun i¢in kodlama yapan bir

nitkleik asit, burada kodlama bbdlgesi, MAGE-CI1 timdr antijenini
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veya bunun bir fragmanmini igeren en az bir peptidi veya proteini
sifreler; ve
E) bir kodlama bblgesi igeren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nukleik asit, burada kodlama bolgesi, MAGE-C2 timor antijenini
veya bunun bir fragmanint igeren en az bir peptidi veya proteini
sifreler,
burada NY-ESO-1, 5T4, survivin, MAGE-C1 veya MAGE-C2
fragmani, en az alt  amino asit artifi  uzunlugundadir;
burada her nuikleik asit sckanst A, B, C, D veya E - 5" 'ten 3' e
dogrultuda - asagidakileri igerir veya bunlar i¢in kodlama yapar
1)
a) kodlama bolgesi,
b) en az bir histon sap-ilmigi ve
¢) bir poli(A) sekanst;
ya da

a) kodlama bolgesi,

b) bir poli(A) sekansi, ve

¢) en az bir histon sap-ilnigi;
burada 1) veya ii)'deki en az bir histon sap-1lmigi, burada tanimlandig:
gibi asagidaki formil (I) veya (II} arasindan segilir;
burada
sapl ve sap2, bir geri komplementer sckans olusturarak, ki burada
sapl ve sap2 arasimnda baz eslesmesi meydana gelebilir, ya da kismen
gert komplementer sckans olusturarak, ki burada sapl ve sap2
arasinda eksik bir baz eslesmesi meydana gelebilir, birbirleri ile baz

eslesmesi yapabilir; ve
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burada her nuikleik asit A, B, C, D veya E ayrica en az 10 sitiklin
nikleotidi i¢ceren bir poli(C) sekansi icerir veya bunun i¢cin kodlama
yapar.

Adi gegen kit veya parga Kkiti tercithen adi gegen sifrelenmis peptitlerin

veya proteinlerin ekspresyonunu arttirmak i¢in uygundur.

Bir histon sap-i1lmigi disinda sap-1lmik sekanslan (histon genlerinden,
ozellikle H1, H2A, H2B, H3 ve H4 familyalarmin histon genlerinden

tiretilir) da teknikte bilinir.

Bu baglamda burada tanimlandigi gibi niikleik asitlerin, ozellikle
mevcut bulusun birinci yoniine uygun, bulusa ait kitin veya parca
kitinin nitkleik asitlerinin en azindan kismen DNA veya RNA sentezi
yoluyla, tercihen burada tarif edildigi gibi Uretilmesi ya da izole

edilmis niikleik asitler olmasi 6zellikle tercih edilir.

Mevceut bulug, her ikisi de dogada alternatif mekanizmalar1 temsil
etmelerine ragmen, bir poli(A) sekansi ile en az bir histon sap-
1lmiginin  kombinasyonunun, sinerjistik sekilde harcket ettiinin,
¢unkiin bu kombinasyonun, bu elemanlarm herhangi bir ile
gozlemlenen dlzeyin fizerine protein ekspresyonunu arttirdiginim
mevcut kasifler tarafindan surpriz sekilde kesfedilmesine dayanir.
Poli{A) ile en az bir histon sap-ilmiginin kombinasyonunun siner jistik
etkisi, poli(A) ile histon sap-ilmiginin sirasindan ve poli(A) sekansinin

uzunlugundan bagimsiz sekilde goriilir.

Bu nedenle burada tanimlandigi gibi ntikleik asit sekanslari, o6zellikle

bulusa ait kitin veya parga kitinin nitkleik asit sekanslari, digerlerinin
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yami sira, a) bir timdr antijeni veya bunun bir fragmamm, varyantin
veya turevini iceren en az bir peptit veya proteini sifreleyen bir
kodlama bolgesi; b) en az bir histon sap-ilmigi ve, c¢) bir poli(A)
sckans1 veya poliadenilasyon sekansi igerir veya bunlar i¢in kodlama
vapar; tercthen adi gegen sifrelenmis peptidin veya proteinin
ekspresyon duzeyinin arttirilmasma yoneliktir. Bazi duzeneklerde
sifrelenmis protein, bir histon proteini olmamasi, ozellikle H4, H3,
H2A ve/veya H2B histon familyasindan bir histon proteini va da
bunlarin, histon (benzeri) fonksiyonu muhafaza eden, yani bir
nitkleozom olusturan bir fragmani, tirevi veya varyantinin olmamasi
tercih edilebilir. Ayrica sifrelenmis protein tipik olarak HI1 histon
familyasim bir histon baglayici proteinine karsihk gelmez. Burada
tanmimlandi@1 gibi niikleik asit molekulleri, 6zellikle bulusa ait kitin
veya parga kitinin nukleik asit molekulleri tipik olarak bir fare histon
geninin, ozellikle bir fare histon geni H2A'min ve ayrica en fazla
tercihen fare histon geni H2A614n 5' ve/veya 6zellikle 3' regilator
sinyallerini ihtiva etmez. Ozellikle bunlar, bir fare histon geninden,
ozellikle fare histon gent H2A'dan ve en fazla tercihen fare histon gem
H2A614'ten bir histon sap-1lmigi ve/veya bir histon sap-1lmigi igleme

sinyali ihtiva etmez.

Ayrica burada tanimlandigi gibi nikleik asitler, ozellikle bulusa ait
kitin veya parga kitinin nitkleik asitler1 tipik olarak bir raportor protein
(obrmn. Lusiferaz, GFP, EGFP, p-Galaktosidaz, ozellikle EGFP),
galaktokinaz (galK) ve/veya marker veya seg¢im proteini (O0rn. alfa-
Globin, galaktokinaz ve Ksantin:Guanin fosforibosil transferaz

(GPT)) veya bir bakteriyel raportdr protein, orn. kloramfenikol asetil
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transferaz (CAT) veya baska bakteriyel antibiyotik direng proteinler,

orn. bakteriyel neo geninden turetilenleri, (a) eleman iginde saglamaz.

Bir raportor, marker veya se¢im proteininin tipik olarak buna gore bir
tumor antijenit olmayacagi anlasilir. Bir raportor, marker veya segim
protemi veya bunun altinda vatan gen yaygin sekilde bakterilerde,
hiicre kultiriinde, hayvanlarda veya bitkilerde bir arastirma araci
olarak kullanilir. Bunlar, bunlan (tercihen heterolog sekilde) eksprese
eden organizmalara, odl¢lilebilen veya seg¢ime izin veren, kolayca
tamimlanabilir bir ozellik verir. Spesifik olarak marker veya segim
proteinleri, segilebilen bir fonksiyon sergiler. Tipik olarak bu segim,
marker veya raportdor proteinleri, insanlarda veya baska memelilerde
dogal yoldan meydana gelmez, baska organizmalardan, ozellikle
bakterilerden veya bitkilerden turetilir. Buna gore memeliler digindaki
turlerden, oOzellikle insan haricindekilerden kaynaklanan, se¢im,
marker veya raportor fonksivonuna sahip proteinler tercihen mevcut
bulusa gore bir "timor antijeni”" gorevi gorme oOzelligine sahip bir
protein olarak anlasilmaz. Ozellikle bir se¢im, marker veya raportor
proteini, transforme edilmis hilcrelerin orn. fliloresan veya baska
spektroskopik tekniklere ve antibiyotiklere yonelik dirence dayali in
vitro deneylerle tanimlanmasima izin verir. Bu nedenle transforme
edilmig hiicrelere bu tur ozellikler kazandiran se¢im, raportor veya
marker genleri tipik olarak in vivo buna gore bir timor antijeni gorevi

goren bir protein olarak anlagilmaz.

Her durumda raportor, marker veya secim proteinleri genellikle
herhangi bir timor antijenik ozelligi vermez ve bu nedenle timor

hastaliklarini terapdtik olarak tedavi etmeyi saglayan bir imminolojik
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etki vermez. Herhangi bir raportor, marker veya secim proteini yine de
(kendi raportor, secim veya marker fonksiyonuna ek olarak) bunu
yapsa bile bu raportor, marker veya se¢im proteini tercihen mevcut

bulusun anlaminda bir "timor antijeni” olarak anlasilmaz.

Buna karsilik mevcut bulusa gore bir timor antijen: gorevi goren bir
protein veya peptit (ozellikle HI, H2A, H2B, H3 ve H4
familyalarindan histon genleri hari¢) tipik olarak bir se¢im, marker
veya raportdr fonksiyonu sergilemez. Yine de herhangi bir "thmor
antijeni" (kendi timdr antijenik fonksiyonuna ek olarak) bunu yapsa
bile boyle bir timor antijeninin tercihen mevcut bulusun anlaminda

bir "se¢im, marker veya raportor protein" oldugu anlagilmaz.

En fazla tercihen buna gore timor antijeni gorevi goren bir proteinin,
memelilerden, Ozellikle insanlardan, 6zellikle memeli tiimorlerinden
turetilmesi  ve segim, marker veya raportdr protein olarak
nitelendirilmemesi anlagilir. Ozellikle bu timdr antijenleri, memeli,
ozellikle  insan  timorlerinden  tiretilir,. Bu  timdr  antijenik
proteinlerinin antijenik oldugu anlasilir, ¢iinkl bunlar, sijjenin immin
sisteminin, TH1 ve/veya TH2 immiin tepkileri yoluyla stjjenin timor
hiicreleri ile savasmasi saglanacak sekilde stijjenin immin tepkisinin
tetiklenmesi suretiyle siijeyl tedavi etme amachdir. Buna gore bu
antijenik timor proteinleri tipik olarak stjenin  kanser tipini

karakterize eden memeli, 6zellikle insan proteinleridir.

Buna gore en az bir peptidi veya proteini sifreleyen kodlama bolgesi
(a)nin, en azindan (b) en az bir histon sap-ilmigine karsi heterolog

olmasi tercith edilir. Baska bir deyisle mevcut bulus baglaminda
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"heterolog", en az bir sap-ilmik sekansinm, burada tanimlandig: gibi,
ozellikle bulusa ait kitin veya parca kitinin nikleik asitlerinin (a)
elemanimmin (ftimor antijenik) proteinini veya peptidini sifreleyen
spesifik genin bir (regulator) sekanst (orn. 3'UTR'de) olarak dogal
voldan meydana gelmedigi anlamina gelir. Buna gore adi gecen
nukleik asitlerin her birmin (histon) sap ilmigi tercihen bulusa ait
nikleik asidin (a) elemanmin kodlama bolgesini igeren disindaki bir
genin 3' UTR'sinden turetilir. Orn. (a) elemanimin kodlama bolgesi,
niikleik asitler heterolog ise bir histon proteinini veya bunun (bir
histon proteininin fonksiyonunu muhafaza eden) bir fragmanim,
varyantini veya turevini sifrelemeyecektir, ancak bir histon (benzeri)
fonksiyonu disinda bir biyolojik fonksiyon, tercihen tumor antijenik
tonksiyon veren bagka bir peptidi veya (aym veya baska bir tiriin)
sekansimi sifreleyecektir, orn. memeli, oOzellikle insan timorlerineg
kars1 asilama baglaminda, orn. bir timor antijenik fonksiyon veren, bu
sekilde tercihen bulusa ait niikleik asit tarafindan sifrelenen timor
antijenini eksprese eden siijenin timor hucrelerine karsi  bir

immiinolojik reaksiyonu tetikleyen bir proteini sifreleyecektir.

Bu baglamda burada tamumlandigi gibi, ozellikle bulusa ait kitin veya
par¢a kitinin nilkleik asitleri, 5'-'ten 3'-'e dogrultuda asagidakileri
igerir veya bunlar i¢in kodlama yapar:
a) bir timor antijeni veya bunun bir fragmanmi, varyantmi veya
turevini igeren en az bir peptidi veya proteini sifreleyen bir
kodlama bolgest;
b) histon sap-ilmigine 3' bir histon asagi akis elemani (HDE)
olmayan en az bir histon sap-ilmigi

c) bir poli(A) sekansi veya bir poliadenilasyon sinyali.
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"Histon asagi akis elemam" (HDE) terimi, dogal yoldan meydana
gelen histon sap-ilmiklerinin 3' yaklasik 15 ila 20 niikleotidinden
olusan, histon pre-mRNA'nin olgun histon mRNA halinde
islenmesinde rol oynayan U7 snRNA i¢in baglanma sahasini temsil
eden, purin agisindan zengin bir poliniikleotit grubuna karsilik gelir.
Ornegin deniz kestanelerinde HDE, CAAGAAAGA'dir (Dominski, Z.
ve W. F. Marzluft (2007), Gene 396(2): 373-90).

Ayrica burada tanimlandig1 gibi, ozellikle bulusa ait kitin veya parga

kitinin nitkleik asitler1, bir intron igermez.

Alternatif olarak burada tanimlandigi gibi, 6zellikle bulusa ait kitin
veya parca kitinin nukleik asit sekanslan, 5' 'ten 3' 'e asagidakiler
igerir veya bunlar i¢in kodlama yapar:

a) tercihen bir timor antijeni veya bunun bir fragmanini, varyantin
veya turevini igeren en az bir peptidi veya proteini sifreleyen bir
kodlama bolgest;

¢) bir poli(A) sekansi; ve

b) en az bir histon sap-1lmigi.

Burada tanimlandigr gibi, dzellikle bulusa ait kitin veya parga kitinin
nukleik asit sekanslari, orn. herhangi bir (tek iplik¢ikli veya iki
iplikeikli) DNA, tercthen bunlarla simirli olmamakla birlikte om.
genomik DNA, plazmid DNA, tek iplik¢ikli DNA molekulleri, iki
iplik¢ikli DNA molekilleri arasindan segilen uygun bir nukleik asit
igerir ya da orn. bir PNA'dan (peptit niikleik asidi) secilebilir veya orn.
herhangi bir (tek iplikg¢ikli veya iki iplik¢ikli) RNA, tercihen bir
mesajct RNA (mRNA); vb. arasindan segilebilir. Adi gegen nitkleik
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asit sekanslar1 ayrica bir viral RNA (VRNA) igerebilir. Bununla
birlikte ad1 gecen nitkleik asit sekanslari, bir viral RNA olmayabilir
veya bir viral RNA ihtiva etmeyebilir. Daha spesifik olarak burada
tamimlandig: gibi, 6zellikle bulusa ait kitin veya parga kitinin niikleik
asit sekanslar1, viral sekans elemanlari, Oorn. viral giiclendiriciler veya
viral promotorlar (6rn. eylemsizlestirilmig viral promotor veya sekans
elemanlani, daha spesifik olarak degistirme stratejiler:i ile
eylemsizlestirilmis) ya da baska viral sekans elemanlar1 ya da viral
veya retroviral niikleik asit sekanslari ihtiva etmeyebilir. Daha spesifik
olarak ad1 gegen nitkleik asit sekanslari, bar retroviral veya viral vektor

veya modifiye edilmig bir retroviral veya viral vektor olmayabilir.

Her durumda burada tamimlandigr gibi, 6zellikle bulusa ait kitin veya
par¢a kitinin nukleik asit sekanslari, modifiye edilmis ya da
aktiflestirilmis olabilen veya olmayabilen bir glg¢lendirici ve/veya
promoter sckans ihtiva edebilir veya etmeyebilir. Guiglendirici ve veya
promoter, bitkilerde eksprese edilebilir olabilir veya olmayabilir
ve/veya Okaryotlarda cksprese edilebilir olabilir veya olmayabilir
ve/veya prokaryotlarda cksprese edilebilir olabilir veya olmayabilir.
Burada tanimlandigi gibi, ozellikle bulusa ait kitin veya parga Kitinin
nitkleik asit sekanslar, (kendi kendine ug uca eklenen) bir ribozimi

sifreleyen bir sekans 1htiva edebilir veya etmeyebilir.

Spesifik diizeneklerde burada tanimlandigi gibi, 6zellikle bulusa ait
kitin veya parca kitinin nukleik asit sekanslar1, kendi kendine replike
olan bir RNA (replikon) olabilir veya igerebilir. Tercihen burada

tanimlandig1 gibi, 6zellikle bulusa ait kitin veya parga kitinin niikleik
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asit sekanslari, bir plazmid DNA veya bir RNA, ozellikle bir
mRNA'drr.

Mevcut bulusun birinci yonuniin belirli  diizeneklerinde burada
tammmlandig1 gibi, 6zellikle bulusa ait kitin veya parga kitinin nitkleik
asitleri, dzellikle uygun bir in vitro transkripsiyon vektori icinde in
vitro transkripsiyon i¢in uygun nukleik asitlerden olusan niikleik asit
sekanslaridir (6rn. bir plazmid veya in vitro transkripsiyon i¢in T3, T7
veya Spb promoterleri gibi spesifik promoterler igeren lineer bir

nitkleik asit sekansidir).

Mevcut bulusun birinci yoninun baska Ozellikle tercih edilen
diuzeneklerinde burada tamimlandigi gibi, 6zellikle bulusa ait kitin
veya parcga kitinin nitkleik asitleri, bir ekspresyon sisteminde (orn. bir
ekspresyon vektorl veya plazmid), dzellikle bir prokaryotik (6rn. E.
coli gibi bakteriler) veya okaryotik (6rn. CHO hiicreleri gibi memeli
hiicreleri, maya hiicreleri veya bocek hucreleri veya bitkiler veya
hayvanlar gibi biitin organizmalar) ekspresyon sistemi i¢inde
transkripsiyon ve/veya translasyon i¢in uygun nukleik asitlerden

olusur.

"Ekspresyon sistemi"”, peptitlerin, proteinlerin veya RNA'nin, ozellikle
mRNA'm lretilmesi i¢in uygun bir sistem (hiicre killtiiril veya biitin

organizmalar anlamima gelir (rekombinant ekspresyon).

Mevcut bulusun birinci yonune gore, burada tamimlandigr gibi,
ozellikle bulusa ait kitin veya parga kitinin niikleik asit sekanslari,

burada tanimlandig: gibi en az bir histon sap-ilmigi igerir veya bunun
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icin kodlama yapar. Mevcut bulus baglamimda boyle bir histon sap-
ilmigi genel olarak (bunun bir histon sap-ilmigi olup olmadigma
bakilmaksizin) tipik olarak histon genlerinden turetilir ve iki komsu,
kismen veya tamamen geri komplementer sekanslarin molekul i¢in
baz eslesmesini igerir, bu sckilde bir sap-ilmik olusturulur. Bir sap-
ilmik, tek iplik¢ikli DNA'da veya daha yaygm sekilde RNA'da
meydana gelebilir, Yap1 ayrica bir firkete veya firkete ilmigi olarak
bilinir ve genellikle bir ardisik sekans ig¢inde bir saptan ve bir
(terminal) ilmikten olusur, burada sap, sap-ilmik yapisinin ilmigini
olusturan, bir tir aralayici olarak kisa bir sekans ile ayrilan,
birbirlerine komsu, kismen veya tamamen geri iki komplementer
sekans tarafindan olusturulur. Birbirlerine komsu, kismen veya
tamamen geri ki komplementer sekans, orn. sap ilmik elemanlar sap1
ve sap2 olarak tanimlanabilir, Birbirlerine komsu, kismen veya
tamamen geri bu iki komplementer sekans, orn. sap ilmik elemanlar:
sapl ve sap2, birbirleri ile baz-giftler olusturarak, ardisik sckans
Uzerinde sap ilmik elemanlan sapl ve sap2 arasma konumlanan kisa
sckans tarafindan olusturulan, terminal ugta cslesmemis bir 1lmik
igeren, iki iplikgikli bir niikleik asit sekansi grubu elde edildiginde sap
ilmik olusturulur. Eslesmemis ilmik boylelikle tipik olarak bu sap
ilmik elemanlarinin herhangi birt ile baz eslesmesi yapamayan bir
nukleik asit bolgesini temsil eder. Nihai lollipop bigimindeki yapa,
birgok RNA ikincil yapisinin temel bir yap1 blokudur. Bu yiizden bir
sap-1lmik yapisinim sekli, nihai sap ve ilmik bodlgelerinin stabilitesine
baghdir; buradaki ilk on gereklilik tipik olarak kendi tizerine geri
katlanarak eslesmis bir ikili iplik¢ik olusturabilen bir sekansin var
olmasidir. Eslesmis sap ilmik elemanlarinin stabilitesi, uzunluk, yanlis

eslesme sayist veya ihtiva ettigi ¢ikintilar (tipik olarak 6zellikle uzun
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bir iki iplikgikli grupta az nuktarda yanhs eslesme tolere edilebilir) ve
eslesmis bolgenin baz kompozisyonu ile belirlenir. Mevcut bulus
baglaminda 3 ila 15 bazlik bir ilmik uzunlugu diisiiniillebilirken daha
fazla tercih edilen ilmik uzunlugu, 3-10 baz, daha fazla tercihen 3 ila
8,3 1la 7, 3 i1la 6 ya da hatta daha fazla tercihen 4 1la 5 baz ve en fazla
tercihen 4 bazdir. ki iplik¢ikli yapiyr olusturan sap sekansi tipik
olarak 5 ila 10 bazlik, daha fazla tercihen 5 ila 8 baz arasinda bir

uzunluga sahiptir.

Mevcut bulug baglaminda bir histon sap-ilmigi tipik olarak histon
genlerinden (orn. H1, H2A, H2B, H3, H4 histon familyalarindan gelen
genlerden) turetilir ve birbirlerine komsu, kismen veya tamamen geri
iki komplementer sekansin, bir sap-ilmik olusturacak sekilde molekiil
ici baz eslesmesini igerir. Tipik olarak bir histon 3' UTR sap-ilmigi,
histon mRNA'larin niikleositoplazmik tasimmasinda ve sitoplazma
icinde stabilitenin ve translasyon verimliliginin regiilasyonunda rol
oynayan bir RNA elemanidir. Metazoan histon genlerinin mRNA'"lar,
poliadenilasyon ve bir poli-A kuyrugu tasimaz, bunun yerine 3' ug
1slemi, yuksek oranda konserve edilen bu sap-1lmik ile yaklagsik 20
nukleotit asagi akis tarafinda bulunan, purin agisindan zengin bir
bolge (histon asagi akis elemami veya HDE) arasindaki bir sahada
meydana gelir. Histon sap-1lmigi, 31 kDa'lik bir sap-ilmik baglanma
proteini (SLBP - ayrica histon firkete baglanma proteini veya HBP
olarak adlandirilir) tarafindan baglanir. Bu histon sap-ilmigi yapilar
tercihen mevcut bulus tarafindan, histon genleri i¢inde dogal yoldan
meydana  gelmeyen  (vani  transforme  edilmemis  canli
organizmalarda/hiicrelerde), ancak - bulusa gore - birlestirilerek suni,

heterolog bir nuikleik asit saglayan bagka sekans elemanlar1 ve yapilari
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ile kombinasyon halinde kullanilir. Buna gore mevcut bulus 6zellikle
bir histon sap-ilmig yapisimin, histon genlerinde veya metazoan
histon genlerinde meydana gelmeyen ve histonlar disindaki proteinler
icin kodlama yapan genlerin islevsel ve/veya regilator sekans
bolgelerinden (transkripsiyonu ve/veya translasyonu etkileyen) izole
edilmis baska heterolog sekans elemanlari ile suni (dogal olmayan) bir
kombinasyonunun, avantajli etkiler sagladiginin bulunmasma dayanir,
Buna gore bulusun bir yont, burada tammmlandigi gibi, 0zellikle bulusa
ait kitin veya parga kitinin niikleik asitlerinde, bir histon sap-ilmigi
yapisinin, metazoan histon genlerinde meydana gelmeyen bir poli(A)
sekans1 I (bir kodlama bolgesinin 3' terminali) ile kombinasyonunu
saglar. Bulusun tercih edilen bagka bir yonine gore bir histon sap-
ilmigi yapisinin, bir tumor antijenik proteini icin kodlama yapan ve
tercihen metazoan histon genlerinde meydana gelmeyen bir kodlama
bolgesi ile bir kombinasyonu, burada tanimlandigi gibi, ozellikle
bulusa ait kitin veya parga kitininkiler sunulur (kodlama bolgesi ve
histon sap-ilmigi sekansi heterologtur). Bu tumdr antijenik
proteinlerinin, timor hastaliklarindan muzdarip memelilerde, tercihen
insanlarda meydana gelmesi tercih edilir. Yine daha fazla tercih edilen
bir diizenekte burada tanimlandig1 gibi, 6zellikle bulusa ait kitin veya
par¢a kitinin nilkleik asitlerinin (a), (b) ve (c¢) olmak fizere tim
elemanlari, birbirlerine heterologtur ve ti¢ farkli kaynaktan, orn. (a) bir
insan geninden gelen timor antijenik proteini kodlama bolgesinden,
(b) bir metazoan, 6m. memeli, insan dis1 veya insan, histon geninin
translasyon yapilmamis bolgesinden histon sap ilmiginden ve (c) 6rn.
bir histon geni disindaki ve bu nukleik asidin (a) elemanina uygun

tumor antijeni kodlama bodlgesinin translasyon yapilmamis bdlgesi
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digindaki bir genin translasyon yapilmamis bir bolgesinden poli(A)

sekansindan suni sekilde birlestirilir.

Bir histon sap ilmigi boylelikle tercihen fonksiyonel olarak
tammmlanirsa, kendi dogal baglanma ortagina, sap-ilmik baglanma
protemine (SLBP - ayrica firkete baglanma proteini veya HBP olarak
adlandirilir) baglanma 6zelligi sergileyen/bunu muhafaza eden, burada

tarif edildigi gibi bir sap-ilmik yapisidir.

Mevcut buluga gore istem 1'in (b) bilesenine uygun histon sap-ilmigi
sekansi, bir fare histon proteininden tiiretilemez. Daha spesifik olarak
histon sap 1lmigi sekansi, fare histon geni H2A614'ten turetilemez.
Ayrica bulusa ait nukleik asit, bir fare histon sap ilmigi sekans1 veya
fare histon geni H2A614' ihtiva edemez. Ayrica burada tanimlandig:
gibi, Ozellikle bulusa ait Kkitin veya par¢a kitinin nilkleik asit
sckanslari, bir sap-ilmik isleme sinyali, daha spesifik olarak bir fare
histon isleme sinyali ithtiva edemez ve en spesifik sekilde bulusa ait
nukleik asit sekansi, en az bir memeli histon geni thtiva edebilse bile
fare sap ilmik isleme sinyali H2kA614 ihtiva edemez. Bununla
birlikte en az bir memeli histon geni, WO 01/12824'%n SEK.KiM.NO.

7's1 olamaz.

Bulusa ait birinci yone gore burada tamimlandigi gibi, ozellikle bulusa
ait kitin veya parca kitinin nikleik asit sekanslan, tercihen asagidaki
formiller (I) veya (IT)'den en az birine gore en az bir histon sap-ilmigi
sekansi icerir veya bunun i¢in kodlama vapar:;

formill (I) (sap sinirlama elemanlari olmayan sap-ilmik sekansi):
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. A
Y

[No2GN35] [No-a(U/T)Noos] [N35CNo]
Y— ——

Sapl lmik sap 2

formuil (IT) (sap smirlama elemanlar ile sap-1lmik sekans1):

Nie INo2GNisl [NoalU/TINgs] [N3sCNg.2] Nise
\ I\ v I v J o

v—""—v"
sapl sapl 1lnmik sap2 sap2
sinirlama elemant siirlama clemam
burada:

sapl veya sap2 sinirlama elemanlart N4

1 ila 6, tercihen 2 ila 6, daha fazla tercihen 2 1la 5, hatta daha fazla
tercthen 3 ila 5, en fazla tercihen 4 ila 5 veya 5 N'lik ardisik bir
sekanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G ve C
arasindan sec¢ilen bir nikleotit va da bunun bir nukleotit analogu
arasindan segilir;

sapl [No2GNas]

sap2 ile geri komplementer veya kismen geri komplementerdir ve 5 ila
7 nuikleotitlik ardisik bir sekanstir; burada Ny, 0 1la 2, tercithen O 1la 1,
daha fazla tercihen 1 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N
birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasindan seg¢ilen bir
nitkleotit ya da bunun bir nitkleotit analogu arasindan segilir; burada
Nis, 3 ila 5, tercihen 4 1la 5, daha fazla tercihen 4 N'lik ardisik bir
sckanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G ve C
arasindan secilen bir nukleotit ya da bunun bir nukleotit analogu

arasindan segilir ve burada G, guanosin veya bunun bir analogudur ve
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sap2'de bunun komplementer niilkleotidi sitidinin guanosin ile
degistirilmesi kosuluyla istege bagh olarak bir sitidin veya bunun bir
analogu ile degistirilebilir;

ilmik sekanst [No(U/T)Ng_4]

sapl ve sap2 clemanlar: arasinda bulunur ve 3 ila 5 nikleotitlik, daha
fazla tercihen 4 niikleotitlik ardisik bir sekanstir; buradaki her Ny
birbirinden bagimsiz olarak O ila 4, tercihen 1 ila 3, daha fazla tercihen
1 ila 2 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz
olarak A, U, T, G ve C arasindan segilen bir niikleotit ya da bunun bir
nitkleotit analogu arasindan segilir; ve burada U/T, iiridini ya da istege
bagli olarak timidini temsil eder;

sap2 [N3.sCNy. |

sapl ile geri komplementer veya kismen geri komplementerdir ve 5 ila
7 nikleotitlik ardisik bir sekanstir; burada Ns.5, 3 1la 5, tercthen 4 ila 5,
daha fazla tercihen 4 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N
birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasindan segilen bir
nikleotit ya da bunun bir niikleotit analogu arasindan secilir; burada
No., 0 1la 2, tercthen O 1la 1, daha fazla tercihen 1 N'lik ardisik bir
sckanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G veya
C arasindan secilen bir nikleotit ya da bunun bir nikleotit analogu
arasimdan segilir ve burada C, sitidin veya bunun bir analogudur ve
sapl'de bunun komplementer nikleotidi guanosinin sitidin ile
degistirilmesi kosuluyla istege bagl olarak bir guanosin veya bunun
bir analogu ile degistirilebilir;

burada

sapl ve sap2, bir geri komplementer sekans olusturacak sekilde
birbirleri ile baz eslesmesi vapabilir, burada baz eslesmesi, sapl ve

sap2 arasmda, drn. A ve U/T ya da G ve C nikleotitlerinin Watson-



10

15

20

25

29

Crick baz eslesmesi yoluyla veya Watson-Crick harici baz eslesmesi,
om. wobble baz eslesmesi, geri Watson-Crick baz eslesmesi,
Hoogsteen baz eslesmesi, geri Hoogsteen baz eslesmesi yoluyla
meydana gelebilir veva kismen geri komplementer sekans olusturacak
sckilde birbirleri 1le baz eslesmesi yapabilir, burada bir saptaki bir
veya daha fazla bazin, diger sapin ger1 komplementer sekansinda
komplementer bir baza sahip olmamasi bazinda sapl ile sap2 arasinda

eksik baz eslesmesi meydana gelebilir.

Yukaridaki baglamda bir wobble baz eslesmesi tipik olarak iki
nitkleotit arasinda Watson-Crick harici bir baz eslesmesidir. Mevcut
baglamda kullanilabilecek baslica dort wobble baz cifti, guanosin-
uridin, inosin-iiridin, inosin-adenosin, osin-sitidin (G-U/T, I-U/T, I-

A ve I-C) ve adenosin-sitidin (A-C)'dir.

Buna gore mevcut bulus baglaminda bir wobble bazi, yukarnida tarif
edildigi gibi baska bir baz ile bir wobble baz ¢ifti olusturan bir bazduir.
Bu nedenle Watson-Crick harici baz eslesmesi, om. wobble baz
eslesmesi, meveut bulusa gore histon sap-ilmigmin sapmnda meydana

gelebilir.

Yukaridaki baglamda bir kismen geri komplementer sekans, sapl ve
sap2min baz eslesmesi yoluyla olusturulan sap-ilmik sekansmin sap
yapisimda maksimum 2, tercihen sadece bir yanhs eslesme igerir.
Baska bir deyisle sapl ve sap2 tercihen sapl ve sap2'nin butiin sekansi
boyunca birbirleri ile (tam) baz eslesmesi yapabilir (olasi dogru
Watson-Crick veya Watson-Crick harici baz eslesmelerin %1001),

boylelikle bir geri komplementer sekans olusturulur, burada her baz,
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bir komplementer baglanma ortag1 olarak kendi dogru Watson-Crick
veya Watson-Crick harici baz pendantina sahiptir. Alternatif olarak
sapl ve sap2 tercihen sapl ve sap2'nin bitin sekanst boyunca
birbirleri ile kismi baz eslesmesi yapabilir, burada 100% olasi dogru
Watson-Crick veva Watson-Crick harici baz eslesmelerin en az
vaklasik %70, %75, %80, %385, %90 veya %951 , dogru Watson-
Crick veya Watson-Crick harici baz eslesmeler ile i1sgal edilir ve en
fazla vaklasik %30, %25, %20, %15, %10 veya %5 geri kalan baz

eslesmez.

Bulusa ait birinci yonun tercih edilen bir duizenegine gore burada
tammlandi1g1 gibi, 0zellikle bulusa ait kitin veya parga kitinin nitkleik
asit sekanslarinin en az bir histon sap-ilmigi sekansi (sap simrlama
elemanlan ile), yaklasik 15 ila yaklasik 45 nukleotitlik bir uzunluk,
tercihen yaklagik 15 ila yaklagik 40 nikleotitlik bir uzunluk, tercihen
vaklasik 15 ila yaklasik 35 niikleotitlik bir uzunluk, tercihen yaklasik
15 1la yaklasik 30 nukleotitlik bir uzunluk ve hatta daha fazla tercihen
yaklagik 20 ila yaklasik 30 nikleotitlik bir vzunluk ve en fazla
tercthen yaklasik 24 1la yaklasik 28 nikleotitlik bir uzunluk igerir,

Bulusa ait birinci ydniin tercth edilen baska bir diizenegine gore
burada tanimlandig gibi, ozellikle bulusa ait kitin veya parga kitinin
niikleik asit sekanslarimin en az bir histon sap-ilmigi sckansi (sap
sinirlama elemanlar1 olmadan), yaklasik 10 ila yaklasik 30 niikleotitlik
bir uzunluk, tercihen yaklagik 10 ila yaklagik 20 nukleotitlik bir
uzunluk, tercihen yaklasik 12 ila yaklasik 20 nukleotitlik bir uzunluk,
tercihen yaklasik 14 ila yaklasik 20 nuikleotitlik bir uzunluk ve hatta
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daha fazla tercihen yaklasik 16 ila yaklasik 17 nitkleotitlik bir uzunluk

ve en fazla tercihen yaklasik 16 niikleotitlik bir uzunluk icerir.

Bulusa ait birinci yoniin baska bir tercih edilen diuzenegine gore,
burada tamimlandig1 gibi, 6zellikle mevcut bulusun birinci yoniine
gore bulusa ait kitin veya parca kitinin nukleik asit sekanslan,
asagidaki spesifik formuller (Ia) veya (Ila)'dan en az birine gore en az
bir histon sap-ilmigi sekansi i¢erir veya bunun i¢in kodlama yapar:

formiill (Ia) (sap smirlama elemanlar1 olmayan sap-ilmik sekansi):

[No-1GN35] [N13(U/T)No.2]1 [N5.5CNo-1 ]
‘%V—J%__/ ————

Sapl ilmik sap2
formul (ITa)} (sap simirlama elemanlari ile sap-1lmik sekansi):

N2zs [No1GNis] [Nv(UMNG 2] (N5 sCNpql Noss
o\ M

sapl sapl 1lnmik sap2 sap2
simnirlama elemam sinirlama elemani
burada:

N,C, G, TveU
yukarida tamimlandig gibidir.

Birinci yonin daha fazla ozellikle tercih edilen baska bir diizenegine
gore, burada tanmimlandigi gibi, 6zellikle bulusa ait kitin veya parca

kitinin niikleik asit sekanslari, agsagidaki spesifik formiuller (Ib) veya
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(Ib)'den en az birine gore en az bir histon sap-i1lmigi sekansi igerebilir
veya bunun i¢in kodlama yapabilir:

formiil (Ib) (sap sinirlama elemanlart olmayan sap-ilmik sekansi);

[INTGNal IN2(U/TINGT INSCNy ]
L. AN

S o— —

Y Y

Sapl 1lmik sap2
formul (IIb) (sap smirlama elemanlart ile sap-1lmik sekansi):

Nas [NiGN4] [N2(U/TIN,] £N4CN1] Nas

—— | S ~ A v ! At

sapl  sapl 1lmik sap2 sap2
sinirlama elemani smirlama elemam
burada:

N,C, G, TveU
vyukarida tanimlandigi gibidir.

Bulusa ait birinci yonin hatta daha fazla tercih edilen bir diizenegine
gore, burada tamimlandigir gibi, ozellikle mevcut bulusun birinci
yoniine gore bulusa ait kitin veya parga kitinin niikleik asit sekanslari,
sap-ilmik yapisinda alternatif olarak gosterilen ve Ornek 1'e gore
olusturulan histon sap-ilmigi sekanslarim temsil eden bir lineer sekans
olarak asagidaki spesifik formilller (Ic) ila (Ih) veya (Ilc) ila (ITh)'den
en az birine gore en az bir histon sap-ilmigi sekansi icerebilir veya

bunun i¢in kodlama yapabilir:
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formul (Ic): (sap simrlama elemanlar1 olmayan metazoan ve protozoan

histon sap-ilmik konsensus sekansi):

OZIZZZZ
NZZZZ

N-N (sap-1lmik yapis1)
NGNNNNNNUNNNNNCN
5  (lineer sekans) (SEK.KIM.No: 1)

formiil (llc): (sap smirlama elemanlar1 ile metazoan ve protozoan

histon sap-i1lmik konsensus sekansi):

Zz

zzzz*
ZZZZ
ZC

G-
N*N*NNNN-NNNN*N*N* (sap-1lmik yap1s1)

10 NEN*NNNNGNNNNNNUNNNNNCNNNN®*N*N®*
(lineer sekans) (SEK.KIM.No: 2)

formiil (Id): (sap sinirlama elemanlar1 olmadan)
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C-
N-N (sap-ilmik yapist)

NCNNNNNNUNNNNNGN
(lineer sekans) (SEK.KIM.No: 3)

5  formil (IId): (sap simirlama elemanlari ile)

zzzz%z
zzzz _C

C-
N*N*NNNN-NNNN*N*N=* (sap-ilmik yapis1)

NTN*NNNNCNNNNNNUNNNNNGNNNN*N*N*
(lineer sekans) (SEK.KIM.No: 4)

10 formil (Ie): (sap smirlama elemanlar1 olmayan protozoan histon sap-

1lmik konsensus sekansi)
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G-
D-H (sap-ilmik yapis1)

DGNNNNNNUNNNNNCH
(lineer sekans) (SEK.KIM.No: 6)

5 formil (Ile): (sap siirlama elemanlar: ile protozoan histon sap-ilmik

konsensus sckanst)

ZZZZZZ
ZZZZZM_

G-
N*N*NNND-HNNN*N*N*® (sap-ilmik yapisi)

N*N*NNNDGNNNNNNUNNNNNCHNNN*N*N*
(lineer sekans) (SEK.KIM.No: 6)
10
formtl (If): (sap smirlama elemanlar1 olmayan metazoan histon sap-

1lmik konsensus sekansi)
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N U
N N
Y-V
Y-N
B-D
N-N
G-C
N-N (sap-ilmik yapis)

NGNBYYNNUNVNDNCN
(lineer sekans) (SEK.KIM.No: 7)

formil (1If):; (sap smirlama elemanlar ile metazoan histon sap-ilmik

5 konsensus sekansi)

N U
N N
Y-V
Y-N
B-D
N-N
G-C
NEN*NNNN-NNNN*N*N* (sap-ilmik yapis1)

N*NE*NNNNGNBYYNNUNVNDNCNNNN*N*N*
(lineer sekans) (SEK.KIM.No: 8)

10 formil (Ig): (sap smrlama elemanlar1 olmayan omurgali histon sap-

1lmik konsensus sckansi)



37

N U
D H
Y-A
Y-B
Y-R
H-D
G-C
N-N (sap-ilmik yapisi)

NGCHYYYDNUHABRDCN
(lineer sekans) (SEK.KIM.No: 9)

5 formil (IIg): (sap smirlama c¢lemanlar1 ile omurgali histon sap-i1lmik

konsensus sekansi)

N U
D H
Y-A
Y-B
Y-R
H-D
G-C
NFN*HNNN-NNNN*N*H* (sap-ilmik yapis1)

NENFHNNNGHYYYDNUHABRDCNNNN*N*H*
(lineer sekans) (SEK.KIM.No: 10)

10

formiil (Ih): (sap sinirlama elemanlarr olmayan insan histon sap-ilmik

konsensus sekans1 (Homo sapiens))
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Y U
D H
U-A
C-$
Y-R
H-R
G-C
D-C (sap-ilmik yapisi)
DCHYCUDYUHASRRCC

(lineer sekans) (SEK.KIM.No: 11)

formiill (Ilh): (sap sinirlama clemanlar: ile insan histon sap-ilmik

konsensus sekans1 (Homo sapiens))

Y U
D H
U-A
C-S
Y-R
H-R
G-C
N*H*AAHD-CVHB*N*H* (sap-ilmik yapis)

N*H*AAHDGHYCUDYUHASRRCCVHB*N*H*
(lineer sekans) (SEK.KIM.No: 12)

burada yukaridaki formilller (I¢c) ila (Ih) veya (llc) ila (Ilh)'nin her
birinde:

N, C, G, A, T ve U yukarida tanimlandig: gibidir;

her U, T ile degistirilebilir;

sap elemanlar1 1 ve 2'deki her (yitksek oranda) konserve edilmis G

veya C, bunun Kkomplementer nikleotit bazi C veya G ile
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degistirilebilir, ancak karsihk gelen sapta bunun komplementer
nukleotidinin, bunun komplementer nukleotidi ile paralel sekilde
degistirilmesi gerekir; ve/veya

GATUCR Y, MK, S, W,H, B, V, D ve N, asagidaki Tabloda

tanimlanan niikleotit bazlaridir:

kisaltma | Nikleotit bazlan aciklama

G G Guanin

A A Adenin

T T Timin

U U Urasil

C C Sitosin

R G veya A Purin

Y T/U veya C Pirimidin

M A veya(C Amino

K G veya T/U Keto

S G veya C Guiglir (3H baglar)
W A veya T/U Zayif (2H baglari)
H A veya C veya T/U G Degil

B G veya T/U veya C A Degil

\4 G veya C veya A T/U Degil

D G veya A veya 'T/U C Degil

Havyir G veya C veya T/U veya A Herhangi bir baz

* Var veya yok Baz var olabilir veya olmayabilir

Bu baglamda mevcut bulusun formiilleri (1) veya (la) ila (Ih) veya (11)
veya (Ila) ila (ITh)'den en az birine uygun histon sap-ilmigi sekansinin,
dogal yoldan meydana gelen bir histon sap-1lmigi sckansindan, daha
tazla ozellikle tercihen protozoan veya metazoan histon sap-ilmigi
sekanslarindan ve hatta daha fazla ozellikle tercihen omurgali ve en
fazla tercihen memeli histon sap-ilmigi sekanslarindan, 6zellikle insan

histon sap-1lmigi sekanslarmdan segilmesi 6zellikle tercih edilir.

Birinci yoniin ozellikle tercih edilen bir dilzenegine gore mevcut

bulusun spesifik formilller1 (1) veya (la) ila (Ih) veya (Il) veya (Ila) 1la
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(ITh)'den en az birine uygun histon sap-1lmigi sekansi, her nukleotit
pozisyonunda, en sik sekilde meydana gelen niikleotidi veya sekil 1-
S'te gosterildigi gibi metazoa ve protozoa (Sekil 1), protozoa (Sekil 2),
metazoa (Sekil 3), omurgalilar (Sekil 4) ve insanlarda (Sekil 5) dogal
voldan meydana gelen histon sap-ilmigi sekanslarmin ya en sik
sekilde ya da ikinci en sik sekilde meydana gelen nitkleotidini igeren
bir histon sap-i1lmigi sekansidir. Bu baglamda tiim nukleotitlerin en az
%80'Inin, tercihen en az %85'inin veya en fazla tercithen en az
%90"mn, dogal yoldan meydana gelen histon sap-ilmigi sekanslarinin
en sik sekilde meydana gelen nitkleotidine karsilik gelmesi ozellikle
tercih edilir. Birinci yonun bagka bir 0zel dizeneginde mevcut bulusa
ait spesifik formuller (I) veya (Ia) ila (Th)'den en az birine gore histon
sap-ilmigi sekansi, Omek 1'e gore olusturulan histon sap-ilmigi
sekanslarim1 temsil eden asagidaki histon sap-ilmigi sekanslart (sap
sinirlama elemanlar1 olmadan) arasindan segilir:
VGYYYYHHTHRVVRCB (formill (Ic)'ye gore SEK.KIM.NO: 13)
SGYYYTTYTMARRRCS (formill (Ic)'ye gore SEK.KIM.NO: 14)
SGYYCTTTTMAGRRCS (formill (Ic)'ye gore SEK.KIM.NO: 15)
DGNNNBNNTHVNNNCH (formiil (I¢)'ye gore SEK.KIM.NO: 16)
RGNNNYHBTHRDNNCY (formill (Ie)'ye gore SEK.KIM.NO: 17)
RGNDBYHYTHRDHNCY (formiil (le)'ye gore SEK.KIM.NO: 18)
VGYYYTYHTHRVRRCB (formiul (If)'ye gore SEK.KIM.NO: 19)
SGYYCTTYTMAGRRCS (formill (If)'ye gore SEK.KIM.NO: 20)
SGYYCTTTTMAGRRCS (formiil (If)'ye gore SEK.KIM.NO: 21)
GGYYCTTYTHAGRRCC (formill (Ig)'ye gore SEK.KIM.NO: 22)
GGCYCTTYTMAGRGCC (formiil (Ig)'ye gore SEK.KIM.NO: 23)
GGCTCTTTTMAGRGCC (formill (Ig)'ye gore SEK.KIM.NO: 24)
DGHYCTDYTHASRRCC (formiil (Ih)'ye gore SEK.KIM.NO: 25)
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GGCYCTTTTHAGRGCC (formill (Ih)'ye gore SEK.KIM.NO: 26)
GGCYCTTTTMAGRGCC (formill (Ih)'ye gore SEK . KIM.NO: 27)

Ek olarak bu baglamda spesifik formiuller (II) veya (Ila) ila (ITh)'den
birine gore Ornek 1'e gore olusturulan asagidaki histon sap-1lmigi
sekanslar1 (sap smirlama elemanlar ile) 6zellikle tercih edilir:
H*H*HHVVGYYYYHHTHRVVRCBVHH*N*N* (formul (IIc)'ye
gore SEK.KIM.NO: 28)
M*H*MHMSGYYYTTYTMARRRCSMCH*H*H* (formull (llc)'ye
gore SEK.KIM.NO: 29)
MA*M*MMMSGYYCTTTTMAGRRCSACH*M*H* (formul (llc)'ye
gore SEK.KIM.NO: 30)
NEN*NNNDGNNNBNNTHVNNNCHNHN*N*N* (formil (ITe)'ye
gore SEK . KIM.NO: 31)
NE*N*HHNRGNNNYHBTHRDNNCYDHH*N*N* (formul (lle)'ye
gore SEK.KIM.NO: 32)
N*H*HHVRGNDBYHYTHRDHNCYRHH*H*H* (formul (Ile)'ye
gore SEK.KIM . NO: 33)
H*H*MHMVGYYYTYHTHRVRRCBYVMH*H*N* (formul (1If)'ye
gore SEK.KIM.NO: 34)
M*M*MMMSGYYCTTYTMAGRRCSMCH*H*H* (formiul (llf)'ye
gore SEK.KIM.NO: 35)
MA*M*MMMSGYYCTTTTMAGRRCSACH*M*H* (formiil (IIf)'ye
gore SEK.KIM.NO: 36)
H*H*MAMGGYYCTTYTHAGRRCCVHN*N*M* (formiil (Ilg)'ye
gore SEK.KIM.NO: 37)
H*H*AAMGGCYCTTYTMAGRGCCVCH*H*M* (formul (Ilg)'yve
gore SEK.KIM.NO: 38)
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M*M¥*AAMGGCTCTTTTMAGRGCCMCY*M*M* (formill (I11g)'ye
gore SEK.KIM.NO: 39)
N*H*AAHDGHYCTDYTHASRRCCVHB*N*H* (formill (ITh)'ye
gore SEK.KIM.NO: 40)
H*H* AAMGGCYCTTTTHAGRGCCVMY *N*M* (formul (ITh)'ye
gore SEK. KIM.NO: 41)
H*M*AAAGGCYCTTTTMAGRGCCRMY *H*M* (formiil (ITh)'ye
gore SEK.KIM.NO: 42)

Bulusa ait birinci yoniin bagka bir tercih edilen diizenegine gore,
burada tanimlandig: gibi, Ozellikle bulusa ait kitin veya parga kitinin
nitkleik asit sekanslar, spesifik formuller (I) veya (la) ila (Ih) veya (IT)
veya (Ila) ila (ITh))den en az birine gore histon sap-ilmigl
sekanslarinda %100'e kadar konserve edilmis olmayan nitkleotitler ile
veya dogal yoldan meydana gelen bir histon sap-ilmigi sekansi ile en
az yaklasik %80, tercihen en az yaklasik %835, daha fazla tercihen en
az vaklasik %90 veya hatta daha fazla tercihen en az yaklasik %95
sckans 0zdesligl gosteren en az bir histon sap-ilmigi sekansi igerir

veya bunun igin kodlama yapar.

Tercih edilen bir dizenekte histon sap ilmigi sekansi, 5'-UUUC-3'
1lmik sekansmi ihtiva etmez. Daha spesifik olarak histon sap ilmigi,
ayn ayn 3'-GGCUCU-3' sapl sckansmi ve/veya 5'-AGAGCC-3' sap2
sekansim 1htiva etmez. Tercih edilen baska bir diizenekte histon sap
1lmigi sekansi, 5'-CCUGCCC-3' ilmik sekansini veya 5'-UGAAU-3'
ilmik sekansmi ihtiva etmez. Daha spesifik olarak sap ilmik, 5'-
CCUGAGC-3" sapl sckansini ihtiva etmez veya ayr1 ayrn 5'-
ACCUUUCUCCA-3' sapl sekansim ve/veya 5-GCUCAGG-3' veya
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5'-UGGAGAAAGGU-3' sap2 sekansim ihtiva etmez. Ayrica bulus,
spesifik olarak histon sap 1lmigi sekanslari ile simirh olmadigi surece
sap ilmik sekanslar1 tercihen bir memeli insulin reseptorii 3’
translasyon yapilmanus bolgeden turetilmez. Ayrica tercihen burada
tammmlandig1 gibi, 6zcllikle bulusa ait kitin veya parga kitinin nitkleik
asitleri, histon sap ilmigi isleme sinyalleri, 6zellikle fare histon geni

H2A614 geninden (H2kA614) turetilenler: ihtiva etmeyebilir.

Mevcut bulusun birinci yoniine gore, burada tamimlandigi gibi,
ozellikle bulusa ait kitin veya parga kitinin nitkleik asit sekanslari, bir
poli(A) sekansi igerir veya bunun i¢in kodlama yapar. Boyle bir
poli(A) sekansi, yaklasik 25 ila yaklagsik 400 adenosin nikleotitlik bir
sekans, tercihen yaklasik 30 veya daha fazla tercihen yaklasik 50 ila
yaklasik 400 adenosin nukleotitlik bir sekans, daha fazla tercihen
yaklasik 50 ila yaklasik 300 adenosin niikleotitlik bir sekans, hatta
daha fazla tercihen yaklasik 50 ila yaklasik 250 adenosin nitkleotitlik
bir sekans, en fazla tercihen yaklasik 60 ila yaklasik 250 adenosin
nukleotitlik bir sekans i¢erir. Bu baglamda "yaklagik" terimi, bagh
oldugu deger(leryn = %10 kadar bir sapmaya karsilik gelir. Buna
gore poli(A) sekansi, en az 25 veya 25'ten fazla, daha fazla tercihen en
az 30, daha fazla tercihen en az 50 adenosin niikleotidi ihtiva eder.
Boylelikle boyle bir poli(A) sekans: tipik olarak 20'den az adenosin
niikleotidi ihtiva etmez. Daha belirgin olarak bu, 10 ve/veya 10'dan az

adenosin nukleotidi ihtiva etmez.

Tercihen burada tanimlandigi gibi, 6zellikle bulusa ait kitin veya par¢a
kitinin niikleik asitleri, sunlardan olusan grubun bilesenlerinden birini

veya ikisini ya da en az birini veya biri hari¢ tamanuni ya da tamamini
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thtiva etmez: bir nbozimi (tercihen kendi kendine ug uca eklenen bir
ribozimi) sifreleyen bir sekans, bir viral nitkleik asit sekansi, bir histon
sap-ilmigi isleme sinyali, Ozellikle fare histon H2A614 geninden
turctilmis bir histon sap-ilmigi isleme sinyali, bir Neo geni,
eylemsizlestirilmis bir promoter sckanst ve cylemsizlestirilmis bir
gliiclendirici sekansi. Hatta daha fazla tercihen burada tanimlandig:
gibi, Ozellikle bulusa ait kitin veya parca kitinin nikleik asitleri, bir
ribozim, tercihen kendi kendine u¢ uca eklenen bir ribozim ve
sunlardan olugan gruptan birini ihtiva etmez: bir Neo geni,
eylemsizlestirilmis bir promoter sekansi, eylemsizlestirilmis bir
guglendirici sekansi, bir histon sap-ilmigi isleme sinyali, ozellikle fare
histon H2ZA614 geninden turetilmis bir histon sap-ilmigi isleme
sekansi. Buna gore burada tamimlandi@i gibi, ozellikle bulusa ait kitin
veya parga kitinin nitkleik asitleri, tercih edilen bir modda, bir
ribozim, tercihen kendi kendine u¢ uca eklenen bir ribozim veya bir
Neo geni, va da alternatif olarak bir ribozim, tercihen ug uca cklenen
bir ribozim veya bir direng geni (0rn. genellikle secim i¢cin uygulanir)
ithtiva etmeyebilir. Tercih edilen baska bir modda, burada tanimlandig
gibi, ozellikle bulusa ait kitin veya parga kitinin nukleik asitleri, bir
ribozim, tercihen kendi kendine ug¢ uca eklenen bir ribozim veya bir
histon sap-ilmigi isleme sinyali, ozellikle fare histon H2A614
geninden tiretilmis bir histon sap-ilmigi isleme sekansi ihtiva

etmeyebilir.

(Transkripte edilmis) bir mRNA'ya spesifik protein faktorleri (Orn.
klivaj ve poliadenilasyon spesifiklik faktori (CPSF), klivaj uyarma
faktorti (CstF), klivaj faktorleri 1 ve II (CF I ve CF II), poli(A)

polimeraz (PAP)) yoluyla poliadenilasyon veren sinyaller olarak
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burada tanimlanan poliadenilasyon sinyalleri de teknikte bilinir. Bu
baglamda konsensus poliadenilasyon sinyalleri, NN(U/T)ANA
konsensus sekansim igerebilir. Spesifik olarak poliadenilasyon
sinyalleri, su sckanslardan birini igerebilir: AA(U/T)AAA veva
A(U/THU/T)AAA (burada Uridin genellikle RNA i¢inde bulunur ve
timidin genellikle DNA i¢inde bulunur). Bazi durumlarda niikleik
asitlerde kullanilan poliadenilasyon sinyalleri, U3 snRNA'ya, US'e,
insan geni G-CSF'den poliadenilasyon isleme sinyaline veya SV40
poliadenilasyon sinyval sekanslarina karsilik gelmez. Ozellikle
vukaridaki poliadenilasyon sinyalleri bazi durumlarda bir antibiyotik
direng geni (veya baska bir raportor, marker veya secim geni),
ozellikle direng neo gen1 (neomisin fosfotransferaz) ile birlestirilemez.
Yukandaki poliadenilasyon sinyallerinden biri bazi durumlarda histon
sap ilmigi veya fare histon geni H2A614'ten histon sap ilmigi isleme

sinyali ile birlestirilemez.

[stemlerde tamimlandig gibi, meveut bulusun birinci yoniine uygun kit
veya parga kiti, NY-ESO-1, 5T4, surviving, MAGE-C1 ve MAGE-
C2'y1 veya bunlarm bir fragmanmmi sifreleyen nikleik asitler igerir,
Ayrica burada bir timdr antijeni veya bunun bir fragmanim,
varyantint veya tirevini igeren bir proteini veya bir peptidi

sifreleyebilen niikleik asit sekanslar agiklamr.

Tambdr antijenleri tercihen bir memeli, 6zellikle insan timodrinil (ormn.
sistemik veya kati tiimdr hastaliklarinda) karakterize eden (tiimor)
hiicrenin yiizeyi uzerinde bulunur. Tumor antijenleri ayrica normal bir
hilcreye kiyasla timor hiicrelerinde asirt eksprese edilen proteinler

arasimdan segilebilir. Ek olarak timor antijenleri ayrica kendiler: (veya
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baslangicta kendileri) dejenere olmayan (olmams olan), ancak tahmin
edilen tumorle baglantili olan huicreler i¢inde eksprese edilen
antijenler igerir, Tumdre besleme yapan damarlar veya bunlarin
(veniden) olusmasi ile baglantili antijenler, ozellikle
ncovaskillarizasyon ile baglantili antijenler, orn. buyiime faktorleri,
omegin VEGF, bFGF vb. de buraya dahildir. Bir timor ile baglantil
antijenler ayrica tipik olarak tumorlt olusturan hicrelerden veya
dokulardan gelen antijenler igerir. Ayrica bazi maddeler {(genellikle
proteinler veya peptitler), bir kanser hastaliindan (bilerek veya
bilmeden) muzdarip olan hastalarda eksprese edilir ve bunlar, ad:
gecen hastalarm viicut sivilarinda artan konsantrasyonlarda meydana
gelir. Bu maddeler ayrica "timdr antijenler1” olarak adlandirilr,
bununla birlikte bunlar, bir immim tepkisine neden olan bir madde
seklindeki kati1 anlamda antijenler degillerdir. Tumor antijenleri siifi
ayrica timore spesifik antijenler (TSA'lar) ve timorle baglantil
antijenler (TAA'lar) olarak ayrilabilir, TSA'lar sadece tiimor hitcreleri
tarafindan sunulabilir ve asla normal "saghklh" hiicreler tarafindan
sunulmaz. Bunlar tipik olarak tumore spesifik bir mutasyondan
kaynaklamir, Daha yaygin olan TAA'lar genellikle hem timor
hiicreleri hem saglikli hiicreler tarafindan sunulur. Bu antijenler fark
edilir ve antijen sunan hiicre, sitotoksik T hiicreleri tarafindan imha
edilebilir. Ek olarak timor antijenleri ayrica tUmorim yiizeyi tizerinde
orn. mutasyona ugramis bir reseptor formunda meydana gelebilir. Bu

durumda bunlar, antikorlar tarafindan fark edilir.

Ek olarak tumorle baglantili antijenler, ayrica melanosite spesifik
antijenler olarak adlandirilan dokuya spesifik antijenler, kanser-testis

antijenler1 ve timdre spesifik antijenler olarak siniflandirilabilir.
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Kanser-testis antijenleri tipik olarak ¢ok ¢esith  timorlerde
aktiflestirilebilen, germ ¢izgisi ile baglantili genlerin peptitler1 veya
proteinleri seklinde anlasilir, Insan kanser-testis antijenleri ayrica X
kromozomu Uzerinde sifrelenen ve CT-X antijenleri olarak
adlandirilan antijenler ve X kromozomu uizerinde sifrelenmeyen ve (X
harici CT antijenleri) olarak adlandirilan antijenler halinde tekrar
ayrilabilir. X kromozomu uizerinde sifrelenen kanser-testis antijenler
ornegin melanoma antijen genleri familyasini, bilinen adiyla MAGE
familyasim igerir. MAGE familyas1 genleri, paylasilan bir MAGE
homoloji alani (MHD) ile karakterize edilebilir. Bu antijenlerin her
biri, yvani melanosite spesifik antijenler, kanser-testis antijenleri ve
tumore spesifik antijenler, otolog hiicresel ve humoral immimn tepkisi
uyandirabilir. Buna gore burada tanimlandig gibi, ozellikle bulusa ait
kitin veya parga kitinin nukleik asit sekanslar tarafindan sifrelenen
timor antijeni tercihen melanosite spesifik bir antijen, bir kanser-testis
antijeni veya tumore spesifik antijenlerdir, tercihen bu, bir CT-X
antijeni, X harici CT antijenleri, bir CT-X antijeni i¢in bir baglanma
ortagl veya X harici CT antijeni i¢in bir baglanma ortag veya timore
spesifik bir antijen, daha fazla tercihen bir CT-X antijeni, X haric1 CT
antijeni i¢in bir baglanma ortagi veya tumore spesifik bir antijen

olabilir.

Belirli tercith edilen tumor antijenleri, 5T4, 707-AP, 9D7, AFP,
AlbZIP HPGI, alfa-5-beta-1-integrin, alfa-5-beta-6-integrin, alfa-
aktinin-4/m, alfa-metilasil-koenzim A rasemaz, ART-4, ARTCI1/m,
B7H4, BAGE-1, BCL-2, bcr/abl, beta-katenin/m, BING-4, BRCA1/m,
BRCA2/m, CA 15-3/CA 27-29, CA 19-9, CA72-4, CAIl25,
kalretikulin, CAMEL, CASP-8/m, katepsin B, katepsin L, CDI9,
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CD20, CD22, CD25, CDE30, CD33, CD4, CD52, CDS5S, CDSs6,
CD&0, CDC27/m, CDK4/m, CDKN2A/m, CEA, CLCA2, CML28,
CML66, COA-1/m, koaktosin benzeri protein, kolaj XXIII, COX-2,
CT-9/BRD6, Cten, siklin B1, siklin D1, cyp-B, CYPBI, DAM-10,
DAM-6, DEK-CAN, EFTUD2/m, EGFR, ELF2/m, EMMPRIN,
EpCam, EphA2, EphA3, ErbB3, ETV6-AMLI1, EZH2, FGF-5, FN,
Frau-1, G250, GAGE-1, GAGE-2, GAGE-3, GAGE-4, GAGE-5,
GAGE-6, GAGE7b, GAGE-8, GDEP, GnT-V, gpl00, GPC3,
GPNMB/m, HAGE, HAST-2, hepsin, Her2/neu, HERV-K-MEL,
HLA-A*0201-R171, HLA-A11/m, HLA-A2/m, HNE, homeobox
NKX3.1, HOM-TES-14/SCP-1, HOM-TES-85, HPV-E6, HPV-E7,
HSP70-2M, HST-2, hTERT, 1CE, IGF-1R, IL-13Ra2, IL-2R, IL-5,
olgun olmayan laminin reseptoril, kallikrein-2, kallikrein-4, Ki67,
KIAA0205, KIAA0205/m, KK-LC-1, K-Ras/m, LAGE-Al, LDLR-
FUT, MAGE-A1l, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-AS®6,
MAGE-A9, MAGE-A10, MAGE-A12, MAGE-B1, MAGE-B2,
MAGE-B3, MAGE-B4, MAGE-B5, MAGE-B6, MAGE-BIO,
MAGE-B16, MAGE-B17, MAGE-Cl, MAGE-C2, MAGE-C3,
MAGE-D1, MAGE-D2, MAGE-D4, MAGE-E|, MAGE-E2, MAGE-
F1, MAGE-H1, MAGEL2, mammaglobin A, MART-1/melan-A,
MART-2, MART-2/m, matris protemni 22, MCIR, M-CSF, ME1/m,
mezotelin, MGS0/PXDN, MMPI1, MN/CA IX antijeni, MRP-3,
MUC-1, MUC-2, MUM-1/m, MUM-2/m, MUM-3/m, miyosin sinifi
I/'m, NAS88-A, N-asetilglukozaminiltransferaz-V, Neo-PAP, Neo-
PAP/m, NFYC/m, NGEP, NMP22, NPM/ALK, N-Ras/m, NSE, NY-
ESO-B, NY-ESO-1, OAl, OFA-iLRP, OGT, OGT/m, OS-9, OS-9/m,
osteokalsin, osteopontin, pl5, pl90 mindr ber-abl, p53, pS53/m,
PAGE-4, PAI-1, PAI-2, PAP, PART-1, PATE, PDEF, Pim-1-Kinaz,
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Pin-1, Pml/PARalpha, POTE, PRAME, PRDXS5/m, prostein,
proteinaz-3, PSA, PSCA, PSGR, PSM, PSMA, PTPRK/m, RAGE-1,
RBAF600/m, RHAMM/CDI168, RU1, RU2, S-100, SAGE, SART-1,
SART-2, SART-3, SCC, SIRT2/m, Sp17, SSX-1, SSX-2/HOM-MEL-
40, SSX-4, STAMP-1, STEAP-1, survivin, survivin-2B, SYT-SSX-1,
SYT-SSX-2, TA-90, TAG-72, TARP, TEL-AMLI, TGFbeta,
TGFbetaRIl, TGM-4, TPI/m, TRAG-3, TRG, TRP-1, TRP-2/6b,
TRP/INT2, TRP-pg, tirosinaz, UPA, VEGFR1, VEGFR-2/FLK-1 ve
WT1’den olusan gruptan segilir. Bu timor antijenleri tercihen p53,
CA125, EGFR, Her2/neu, hTERT, PAP, MAGE-A1, MAGE-A3,
Mezotelin, MUC-1, GP100, MART-1, Tirosinaz, PSA, PSCA, PSMA,
STEAP-1, VEGF, VEGFRI1, VEGFR2, Ras, CEA veya WTl'den
olusan gruptan ve daha fazla tercihen PAP, MAGE-A3, WTI1 ve
MUC-1 arasindan seg¢ilebilir. Bu timor antijenleri tercihen MAGE-A 1
(0rn. M77481 erisim numarasina gore MAGE-Al), MAGE-A2,
MAGE-A3, MAGE-A6 (orn. NM 005363 erisim numarasina gore
MAGE-A6), MAGE-C1, MAGE-C2, melan-A (0rn. NM_005511
erisim numarasina gore melan-A), GPI00 (dom. M77348 erigim
numarasina gore GP100), tirosinaz (6rn. NM_000372  erigim
numarasina gore tirosinaz), survivin (orn. AF077350 erisim
numarasina gore survivin), CEA (6rn. NM_ 004363 erisim numarasina
gore CEA), Her-2/neu (orn. M11730 erisim numarasma gore Her-
2/meu), WTI1 (om. NM 000378 ecrisim numarasina gore WTI),
PRAME (6m. NM_ 006115 erisim numarasima gore PRAME), EGFRI
(epidermal biyiime faktore reseptoril 1) (orm. AF288738 erisim
numarasina gore EGFRI (epidermal buyime faktori reseptoril 1)),
MUCI, musin-1 (6rn. NM_002456 erisim numarasina gore musin-1),

SEC61G  (o6rn. NM_014302 erisim numarasma gore SEC61G),
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hTERT (6rm. NM_ 198253 erisim numarasina gore hTERT), 5T4 (om.
NM_ 006670 erisim numarasina gore 5T4), TRP-2 (orn. NM_ 001922
erigim numarasina gore TRP-2), STEAP1, PCA, PSA, PSMA, vb.'den

olusan gruptan scgilebilir.

Ek olarak tumodr antijenleri ayrica bir kanser veya timor hastalig,
ozellikle lenfoma veya lenfoma 1le baglantili bir hastalik ile baglantih
idiyotipik antijenler igerebilir, burada adi gecen idiyotipik antijen, bir
lenfoid kan hiicresinin bir imminoglobulin idiyotipi veya bir lenfoid

kan hiicresinin bir T hilcresi reseptori idiyotipidir.

Kanserin veya timor hastaliklarinin tedavisine yonelik timor antijenik
proteinleri tipik olarak memeli kaynaklh, tercihen insan kaynakh
proteinlerdir. Bunlarin, siijenin tedavisi i¢in sec¢ilmesi, tedavi edilecek
timorin tipine ve ilgili timoriin ekspresyon profiline baghdir. Prostat
kanserinden muzdarip bir insan orn. tercihen tipik olarak prostat
karsinomada eksprese edilen (veya asir1 eksprese edilen) ya da
spesifik olarak tedavi edilecek sujede asirt eksprese edilen bir timor
antijeni, orm. PSMA, PSCA ve/veya PSA'dan herhangi biri ile tedavi
edilir. Burada tamimlandigi gibi, ozellikle mevcut bulusun birinci
yonine gore bulusa ait kitin veya parga kitinin nikleik asitlerinin
kodlama bolgesi, bir mono-, di- veya hatta multi-cistronik niikleik asit
olarak, yani bir, 1ki veya daha fazla proteinin veya peptidin kodlama
sekanslarimi tasiyan bir nukleik asit olarak meydana gelebilir. Di- veya
hatta multi-cistronik nukleik asitlerdeki bu kodlama sekanslari, orn.
burada tarif edildigi gibi en az bir dahili ribozom giris sahas1 (IRES)
sckans1 ile veya birgok protein veya peptit igeren ortaya ¢ikan

polipeptidin klivajimi indikleyen sinyal peptitleri ile ayrilabilir.
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Mevcut agiklamaya gore burada tammlandig1 gibi, 6zellikle bulusa ait
kitin veya parca kitinin nitkleik asit sekanslari, bir timor antijeni veya
bunun bir fragmanini, varyantini veya tiirevini i¢eren bir peptidi veya
proteini sifreleyen bir kodlama bolgesi igerir. Tercihen sifrelenen
timor antijeni, histon olmayan bir protemndir. Mevcut bulus
baglamimda boyle bir histon proteim tipik olarak okaryotik hiicre
cekirdeginde bulunan ve DNA'y1 niitkleozomlar olarak adlandirilan
yapisal birimler halinde paketleyen ve siralayan, guglii sekilde alkalin
bir proteindir. Histone proteinleri, kromatinin baglica protein
bilesenleridir, etrafina DNA'min sarildigr makara gorevi gorir ve gen
regilasyonunda rol oynar. Histonlar olmadan kromozomlar i¢inde
sarilmamis DNA, cok uzun olacaktir (insan DNA'sinda uzunlugun
geniglige orani, bire 10 milyonun lizerindedir). Ornegin her insan
hiicresi, yaklasik 1.8 metre DNA'ya sahiptir, ancak histonlar Gizerine
sarildiginda bu yaklasik 90 milimetre kromatine sahiptir, bu ise mitoz
sirasinda ¢ogaldiginda ve yogustugunda, yaklasik 120 mikrometre
kromozom 1ile sonuglamir. Daha fazla tercthen mevcut bulus
baglaminda boyle bir histon proteini tipik olarak su baslica bes histon
sinifimmdan birinden segilen, yuksek oranda konserve edilmis bir
protein olarak tamimlanir: H1/HS, H2A, H2B, H3 ve H4"; tercihen
memeli histon, daha fazla tercihen insan histonlart veya histon
proteinleri arasindan segilir. Bu histonlar veya histon proteinler: tipik
olarak H2A, H2B, H3 ve H4 histonlarimi igeren gobek histonlar ve H1
ve HS histonlarnim igeren baglayici histonlar seklinde tamimlanan iki

siiper simif halinde organize edilir.

Bu baglamda baglayici histonlar tercihen beklemedeki bulusun

koruma kapsamindan ¢ikarilmis olup, tercihen memeli baglayici
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histonlar1, daha fazla tercthen insan baglayici histonlaridir ve tipik
olarak HIF dahil, ozellikle HIFO, HIFNT, HIFOO, HIFX ve HIH1
dahil, ozellikle HISTIHIA, HISTIHIB, HISTIHIC, HISTIHID,
HISTIHIE ve HISTIHIT dahil olmak tizere H1 arasindan segilir.

Ek olarak gobek histonlar, tercihen beklemedeki bulusun koruma
kapsamindan ¢ikarilmis olup, tercihen memeli gobek histonlari, daha
fazla tercihen insan gobek histonlaridir ve tipik olarak H2AF
dahil, ozellikle H2AFB1, H2AFB2, H2AFB3, H2AFJ, H2AFV,
H2AFX, H2AFY, H2AFY2, H2AFZ ve H2A1 dahil, ozellikle
HISTIHZAA, HISTIH2AB, HISTIH2AC, HISTIH2AD,
HISTI1H2AE, HISTI1H2AG, HIST1H2AI, HIST1H2AI,
HISTIH2AK, HIST1H2AL, HISTIH2AM ve H2A2 dahil, dzellikle
HIST2H2AA3, HIST2H2AC dahil olmak tizere H2A; H2BF dahil,
ozellikle H2BFM, H2BFO, H2BFS, H2BFWT H2BI1 dahil, 6zellikle
HISTIH2BA, HIST1H2BB, HISTIH2BC, HISTIH2BD,
HISTIH2BE, HISTIH2BF, HISTIH2BG, HIST1H2BH, HIST1H2BI,
HISTIH2BI, HISTIH2BK, HISTIH2BL, HISTIH2BM,
HIST1H2BN, HISTIH2BO, ve H2B2 dahil, dzellikle HIST2H2BE
dahil olmak uzere H2B; H3Al dahil, ozellikle HIST1H3A,
HIST1H3B, HISTIH3C, HISTIH3D, HISTIH3E, HISTIH3F,
HISTIH3G, HISTIH3H, HIST1H31, HISTIH3J ve H3A2 dahil,
ozellikle HIST2H3C ve H3A3 dahil, dzellikle HIST3H3 dahil olmak
tizere H3; H41 dahil, dzellikle HIST1H4A, HISTIH4B, HIST1H4C,
HISTIH4D, HISTIH4E, HISTI1H4F, HISTIH4G, HISTIH4H,
HISTIH41, HISTIH4J, HIST1H4K, HISTIH4L ve H44 dahil,
ozellikle HIST4H4 dahil olmak izere H4 ve H5 arasindan segilir.
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Mevcut agiklamaya gore burada tammlandig1 gibi, 6zellikle bulusa ait
kitin veya parca kitinin nitkleik asit sekanslari, bir timor antijeni veya
bunun bir fragmanini, varyantini veya tiirevini i¢eren bir peptidi veya
proteini sifreleyen bir kodlama bolgesi igcerir. Tercihen sifrelenmis
timor antijeni, raportor protein (orn. Lusiferaz, Yesil Fluoresan
Proteini (GFP), Giglendirilmis Yesim Flioresan Proteini (EGFP), 3-
Galaktosidaz) degildir ve marker veya seg¢im proteini (O0m. alfa-
Globin, Galaktokinaz ve Ksantin:guanin fosforibosil transferaz
(GPT)) degildir. Tercihen burada tanimlandigi gibi, 6zellikle bulusa
ait kitin veya parga kitinin nitkleik asit sekanslar, bir (bakteriyel)
antibiyotik direng geni, ozellikle bir neo geni sekansi (Neomisin
diren¢ geni) veya CAT geni sekans1 (kloramfenikol asetil transferaz,

kloramfenikol direng¢ geni) ihtiva etmez.

Yukarida tamimlandigi gibi, ozellikle bulusa ait kitin veya parga
kitinin niikleik asitleri, digerlerinin yani sira, a) bir timor antijeni veya
bunun bir fragmanim, varyantim veya tirevini iceren bir peptidi veya
proteini sifreleyen bir kodlama bolgesi; b) en az bir histon sap-ilmigi,
ve c¢) tercthen adi gegen sfrelenmis peptidin veya proteinin
ekspresyonunu arttirmak ig¢in bir poli(A) sekansi igerir veya bunlar
igin kodlama yapar; burada sifrelenmis peptit veya protein tercihen
yukarida tanimlandigi gibi histon proteini degildir, raportor protein
degildir ve/veya marker veya segim proteini degildir. Adi gegen
nitkleik asitlerin b) ila ¢} elemanlari, nikleik asitler i¢inde herhangi bir
sirada meydana gelebilir, yani a), b) ve ¢) elemanlari, nukleik asit
sekansinda 5' 'ten 3' 'e dogrultuda a), b) ve c) sirasiyla meydana
gelebilir, burada niikleik asit ayrica en az 10 sitiklin nukleotidi igeren

bir poli(C) sekansi igerir veya bunun i¢in kodlama yapar. Bir 5'-CAP
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yapis1, stabilizasyon sekanslan, IRES sekanslari, vb. gibi burada tarif
edilen baska elemanlar da bulunabilir. Burada tamimlandigr gibi,
ozellikle bulusa ait kitin veya parga kitinin niikleik asitlerinin a)'dan
¢)'ve kadar olan elemanlarimin her biri, Ozellikle di- veya multi-
cistronik yapilarda a) ve/veya b) ve c¢) elemanlarinin her biri, daha
fazla tercihen b) elemam da en az bir kez, tercihen 1ki veya daha fazla
kez ad1 gegen nikleik asitlerde tekrar edilebilir. Ornek olarak burada
tarif edilen niikleik asitler, a), b) ve istege bagh olarak c) sekans
elemanlarini, orn. asagidaki sirada igerebilir:

5' - kodlama bblgesi - histon sap-i1lmigi - poli(A) sekansi - 3'; veya

5" - kodlama bolgesi - histon sap-1lmigi - poliadenilasyon sinyali - 3';
veya

5' - kodlama bolgesi - poli(A) sekansi - histon sap-1lmigi - 3'; veya

5' - kodlama bolgesi - poliadenilasyon sinyali - histon sap-ilmigi - 3';
veya

5" - kodlama bbdlgesi - kodlama bolgesi - histon sap-ilmigi -
poliadenilasyon sinyali - 3"; veya

5' - kodlama bdlgesi - histon sap-ilmigi - histon sap-ilmigi - poli{A)
sckansi - 3'; veya

5' - kodlama bolgesi - histon sap-ilmigi - histon sap-ilmigi -

poliadenilasyon sinyali - 3'; vb.

Bu baglamda burada tanimlandigi gibi, 6zellikle bulusa ait kitin veya
parca kitinin nitkleik asit sekanslarinin, digerlerinin yani sira, a) bir
timor antijeni veya bunun fragmanini, varyantim veya tirevini igeren
bir peptidi veya proteini sifreleyen bir kodlama bodlgesi; b) burada
tanimlandig1 gibi en az bir histon sap-ilmigi, ve c) tercihen adi gegen

sifrelenmis peptidin veya proteinin ekspresyon diizeyini arttirmak igin
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bir poli(A) sekans1 igermesi Ozellikle tercih edilir, buradak:
sifrelenmig protein tercihen histon proteini, raportdr protein (Orn.
Lusiferaz, GFP, EGFP, [(-Galaktosidaz, ozellikle EGFP) ve/veya
marker veya secim proteini (orn. alfa-Globin, Galaktokinaz ve

Ksantin:Guanin fosforibosil transteraz (GPT)) degildir.

Birinci yonin baska bir tercih edilen diizeneginde burada tanimlandig
gibi, ozellikle bulusa ait kitin veya parca kitinin nuikleik asit sekanslari

ayrica modifiye edilmis niikleik asitler formunda meydana gelebilir.

Bu baglamda burada tanimlandigr gibi, ozellikle bulusa ait kitin veya
parca kitinin nikleik asit sekanslari, bir "stabilize nukleik asit",
tercihen bir stabilize RNA, daha fazla tercihen in vivo degradasyona
(orn. bir ekso- veya endo-nitkleaz tarafindan) esasen direngli bir RNA
saglayacak sekilde modifiye edilebilir. Bir stabilize niikleik asit, orn.
bulusa ait niikleik asit sekansinin kodlama bolgesinin G/C igeriginin
modifikasyonu yoluyla, nukleotit analoglarinin (0rn.  omurga
modifikasyonlarna, seker modifikasyonlarma veya baz
modifikasyonlarma sahip nitkleotitlerin) sokulmasi yoluyla veya
bulusa ait nukleik asit sekansimin 3'- ve/veya 5'- translasyon
vapilmams bolgesine stabilizasyon sekanslarinin sokulmasi yoluyla

elde edilebilir.

Yukarida bahsedildigi gibi burada tamimlanan nukleik asit sekanslar,
nitkleotit analoglari/modifikasyonlari, om. omurga modifikasyonlari,
seker modifikasyonlar1 veya baz modifikasyonlar1 ihtiva edebilir.
Mevcut bulus baglaminda bir omurga modifikasyonu, burada

tantmlanan adi gegen nikleik asit sekanslant iginde bulunan
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nitkleotitlermm omurgasiin fosfatlarmin kimyasal olarak modifiye
edildigi bir modifikasyondur. Mevcut bulusla baglantih olarak bir
seker modifikasyonu, burada tamimlanan niikleik asit sekanslarinin
nukleotitlerinin sekerinin kimyasal bir moditikasyonudur. Ek olarak
mevcut bulusla baglantili olarak bir baz modifikasyonu, niikleik asit
sekanslarinin nukleik asit molekullinin nukleotitlerinin baz yarimmmnm
kimyasal bir modifikasyonudur. Bu baglamda nilkleotit analoglan
veya modifikasyonlar: tercihen transkripsiyon ve/veya translasyon igin

uygulanabilen niikleotit analoglar: arasindan segilir.

Mevcut bulusun birinci  yoniinin  ozellikle tercih edilen bir
diizeneginde burada tamimlanan nikleotit analoglar/modifikasyonlan,
sifrelenen proteinin ekspresyonunu ilave olarak arttiran ve tercihen 2-
amino-6-kloropurinribosid-5'-trifosfat, 2-aminoadenosin-5'-trifosfat,
2-tiyositidin-5'-trifosfat,  2-tiyolridin-5'-trifosfat,  4-tiyouridin-5'-
trifosfat, S-aminoallilsitidin-5'-trifosfat, 5-aminoalliliridin-5'-trifosfat,
5-bromositidin-5'-trifosfat, 5-bromoiiridin-5'-trifosfat, 5-1yodositidin-
5'-trifosfat, 5-iodolridin-5'-trifosfat, 5-metilsitidin-5"-trifosfat, 5-
metilaridin-5'-trifosfat, 6-azasitidin-5'-trifosfat, 6-azatiridin-5'-
trifosfat, 6-kloropurinribosid-5'-trifosfat, 7-deazaadenosin-5'-trifosfat,
7-deazaguanosin-5'-trifosfat, 8-azaadenosin-5'-trifosfat, 8-
azidoadenosin-5'-trifosfat,  benzimidazol-ribosid-5'-trifosfat, = NI-
metiladenosin-5'-trifosfat, N1-metilguanosin-5'-trifosfat, N6-
metiladenosin-5'-trifosfat, O6-metilguanosin-5'-trifosfat,
pseudouridin-5'-trifosfat  veya puromisin-5'-trifosfat, ksantosin-5'-
trifosfat arasindan seg¢ilen baz modifikasyonlar1 arasindan seg¢ilir. Baz
modifikasyonlar1 igin 5-metilsitidin-5'-trifosfat, 7-deazaguanosin-5'-

trifosfat, 5-bromositidin-5'-trifosfat ve psddotiridin-5'-trifosfattan
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olusan baz modifiye edilnus nitkleotit grubundan secilen nukleotitler

ozel olarak tercih edilir.

Bagka bir duzenege gore burada tanimlandigi gibi, 6zellikle bulusa ait
kitin veya parca kitinin nukleik asit sekanslari, bir lipit moditikasyonu
ithtiva edebilir. Lipit modifikasyonlu boyle bir niikleik asit tipik olarak
burada tanimlandigi gibi bir nuikleik asit icerir. Burada tanimlandig
gibi adi gecen nikleik asit sekanslarinin lipit ile modifiye edilmis
niikleik asit boyle bir nitkleik asidi tipik olarak ayrica bu niikleik asit
molekillil ile kovalent gekilde baglanmis en az bir baglayict ve ilgili
baglayici 1le kovalent sekilde baglanmus en az bir lipit igerir.
Alternatif olarak lipit 1le modifiye edilmig niuikleik asit molekuli,
burada tamimlandig gibi en az bir nitkleik asit molekull ve bu nukleik
asit molekill ile kovalent sekilde (bir baglayict olmadan) baglanms
en az bir (iki fonksiyonlu) lipit i¢erir. Uglincil bir alternatife gore lipit
ile modifiye edilmis niikleik asit molekiilii, burada tanimlandig gibi
bir nukleik asit molekulu, bu niikleik asit molekulili ile kovalent
sekilde baglanmis en az bir baglayici ve ilgili baglayici ile kovalent
sckilde baglanmus en az bir lipit ve ayrica bu nikleik asit molekulu ile
kovalent sekilde (bir baglayici olmadan) baglanmis en az bir (iki
fonksiyonlu) lipit igerir. Bu baglamda lipit modifikasyonunun, bulusa
ait lineer bir nitkleik asit sekansimin terminal uglarinda bulunmas:

ozellikle tercih edilir.

Bulusun birinci yonuniin tercih edilen baska bir diizenedine gore,
burada tamimlandig1 gibi, ozellikle bulusa ait kitin veya parga Kitinin

nitkleik asit sekansi, 6zellikle (m)RNA'lar olarak saglandiysa, bilinen
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adiyla bir "5" CAP" yapisi1 ilave edilerek RNaz'lar tarafindan

degradasyona karsi stabilize edilebilir.

Bulusun birinci yonune gore, burada tamimlandigi gibi, ozellikle
bulusa ait kitin veya parga kitinin nikleik asit sckanslari, en az 10
sitidinlik, tercihen en az 20 sitidinlik, daha fazla tercihen en az 30
sitidinlik bir sekans (bilinen adiyla "poli{C) sekans1") ile modifiye
edilir. Ozellikle ad1 gegen niikleik asit sekanslari, tipik olarak yaklasik
10 ila 200 sitidin nitkleotitlik, tercthen vaklagik 10 ila 100 sitidin
nitkleotitlik, daha fazla tercihen yaklasik 10 ila 70 sitidin niikleotitlik
veya hatta daha fazla tercihen yaklasik 20 ila 50 veya hatta 20 1la 30
sitidin nitkleotitlik bir poli(C) sekans1 ithtiva edebilir veya bunun i¢in
kodlama yapabilir. Bu poli(C) sekansi tercihen adi gecen nukleik
asitler, ozellikle mevcut bulusun birinci yoniune gore bulusa ait kit
veya parga kitinin niikleik asitleri i¢inde bulunan kodlama bélgesinin

3" Yine konumlandarilar.

Mevcut bulusun ozellikle tercith edilen bir duzeneginde bir tiumor
antijeni veya bunun bir fragmanm, varyantini veya tirevini igeren en
az bir peptidi veya proteini sifreleyen, burada tanimlandigi gibi bulusa
ait nitkleik asit sekansinin kodlama bdlgesinin G/C igerigi, bunun dzel
vahgi tip kodlama bolgesinin, yani modifiye edilmemis kodlama
bolgesinin  G/C  igerigine kiyasla modifiye edilmis, ozellikle
arttinlmistir. Kodlama bolgesinin sifrelenmis amino asit sekansi, 0zel
vahsi tip kodlama bolgesinin kodlanmig amino asit sekansma kiyasla

tercihen modifiye edilmemistir.

Burada tanimlandig1 gibi, dzellikle bulusa ait kitin veya parga kitinin
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nitkleitk asit sekanslarimin  kodlama bbdlgesinin  G/C  1geriginin
modifikasyonu, translasyon yapilacak bir mRNA  bolgesinin
sekansinin, bu mRNA'nin verimli translasyonu igin 6nemli oldugu
gergegine dayanir. Boylelikle g¢esitli nitkleotitlerin kompozisyonu ve
sckans1 onemlidir. Ozellikle G {guanosin)/C (sitosin) i¢erii artms
olan mRNA sekanslari, A (adenosm)/U (urasil) icerigi artmis olan
mRNA sekanslarindan daha stabildir. Bulusa gore kodlama bolgesinin
kodonlar1 boylelikle bunun wvahsi tip kodlama bolgesine kiyasla
degistirilirken translasyon vapilmig amino asit sckansi, arttirilmig
miktarda G/C niikleotidi igerecek sekilde korunur. Birka¢ kodonun,
bir ve aymi amino asit i¢in kodlama yaptig1 (bilinen adiyla genetik
kodun dejenerasyonu) olgusu baglaminda stabilite i¢in en istenilen

kodonlar belirlenebilir (bilinen adiyla alternatif kodon kullanimi).

Burada tanimlandig1 gibi, 6zellikle bulusa ait kitin veya parga kitinin
nitkleik asit sekanslarinin kodlama bodlgesi tarafindan sifrelenen amino
aside bagh olarak nukleik asit sekansimn, Oorn. kodlama bolgesinin
bunun vahsi tip kodlama bolgesine kiyasla modifikasyonu igin ¢esitli
olasiliklar vardir. Sadece G veya C nitkleotitlert thtiva eden kodonlar
tarafindan sifrelenen amino asitler s6z konusu oldugunda kodonda
higbir modifikasyon gerekmez. Boylelikle Pro’ya (CCC veya CCG),
Arg’ye (CGC veya CGQG), Ala’ya (GCC veya GCQG) ve Gly’ye (GGC
veya GGG) yonelik kodonlar, A veya U bulunmadigindan

modifikasyon gerektirmez.

Buna karsilik A ve/veya U nikleotitleri ihtiva eden kodonlar, aym

amino asitler igin kodlama yapan, ancak A ve/veya U ihtiva etmeyen
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baska kodonlarm ikames1 suretiyle modifiye edilebilir. Bunlarm
ornekler1 sunlardir:

Pro’ya ait kodonlar, CCU veya CCA’dan CCC veya CCG seklinde
modifiye edilebilir;

Arg’ye ait kodonlar, CGU veya CGA veya AGA veya AGG’den CGC
veya CGG seklinde modifiye edilebilir;

Ala’ya ait kodonlar, GCU veya GCA’dan GCC veya GCG seklinde
modifiye edilebilir;

Gly’ye ait kodonlar, GGU veya GGA’dan GGC veya GGG seklinde
modifive edilebilir.

Diger durumlarda A veya U nikleotitleri, kodonlardan elimine
edilememekle birlikte daha dusik A ve/veya U nukleotidi igerigl
ihtiva eden kodonlar kullamlarak A ve U igeriginin azaltilmasi
miimkiin olur. Bunlarin 6rnekleri sunlardir:

Phe’ye ait kodonlar, UUU’dan UUC seklinde modifiye edilebilir;
Leu’ya ait kodonlar, UUA, UUG, CUU veya CUA’dan CUC veya
CUG seklinde modifiye edilebilir;

Ser’ye ait kodonlar, UCU veya UCA veya AGU’dan UCC, UCG veya
AGC seklinde modifiye edilebilir;

Tyr’ye ait kodon, UAU’dan UAC seklinde modifiye edilebilir;

Cys’ye ait kodon, UGU’dan UGC seklinde modifiye edilebilir;

His’ye ait kodon, CAU’dan CAC seklinde modifiye edilebilir;

Gln’ye ait kodon, CAA’dan CAG seklinde modifiye edilebilir;

Ile’ye ait kodonlar, AUU veya AUA’dan AUC seklinde modifiye
edilebilir;

Thr’ye ait kodonlar, ACU veya ACA’dan ACC veya ACG seklinde
modifiye edilebilir;
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Asn’ye ait kodon, AAU’dan AAC seklinde modifiye edilebilir;

Lys’ye ait kodon, AAA’dan AAG seklinde modifiye edilebilir;

Val’ye ait kodonlar, GUU veya GUA’dan GUC veya GUG seklinde
modifiye edilebilir;

Asp’ye ait kodon, GAU’dan GAC seklinde modifiye edilebilir;

Glu’ye ait kodon, GAA’dan GAG seklinde modifive edilebilir;
durdurma kodonu UAA, UAG veya UGA seklinde modifiye edilebilir.

Diger taraftan Met (AUG) ve Trp (UGG) kodonlarimin durumunda

sekans modifikasyonu imkani yoktur,

Yukarida siralanan ikameler, tek tek veya burada tammlandig gibi
bulusa ait nitkleik asit sekansinin kodlama bolgesinin G/C igerigini,
bunun 6zel vahsi tip kodlama bodlgesine (yani orijinal sekansa) kiyasla
arttirmak i¢in biitiin olas1 kombinasyonlarda kullanilabilir. Bu nedenle
ornegin vahsi tip sekansta meydana gelen Thr’ye ait tim kodonlar,

ACC (veya ACG) seklinde modifiye edilebilir.

Yukaridaki baglamda mRNA kodonlar1 gosterilir. Bu nedenle bir
mRNA i¢inde bulunan tridin ayrica 6zel mRNA i¢in kodlama yapan

ilgili DNA i¢inde timidin olarak var olabilir.

Tercihen burada tanimlandig1 gibi bulusa ait niikleik asit sekansinin
kodlama bolgesinin G/C i¢erigi, vahsi tip kodlama bolgesinin G/C
icerigine kiyasla en az %7, daha fazla tercihen en az %135, ozellikle
tercihen en az %20 oraninda artnustir. Spesifik bir dizenege gore, bir
timor antijeni veya bunun bir fragmanini, varyantini veya tirevini

igeren en az bir peptidi veya proteini sifreleyen kodlama bolgesi
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1gindeki 1kame edilebilir kodonlarim en az %S5, %10, %20, %30, %40,
%50, %60, daha fazla tercihen en az %701, hatta daha fazla tercihen
en az %80'1 ve en fazla tercihen en az %90, %95 veya hatta %100,
ikame edilir, boylelikle adi gecen kodlama bolgesinin G/C igerigl

arttirilir.

Bu baglamda, burada tanimlandig1 gibi, dzellikle bulusa ait kitin veya
parca kitinin niikleik asit sekanslarimin kodlama bolgesinin G/C
igeriginin, vahsi tip kodlama bolgesine kiyasla maksimuma (yani
ikame edilebilir kodonlarm 9%100) ¢ikarilmas: ozellikle tercih

edilebilir.

Bulusa gore bir timor antijeni veya bunun bir fragmanini, varyantin
veya tlrevini igeren en az bir peptidi veya proteini sifreleyen, burada
tanimlandid gibi, ozellikle bulusa ait kitin veya parg¢a kitinin nikleik
asit sckanslarma ait kodlama bodlgesinin tercih edilen baska bir
modifikasyonu, translasyon verimliliginin ayrica hiicreler i¢inde
tRNA'larin meydana gelmesinde farkli bir frekans ile belirlendigine
dair bulguya dayanir. Boylelikle bilinen adiyla “nadir kodonlar”, ad
gecen nukleik asit sekanslarinin kodlama bolgesi iginde arttirilmis bir
dereceye kadar mevcut 1se karsihik gelen modifiye edilmis nukleik asit
sekansi, nispeten “sik” tRNA’lar1 kodlayan kodonlarin mevcut oldugu

durumdan anlaml diizeyde daha zayif derecede translasyon yapilir.

Bu baglamda, burada tanimlandig1 gibi, ozellikle bulusa ait kitin veya
parca kitinin niikleik asit sekanslarinin kodlama bolgesi tercihen hiicre
iginde nispeten nadir olan bir tRNA ig¢in kodlama yapan vahsi tip

sekansinin en az bir kodonu, hiicre iginde nispeten sik olan bir tRNA
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icin kodlama yapan ve nispeten nadir tRNA ile aym1 amino asidi
tasiyan bir kodon ile degistirilecek sekilde, karsilik gelen vahsi tip
kodlama bolgesine kiyasla modifiye edilir. Bu modifikasyon
sayesinde adi gegen nukleik asit sekanslarinim kodlama bolgesi, bunlar
icin siklikla meydana gelen tRNA'larin mevcut oldugu kodonlar
sokulacak sekilde modifiye edilir. Baska bir deyisle, bulusa gore, bu
modifikasyon vasitasiyla vahsi tip kodlama bolgesinin, hilcre i¢inde
nispeten nadir olan bir tRNA’y1 kodlayan buitin kodonlari, her
durumda hiicre i¢inde nispeten sik olan bir tRNA’yv1 kodlayan ve her
durumda nispeten nadir tRNA ile ayn1 amino asidi tagiyan bir kodonla

degistirilebilir.

Hangi tRNA’larin hiicre icinde nispeten sik meydana geldigi ve buna
karsilik hangilerinin nispeten nadir oldugu, teknikte uzman kisilerce
bilinir; bakimmz orn. Akashi, Curr. Opin. Genet. Dev. 2001, 11 (6):
660-666. Belirli amino asit igin en stk meydana gelen tRNA’y1
kullanan kodonlar, orn. (insan) hiicresinde en sik meydana gelen

tRNA’y1 kullanan Gly kodonu 6zellikle tercih edilir.

Bulusa gore burada tamimlandigi gibi, ozellikle bulusa ait kitin veya
parga kitinin nilkleik asit sekansmin kodlama bblgesinde artmus,
ozellikle maksimize edilmis olan swrali G/C igeriginin, adi gecen
nikkleik asit sekanslarnmin kodlama bolgesi tarafindan sifrelenen
peptitlerin veya proteinlerin amino asit sekansini modifiye etmeden
"sik" kodonlar ile birlestirilmesi ozellikle tercih edilebilir, Bu tercih
edilen diizenek, burada tanmimlandigi gibi ozellikle verimli sekilde
translasyon yapilmig ve stabilize edilmis (modifiye edilmis) niikleik

asit sckanslarinin saglanmasina izin verir,
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Bulusun birinci yonuniin tercih edilen bagka bir dilzenegine gore,
burada tamimlandigr gibi, 0zellikle bulusa ait kitin veya parca kitinin
nikleik asit sekansi, tercihen ek olarak en az bir 5' ve/veya 3' stabilize
edict sekansa sahiptir. 5" ve/veya 3' translasyon yapilmamus
bolgelerdeki bu stabilize edici sckanslar, nukleik asidin, ozellikle
sitosol 1i¢cimdeki mRNA'nmn yar1 dmriniin arttirilmasi etkisine sahiptir.
Bu stabilize edici sekanslar, viriisler, bakteriler ve oOkaryotlar
icerisinde meydana gelen ve ayrica kismen veya butunityle sentetik
olabilen, dogal yollarla meydana gelen sekanslar ile %100 sekans
0zdesligine sahip olabilir. Orn., Homo sapiens veya Xenopus
laevis’ten (alfa-)globin geninin translasyon yapilmanus sekanslari
(UTR), mevcut bulusta stabilize edilmis bir nitkleik asit 1i¢in
kullanilabilecek stabilize edici sekanslara ornek olarak verilebilir.
Stabilize edici bir sekansin baska bir ornegi,
(C/UYCCAN,CCC(U/A)Py,UC(C/UYCC genel formuliine sahiptir ki
bu, bir (alfa-)globin, tip(l)-kolajen, 15-lipoksijenaz veya tirosin-
hidroksilazi kodlayan c¢ok stabil RNA’larin 3’-UTR’sinde bulunur
(bakmmiz Holcik ve arkadaslari, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997, 94:
2410'dan 2414'¢c). Bu stabilize edici sckanslar suiphesiz tek baslarina
veya birbirler1 ile kombinasyon halinde ve ayrica teknikte uzman
kisilerce bilinen diger stabilize edici sekanslar ile kombinasyon
halinde kullanilabilir. Bu baglamda alfa globin geninin 3' UTR
sekansinin, bir timor antijent veya bunun bir fragmanimi, varyantini
veya turevini igeren en az bir peptidi veya proteini sifreleyen, burada
tammmlandig1 gibi, ozellikle mevcut bulusun birinci yonune gore
bulusa ait kitin veya parg¢a Kkitinin nukleik asit sekanslari iginde
bulunan kodlama bolgesinin 3' Tine konumlanmasi ozellikle tercih

edilir.
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Bazlarin 1kameleri, ilaveleri veya eliminasyonlar1 tercithen burada
tanimlandi@ gibi, ozellikle bulusa ait kitin veya par¢a kitinin nukleik
asit sekanslan ile, nuikleik asit sekansinin hazirlanmasina yonelik bir
DNA matrist kullanilarak, iy1 bilinen sahaya yonelik mutajenez
tekniklernn 1le veya bir oligonukleotit ligasyon stratejisi  ile
gerceklestirilir (bakimiz orn. Maniatis ve arkadaslari, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
3rd ed., Cold Spring Harbor, NY, 2001).

Yukaridaki modifikasyonlardan biri, burada tanimlandigi gibi bulusa
ait kitin veya parca kitinin niuikleik asit sekanslarina ve ayrica mevcut
bulug baglaminda kullanilan bir nukleik aside uygulanabilir ve uygun
veya gerekli ise, herhangi bir kombinasyonda birbirleri ile
birlestirilebilir, ancak bu modifikasyon kombinasyonlarinin, ilgili
nikleik asit iginde birbirlerine miidahale etmemeleri gerekir. Bu

konuda uzman bir kisi, se¢cimini buna gore yapabilecektir.

Burada tanimlandigi gibi, ozellikle burada tamimlandig gibi mevcut
bulusa uygun bulusa ait kitin veya parga kitinin nukleik asit
sekanslari, orn. kati faz sentezi gibi sentetik yontemlerin yani sira in
vitro yontemler, drnegin in vitro transkripsiyon reaksiyonlar1 veya in
vivo reaksiyonlar, ornegin in vivo DNA plazmidlerinin bakteriler
icinde c¢ogaltilmas1 dahil olmak tzere, teknikte bilinen herhangi bir

yontem kullanilarak hazirlanabilir.

Boyle bir proseste burada tanimlandigi gibi, 6zellikle bulusa ait kitin
veya parga kitinin niikleik asit sekanslarinin hazirlanmasi igin,

ozellikle nukleik asit, bir mMRNA formunda 1se karsilik gelen bir DNA
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molekila, in vitro transkripte edilebilir. Bu DNA matrisi tercihen m
vitro transkripsiyon i¢in uygun bir promoter, om. bir T7 veya SP6
promoteri igerir, bunu ise hazirlanacak nukleik asit molekulil, orn.
mRNA i¢in arzu edilen nukleotit sekansit ve in vitro transkripsiyon
igin bir sonlandirma sinyali takip eder. S0z konusu en az bir RNA
matrisini olusturan DNA molekul, fermentatif proliferasyon ve
ardindan bakterilerde replike edilebilecek bir plazmidin pargas: olarak
izolasyon yoluyla hazirlanabilir. Mevcut bulus icin uygun seklinde
bahsedilebilecek plazmidler, orn. pT7Ts plazmidleri (GenBank erigim
numarast U26404; Lai ve arkadaslari, Development 1995, 121:
2349'dan 2360'a), pGEM® serisi, orn. pGEM®-1 (GenBank erisim
numarast X65300; Promega'dan) ve pSPé64'tur (GenBank erisim
numarast X65327); bakimiz ayrica Mezei and Storts, Purification of
PCR Products, in: Griffin and Griffin (ed.), PCR Technology: Current
Innovation, CRC Press, Boca Raton, FL, 2001.

Burada tanimlandig: gibi nukleik asit sekanslarmin yani sira adi gecen
nukleik asit sekanslar tarafindan sifrelenen proteinler veya peptitler,
bu sckanslarin  fragmanlarmi veya varyantlarm igerebilir. Bu
fragmanlar veya varyantlar tipik olarak yukarida bahsedilen nukleik
asitlerden bir ile veya bulusa ait nitkleik asit sekansi tarafindan
sifrelenmig ise, proteinlerin veya peptitlerin veya sekanslarin biri ile,
niikleik asit dilzeyinde veya amino asit diizeyinde, bitin vahsi tip
sekansa gore en az %S5, %10, %20, %30, %40, %50, %60, tercihen en
az %70, daha fazla tercihen en az %80, esit sekilde daha fazla tercihen
en az %85, hatta daha fazla tercihen en az %90 ve en fazla tercihen en
az %95 veya hatta %97, %98 veya %99 oraninda sckans 0zdesligine

sahip bir sekans igerebilir.
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Mevcut bulus baglaminda (6rn. burada tamimlandigr gibi, dzellikle
bulusa ait kitin veya parca kitinin nukleik asit sekanslan tarafindan
sifrelenen) proteinlerin veya peptitlerin "fragmanlar1”, amino asit
sekans1 (veya bunun sifrelenmis nukleik asit molekulil) baglaminda,
orijinal (dogal) proteinin amino asit sckansina (veya bunun sifrelenmis
nukleik asit molekilune) kiyasla N terminalinden, C terminalinden
ve/veya sekans i¢inden kesilmig/kisaltilmus, burada tanimlandigi gibi
bir protein veya peptit sekansi igerebilir. Bu kesme boylelikle amino
asit diizeyinde veya karsilik gelen sekilde niikleik asit diizeyinde
meydana gelebilir. Burada tanimlandigi gibi boyle bir fragmana gore
bir sekans 0zdeshigi bu nedenle tercihen burada tamimlandigr gibi
bitun proteine veya peptide veya bodyle bir protemnin veya peptidin
tim (kodlayic1) nuikleik asit molekiiline karsilik gelebilir. Benzer
sekilde mevcut bulus baglaminda niikleik asitlerin "fragmanlan",
nikleik asit molekilli ag¢isindan, orijinal (dogal) niikleik asit
molekilliine kiyasla 5', 3' ve/veya sekans iginden kesilmis/kisaltilmis,
burada tamimlandigi gibi bir nuikleik asit sekansi icerebilir. Burada
tanimlandig1 gibi boyle bir fragmana gore bir sekans 0zdesligi bu
nedenle tercihen burada tammlandigi gibi butin nitkleik aside karsilik
gelir ve tercih edilen sekans 6zdesligi duzeyi tipik olarak burada
gosterildigi gibidir. Fragmanlar, tam uzunlukta dogal peptide veya
proteine, orn. bunun spesifik antijenik veya terapotik Ozelligine
kiyasla, (uygun bir fonksiyonel deneyde, orn. bir immimolojk
reaksiyonu, orm. (immin reaksiyonun bir gostergesi olarak) uygun bir
sitokinin ekspresyonunu ve/veya salgilanmasini 6lgen, 0rn. uygun bir
deney sistemi ile antijenik 0zelligi degerlendiren bir deneyde
olgilduginde) dogal tam wuzunlukta protein ile ayni biyolojik

fonksiyona veya spesifik aktiviteye sahiptir veya bunun bir aktivitesini
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en az %350, daha fazla tercihen en az %70, hatta daha fazla tercihen en
az %90 oranmda muhafaza eder. Buna gore tercih edilen bir
diizeneckte "fragman", tam uzunlukta (dogal yoldan meydana gelen)
tumor antijenik proteinin, burada gosterildigi gibi immin sisteme

tiumor antijenik 6zellikler veren bir kisnudir.

Mevcut bulus baglaminda (orn. burada tammlandigi gibi, ozellikle
bulusa ait kitin veya parga kitinin nuikleik asit sekanslar1 tarafindan
sifrelenen) proteinlerin veya peptitlerin fragmanlar1 ayrica burada
tammmlandigr gibi bir proteinin veya peptidin, yaklagik 6 ila yaklasik
20 veya hatta daha fazla amino asitlik bir uzunluga sahip bir sekansin,
om. MHC simf 1 molekiilleri tarafindan islenen ve sunulan, tercihen
yaklasik 8 ila yaklasik 10 amino asitlik, 6rm., 8, 9 veya 10 (veya hatta
6, 7, 11 veya 12 amino asitlik} bir uzunluga sahip fragmanlar veya
MHC smif II molekilleri tarafindan islenen ve sunulan, tercihen
yaklasik 13 veya daha fazla amino asitlik, orn. 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20 veya hatta daha fazla amino asitlik bir uzunluga sahip
fragmanlar igerebilir, buradaki bu fragmanlar, amino asit sckansimin
herhangi bir kismindan segilebilir. Bu fragmanlar tipik olarak T
hiicreleri tarafindan, peptit fragmanindan ve bir MHC molekiilinden
olusan bir kompleks formunda tanmir, yani fragmanlar tipik olarak
dogal formlarinda taminmaz. Burada tamimlandigi gibi proteinlerin
veya peptitlerin fragmanlar, bu proteinlerin veya peptitlerin en az bir
epitopunu igerebilir. Ek olarak bir proteinin sahalarimin, 6rmegin hiicre
dist sahasi, hilcre igi sahasi veya transmembran sahasinin ve bir
proteinin kisaltilmis veya kesilmis versiyonlarinin da bir proteinin bir

fragmanini igerdigi anlasilabilir.
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Burada tammlandigi gibi (6rn. burada tanimlandigi gibi bulusa ait
nikleik asit sekans1 tarafindan sifrelenen) proteinlerin veya peptitlerin
fragmanlar1 ayrica bu proteinlerin veya peptitlerin epitoplarini
igerebilir. Mevcut bulus baglaminda proteinlerin T hiicresi epitoplari
veya pargalart, tercthen vaklasik 6 1la yaklasik 20 veya hatta daha
fazla amino asitlik bir uzunluga sahip fragmanlari, 6rn. MHC smuf 1
molekulleri tarafindan islenen ve sunulan, tercihen yaklagik 8 ila
yaklasik 10 amino asitlik, orn., 8, 9 veya 10 (veya hatta 11 veya 12
amino asitlik) bir uzunluga sahip fragmanlari veya MHC siuf II
molekillleri tarafindan islenen ve sunulan, tercihen yaklagik 13 veya
daha fazla amino asitlik, orn. 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 veya hatta
daha fazla amino asitlik bir uzunluga sahip fragmanlan igerebilir,
buradaki bu fragmanlar, amino asit sekansimn herhangi bir kismindan
secilebilir. Bu fragmanlar tipik olarak T hicreleri tarafindan, peptit
fragmanindan ve bir MHC molekiliinden olusan bir kompleks
formunda taminir, yani fragmanlar tipik olarak dogal formlarinda

tanmmaz.

B hiicresi epitoplan tipik olarak burada tanimlandigi gibi (dogal)
protein veya peptit antijenlerinin dis ylizeyi tizerinde bulunan, tercihen
5 1la 15 amino aside, daha fazla tercthen 5 1la 12 amino aside, hatta
daha fazla tercihen 6 ila 9 amino aside sahip, antikorlar tarafindan

yani dogal formlarinda taninabilen fragmanlardir.

Proteinlerin veya peptitlerin bu epitoplar1 ayrica bu proteinlerin veya
peptitlerin  burada bahsedilen varyantlarindan herhangi birinden
secilebilir. Bu baglamda antijenik determinantlar, burada tamimlandig:

gibl proteinlerin veya peptitlerin segmentlerinden olusan, burada
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tammmlandig1 gibi protemlerin veya peptitlermm amino asit sekansinda
stireksiz olan, ancak U¢ boyutlu yapida bir araya getirilmis olan
konformasyonel veya sureksiz epitoplar veya tek bir polipeptit

zincirinden olusan stirekli veya lineer epitoplar olabilir.

Mevceut aciklama baglaminda tamimlandigl gibi proteinlerin veya
peptitlerin "varyantlar”, burada tanimlandig: gibi niikleik asit sekansi
tarafindan sifrelenebilir. Boylelikle bir protein veya peptit, bir veya
daha fazla (2, 3, 4, 5, 6, 7 veya daha fazla) mutasyon, drnegin bir veya
daha fazla ikame edilmis, sokulmus ve/veva delete edilmig amino asit
acisindan orijinal sekanstan farklilik gosteren bir amino asit sekansina
sahip olacak sekilde uretilebilir. "Varyantlarm" tam uzunlukta dogal
protein sekans1 acisindan tercih edilen sekans Ozdesligi dizeyi tipik
olarak burada gosterildigi gibidir, Tercihen varyantlar, tam uzunlukta
dogal peptide veya proteine, orn. bunun spesifik antijenik 6zelligine
kiyasla, (uygun bir fonksiyonel deneyde, orn. bir immiinolojik
reaksiyonu, bir veya daha fazla sitokinin salgilanmasi1 ve/veya
ckspresyonu yoluyla tiimor antijenine karsi degerlendiren bir deney ile
olgildiigiinde) dogal tam uzunlukta protein ile aym biyolojik
fonksiyona veya spesifik aktiviteye sahiptir veya bunun bir aktivitesini
en az %50, daha fazla tercihen en az %70, hatta daha fazla tercihen en
az %90 oraninda muhafaza eder. Buna gore tercih edilen bir
diizenekte "varyant”, bir tiimor antijenik proteinin, burada gosterildigi

gibi derecede tiimor antijenik dzellikler veren bir varyantidir.

Mevcut bulus baglaminda tanimlanan (6rn. burada tanimlandigi gibi
bir nitkleik asit tarafindan sifrelenen) proteinlerin veya peptitlerin

"varyantlart”, bunlarin dogal, yani mutasyona ugramanus fizyolojik
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sekansma kiyasla konservatif amino asit ikamesi(ler1) igerebilir. Bu
amino asit sekanslarmim yam sira bunlann sifreleyici niikleotit
sekanslar dzellikle burada tanmimlandig gibi varyant terimi kapsamina
girer. Ayni swmiftan kaynaklanan amino asitlerin birbirleri ile
degistirildigi  ikameler, konservatif ikameler olarak adlandirilir.
Ozellikle bunlar, alifatik yan zincirlere, pozitif veya negatif yuklu yan
zincirlere, yan zincirlerde veya amino asitlerde aromatik gruplara
sahip amino asitler olup bunlarin yan zincirleri, hidrojen koprulerine
girebilir, Ornegin van zincirleri bir hidroksil fonksiyonuna sahip
olabilir. Bunun anlami, orn., bir polar yan zincire sahip bir amino
asidin, benzer sekilde bir polar yan zincire sahip baska bir amino asit
ile degistirilmesi veya ornegin bir hidrofobik yan zincir ile karakterize
edilen bir amino asidin, benzer sekilde bir hidrofobik yan zincire sahip
baska bir amino asit ile (0rn., serin (treonin), treonin (serin) ile veya
losin (izoldsin), izolosin (16sin) ile) ikame edilmesi anlamina gelir.
Ozellikle i¢ boyutlu yapida modifikasyona neden olmayan veya
baglanma bolgesini etkilemeyen sekans pozisyonlarinda sokmalar ve
ikameler mumkundiir, Sokma(lar) veya delesyon(lar) yoluyla g
boyutlu yapida modifikasyonlar, orn. CD spektrumlart (dairesel
dikroizm spektrumlar1) kullanilarak kolayca belirlenebilir (Urry, 1985,
Absorption, Circular Dichroism and ORD of Polypeptides, in: Modern
Physical Methods in Biochemistry, Neuberger ve arkadaslar (ed.),

Elsevier, Amsterdam).

Ek olarak burada tanimlandig1 gibi, burada tanimlandig gibi, 6zellikle
bulusa ait kitin veya parca kitinin nukleik asit sekansi tarafindan
sifrelencbilen proteinlerin veya peptitlerin varyantlari ayrica nitkleik

asidin nitkleotitlerinin, proteinin veya peptidin 1lgili amino asit sekansi
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degistirnlmeden genetik kodun dejenerasyonuna gore degistirildigi,
yani amino asit sekansmin veya en azindan bunun bir kismnin,
yukaridaki anlam kapsaminda bir veya daha fazla mutasyonda orijinal

sekanstan farklilik gostermeyebilecegi sekanslar igerebilir.

iki sekansin, drn. burada tanimlandig1 gibi niikleik asit sekanslarmin
veya amino asit sekanslarinm, tercihen burada tamimlandigr gibi,
ozellikle bulusa ait kitin veya parga kitinin nitkleik asit sekanslari
tarafindan sifrelenen amino asit sekanslarinin 6zdes olma yiizdesini
belirlemek i¢in sekanslar, daha sonra birbirler1 ile karsilagtirilmak
tizere hizalanabilir. Boylelikle orm. bir birinci sekansin bir pozisyonu,
ikinct sekansm karsilik gelen pozisyonu ile kargilagtirilabilir. Birinei
sekanstaki bir pozisyon, ikinci sekanstaki bir pozisyonda aym bilesen
tarafindan isgal edilmigse bu pozisyonda iki sekans 0zdestir. Durum
boyle degilse sekanslar, bu pozisyonda farklilk gbsterir. Ikinci
sckansta, birinci sekansa kiyasla sokmalar meydana gelirse ileri
hizalama yapmak i¢in birinci sekansa bosluklar sokulabilir. ikinci
sckansta, birinci sckansa kiyasla delesyonlar meydana gelirse ilen
hizalama yapmak igin ikinci sckansa bosluklar sokulabilir. ki
sekansin ozdeslik ylzdesi ise sadece bir sekansta isgal edilen
pozisyonlar dahil olmak Uzere toplam pozisyon sayisina bolinmils
ozdes pozisyonlarin sayismm bir fonksiyonudur. iki sekansin dzdes
olma yuzdesi, matematiksel bir algoritma kullamlarak belirlenebilir.
Kullamlabilecek matematiksel bir algoritmanin tercih edilen, ancak
sinirlayict olmayan bir 6rnegi, Karlin ve arkadaglarmin (1993), PNAS
USA, 90:5873-5877 veya Altschul ve arkadaslarinin (1997), Nucleic
Acids Res., 25:3389-3402 algoritmasidir. Boyle bir algoritma, BLAST
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programina dahil edilmistir. Mevcut bulusun sekanslarina belirli bir

dereceye kadar 6zdes olan sekanslar, bu program ile tamimlanabilir.

Burada tanimlandigi gibi nukleik asit sekanslari, bir peptidin veya
proteinin tirevlerini sifreleyebilir. Bir peptidin veya proteinin boyle
bir tirevi, adi gecen peptit veya protein gibi bagka bir molekilden
turetilmis bir molekuldir. Bir "tirev" tipik olarak dogal bir peptidin
veya proteinin tam uzunlukta sekansii ve orn. N veya C terminalinde
ilave sekans ©zellikleri ihtiva eder, dogal tam uzunlukta
peptide/proteine ilave bir fonksiyon sergileyebilir. Yine bu turevler,
tam uzunlukta dogal peptide veya proteine, Orn. bunun spesifik
terapotik ozelligine kiyasla, (uygun bir fonksiyonel deneyde, yukan
bakimiz, orm. bir imminolojik reaksiyonda sitokin ekspresyonu
ve/veya salgilanmas: yoluyla ifade edildigi gibi 6l¢ildugunde) dogal
tam uzunlukta protein ile aymi biyolojik fonksivona veva spesifik
aktiviteye sahiptir veya bunun bir aktivitesini en az %50, daha fazla
tercthen en az %70, hatta daha fazla tercihen en az %90 oraninda
muhafaza eder. Bu sekilde bir peptidin veya proteinin bir "tarevi"
ayrica meveut bulusta kullamlan bir peptidi veya proteini igeren
(kimerik) fizyon peptitleri/proteinlerini  veya ©Orn. fuzyon
peptidine/proteinine 1ki veya daha fazla biyolojik fonksiyon
kazandiran ayr1 bir peptide/proteine fizyonla birlestirilmis dogal tam
uzunlukta bir proteini (veya bunun varyantim/fragmanimi) kapsar.
Omegin filzyon, bir etiket, drnegin bir epitop, orn. bir FLAG epitopu
veya bir V5 epitopu veya bir HA epitopu igerir. Ormegin epitop, bir
FLAG epitopudur. Boyle bir taki ©rnegin fuzyon proteininin

saflastirilmasi i¢in faydahdir.
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Bu baglamda bir protemin veya peptidin bir "varyant1”, boyle bir
proteinin veya peptidin 10, 20, 30, 50, 75 veya 100 amino asidinden
olusan bir kime Uzerinde en az %70, %75, %80, %85, %90, %95,
%98 veya %99 amino asit ozdesligine sahip olabilir. Benzer sekilde
bir nikleik asit sekansinin veya ozellikle bir fragmanin bir "varyant1”,
boyle bir nikleik asit sekansimin 10, 20, 30, 50, 75 veya 100
nitkleotidinden olusan bir bir kiime tizerinde en az %70, %75, %80,
%85, %90, %95, %98 veya %99 nitkleotit 6zdesligine sahip olabilir;
ancak tipik olarak dogal yoldan meydana gelen tam uzunlukta
sekanslara karsilik gelir. "Fragmanlar" sdz konusu oldugunda tipik
olarak sekans ©Ozdesligi, fragman i¢cin tam uzunlukta proteinin
(fragman ile aym1 uzunlugu yansitir), en yitksek duzeyde sekans
ozdesligi sergileyen kismi uizerinde (fragmanin) uzunluk boyunca

belirlenir.

Mevcut bulusun birinci yoniiniin tercih edilen baska bir diizeneginde,
burada tamimlandig1 gibi, ozellikle bulusa ait kitin veya parca Kitinin
nukleik asit sekanslari, bulusa ait nukleik asit sekansinin transfeksiyon
verimini ve/veya immuno-uyarict ozelliklerini arttirmak amaciyla bir
arag, transfeksiyon veya komplekslestirme ajani ile birlestirilir. Bu
baglamda transfeksiyon verimini arttirmak i¢in uygun, dzellikle tercih
edilen ajanlar, katyonik veya polikatyonik bilesikler, ornegin
protamin, niilkleolin, spermin veya spermidin veya diger katyonik
peptitler veya proteinler, ¢rmegin poli-L-lizin (PLL), poli-arginin,
bazik polipeptitler, hiicreye penetre eden peptitler (CPP'ler), 6rnegin
HIV baglayici peptitler, HIV-1 Tat (HIV), Tat turevli peptitler,
Penetratin, VP22 turevli veya analog peptitler, HSV VP22 (Herpes
simplex), MAP, KALA veya protein transduksiyon alanlar1 (PTD'ler,
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PpT620, prolin bakimindan zengin peptitler, arginin bakimndan
zengin peptitler, lizin bakimindan zengin peptitler, MPG-peptit(ler),
Pep-1, L-oligomerler, Kalsitonin peptit(ler), Antenapedi turevli
peptitler (0zellikle Drosophila antennapedia’dan), pAntp, plsl, FGFE,
Laktoferin, Transportan, Buforin-2, Bac715-24, SynB, SynB(l),
pVEC, hCT turevli peptitler, SAP veya histonlardir. Ek olarak tercih
edilen katyonik veya polikatyonik proteinler veya peptitler, asagidaki
toplam formille sahip asagidaki proteinler veya peptitler arasindan
secgilebilir: (Arg);(Lys)m;(His),;(Orn),;(Xaa),, buradaki ] + m + n + o
+ x = 8-15"tir ve birbirinden bagimsiz olarak 1, m, n veya o, 0, 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14 veya 15 arasindan segilen herhangi
bir sayr olabilir, ancak genel Arg, Lys, His ve Om igergi,
oligopeptidin biitun amino asitlerinin en az %50’sini temsil etmelidir;
ve Xaa, Arg, Lys, His veya Orn disinda dogal (= dogal yollarla
meydana gelen) veya dogal olmayan amino asitler arasindan segilen
herhangi bir amino asit olabilir; ve x, 0, 1, 2, 3 veya 4 arasindan
secilen herhangi bir sayr olabilir; ancak genel Xaa icerigl,
oligopeptidin butun amino asitlerinin %350’sin1  agmamalidir. Bu
baglamda ozellikle tercih edilen katyonik peptitler, orm. Arg;, Args,
Argo, H3Ro, RoH;, H3RgH;, YSSReSSY, (RKH),, Y(RKH);R, vb.dir.
Transfeksiyon ajami olarak kullanilabilen diger tercih edilen katyonik
veya polikatyonik bilesikler arasinda katyonik polisakaritler, ornegin
citosan, polibren, katyonik polimerler, om. polictilenimin (PEI),
katyonik lipitler, ém. DOTMA: [1-(2,3-sioleiloksi)propil)]-N,N,N-
trimetilamonyum klorid, DMRIE, di-Cl4-amidin, DOTIM, SAINT,
DC-Chol, BGTC, CTAP, DOPC, DODAP, DOPE: Dioleil
fosfatidiletanolamin, DOSPA, DODAB, DOIC, DMEPC, DOGS:
Dioktadesilamidoglisilspermin, DIMRI: Dimiristo-oksipropil dimetil
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hidroksietil amonyum  bromid, DOTAP: dioleoiloksi-3-
(trimetilamonyo)propan, DC-6-14: 0,0-ditetradekanoil-N-(a-

trimetilamonyoasetil)dietanolamin ~ klond,  CLIP1:  rac-[(2,3-
dioktadesiloksipropil)(2-hidroksietil)]-dimetilamonyum klorid,
CLIP6: rac-|2(2,3-diheksadesiloksipropil-oksimetiloksi)etil |

trimetilamonyum, CLIPY: rac-[2(2,3-diheksadesiloksipropil-
oksisukiniloksi)etil]-trimetilamonyum, oligofektamin veya katyonik
veya polikatyonik polimerler, orn. modifiye edilmis poliaminoasitler,
ornegin P-aminoasit-polimerler veya tersine ¢evrilmis poliamidler,
vb., modifiye edilmis polietilenler, ornegin PVP (poli(N-etil-4-
vinilpiridinyum bromid)), vb., modifiye edilmig akrilatlar, ornegin
pDMAEMA (poli{dimetilaminoetil metilakrilat)), vb., modifiye
edilmis Amidoaminler ormegin pAMAM (poli(amidoamin)), vb.,
modifiye edilmis polibetaaminoester (PBAE), ornegin diamin ug
modifikasyonlu 1,4 butandiol diakrilat-ko-5-amino-1-pentanol
polimerler, vb., dendrimerler ornegin polipropilamin dendrimerler
veya pAMAM bazli dendrimerler, vb., poliimin(ler), ornegin PEIL:
poli(etilenimin), poli(propilenimin), vb., poliallilamin, seker omurgasi
bazli polimerler ornegin siklodekstrin bazli polimerler, dekstran bazli
polimerler, ¢itosan, vb., silan omurgasi bazli polimerler, 6rnegin
PMOXA-PDMS kopolimerler, vb., bir veya daha fazla katyonik
blogun (orn. yukanda bahsedildigi gibi bir katyonik polimerden
secilir) ve bir veya daha fazla hidrofilik veya hidrofobik blogun (6.
polietilenglikol) bir kombinasyonundan olusan blok polimerler; vb.

bulunabilir.

Bu baglamda burada tanimlandigi gibi, dzellikle bulusa ait kitin veya

parga kitinin nukleik asitleri, bir katyonik veya polikatyonik bilesik,
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tercthen katyonik protemler veya peptitler ile en azindan kismen
komplekslestirilir. Kismen, adi1 gecen niikleik asitlerin sadece bir
kismmin, bir  katyonik  veya  polikatyomk  bilesik  ile
komplekslestirilmesi ve adi gegen nitkleik asitlerin geri kalanimin
komplekslesmemis formda ("serbest") olmasi anlamina gelir. Tercihen
komplekslestirilmis nitkleik asidin serbest niikleik aside oram,
yaklasik 5:1 (a/a) ila yaklasik 1:10 (a/a)'lik bir araliktan, daha fazla
tercihen yaklasik 4:1 (a/a) ila 1:8 (a/a)lik bir araliktan, hatta daha
fazla tercihen yaklasik 3:1 (a/a) ila yvaklasik 1:5 (a/a) veya 1:3 (a/a)'lik
bir araliktan segilir ve en fazla tercihen komplekslestirilmis niikleik
asidin serbest nuikleik aside orani, yaklasik 1:1 (a/a)'hk bir orandan

secilir.

Burada tamimlandi gibi, 0zellikle bulusa ait kitin veya parga kitinin
nikleik asit sekanslarmin, ¢iplak formda veya orn. herhangi bir
kimyasal yapidaki polikatyonik bilesikler, tercihen polikatyonik
(poli)peptitler veya sentetik polikatyonik bilesikler ile komplekslesmis
halde sunulmasi tercih edilir, Tercithen adi gegen nukleik asit

sckanslari, bir paketleme hiieresi ile birlikte sunulmaz.

Bir bagka yonde bulus, kitler veya parga kitilerle ilgili olarak burada
tammimlandig1 gibi niikleik asit sekanslarmi igeren bir kompozisyon
sunar. Bulusa ait bu kompozisyonlar boylelikle buradaki kite veya
parca kitie istinaden tammlandig1 gibi, farkli timor antijenleri veya
bunlarin fragmanlarmi, varyantlarin1 veya tirevlerini igeren farkh
peptitleri veya proteinleri sifreleyen, burada tanimlandigr gibi birden

fazla nuikleik asit sekansi igerir.
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Burada tanmimlandig gib1 bir¢cok nitkleik asit sekans: (tipik olarak 1, 2,
3, 4, 5, 6'dan fazla veya 10'dan fazla nukleik asit, om. 2 ila 10,
tercthen 2 ila 5 nitkleik asit anlamina gelir) igeren, oOzellikle kiiguk
olmayan akciger kanseri (NSCLC) tedavisinde kullanilmaya yonelik,
bulusa ait kompozisyon, en azindan sunlar igerir;
a) asagidakileri iceren veya bunlar i¢in kodlama yapan bir nikleik
asit sekansi
1. NY-ESO-1 timor antijenini veya bunun bir fragmanini,
varyantin veya tiirevini igeren en az bir peptidi veya proteini
sifreleyen bir kodlama bolgesi,
11. en az bir histon sap-1lmigi, ve
111. bir poli(A) sekans1 veya bir poliadenilasyon sinyali;
b) en az bir peptidi veya proteini sifreleyen bulusa ait bir nukleik
asit, burada ad1 gecen sifrelenmis peptit veya protein, 5T4 timor
antijenini veya bunun bir fragmanini, varyantin veya tirevini
igerir; ve
c¢) en az bir peptidi veya proteini sifreleyen bulusa ait bir nukleik
asit, burada adi gegen sifrelenmis peptit veya protein, Survivin
tumor antijenini veya bunun bir fragmanini, varyantini veya
tirevini igerir; ve
d) en az bir peptidi veya proteini sifreleyen bulusa ait bir nitkleik
asit, burada adi gegen sifrelenmis peptit veya protein, MAGE-C1
timor antijenini veya bunun bir fragmanini, varyantini veya
tiirevini igerir; ve
e) en az bir peptidi veya proteini sifreleyen bulusa ait bir niikleik
asit, burada adi1 gecen sifrelenmis peptit veya protein, MAGE-C2
timor antijenini veya bunun bir fragmanini, varyantini veya

tiurevini igerir;
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burada NY-ESO-1, 5T4, survivin, MAGE-C1 veya MAGE-C2
fragmami, en az altt amino asit artiZi  uzunlugundadir;
burada her niikleik asit sekanst A, B, C, D veya E - 5" 'ten 3" e
dogrultuda - asagidakileri igerir veya bunlar i¢cin kodlama yapar
1)

a) kodlama bolgesi,

b) en az bir histon sap-1lmigi ve

¢) bir poli(A) sekansi;
ya da

a) kodlama bolgesi,

b) bir poli(A) sekansi, ve

¢) en az bir histon sap-ilmigi;
burada 1) veya ii)'deki en az bir histon sap-ilmigi, burada tanimlandig
gibi formill (I) veya (II) arasindan segilir;
burada
sapl ve sap2, birbirler1 ile baz eslesmesi yaparak bir gen
komplementer sckans olusturabilir, burada baz eslesmesi, sapl ve
sap2 arasinda meydana gelebilir, veya
bir kismen geri komplementer sekans olusturabilir, burada sapl ve
sap2 arasinda eksik bir baz eslesmesi meydana gelebilir; ve
burada her nukleik asit A, B, C, D veya E ayrica en az 10 sitidin
nitkleotit igeren bir poli(C) sekansi igerir veya bunun i¢in kodlama

yapar.

Bir baska yone gore mevcut bulus ayrica sifrelenmis bir peptidin veya
proteinin ekspresyonunu arttirmaya yonelik, 6rn. a) bulusa ait kitin

veya parga kitinin veya bulusa ait kompozisyonun saglanmasi, b)
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burada tamimlandi@1 gibi bircok niikleik asit sekans: igeren bulusa ait
kitin veya parca kitinin veya bulusa ait kompozisyonun, bir
ekspresyon sistemine, Orn. hiicresiz bir ekspresyon sistemine, bir
hiicreye (0rn. bir ekspresyon konak¢i hiicresine veya bir somatik
hiicreye), bir dokuya veya bir organizmaya verilmesi veya
uygulanmast adimlarimi igeren bir in vitro yontem sunar. Yontem,
peptitlerin veya proteinlerin laboratuar, arastirma, tan, ticar1 Uretimi
igin ve/veya terapotik amaglarla uygulanabilir. Bu baglamda tipik
olarak burada tanimlandigi gibi birgok nikleik asit sekansi igeren,
burada tanimlandigi gibi bulusa ait kitin veya parga kitinin veya
bulusa ait kompozisyonun hazirlanmasindan sonra bu tipik olarak
hiicresiz bir ekspresyon sistemine, bir hiicreye (6rmn. bir ekspresyon
konake¢r hiicresine veya bir somatik hiicreye), bir dokuya veya bir
organizmaya, Orn. ¢iplak veya komplekslestirilmis formda veya
burada tanimlandigi gibi bir farmasétik kompozisyon veya asi
formunda, tercihen transfeksiyon yoluyla ya da burada tarif edilen
uygulama yollarindan birt kullamlarak verilir veya uygulanir. Yontem,
in vitro gergeklestirilir, Yontem ayrica spesifik bir hastaligin tedavisi,
ozellikle tercithen burada tanimlandidi gibi kanserin veya tumor

hastaliklarinin tedavisi baglaminda gergeklestirilebilir.

Bu baglamda "in vitro", burada tamimlandig1 gibi bulusa ait kitin veya
parca kitinin nukleik asitlerinin ya da burada tanimlandigi gibi birgok
nitkkleik asit sekanst iceren bulusa ait kompozisyonun, bir
organizmanin disinda kultir i¢inde hiucrelere transfeksiyonu veya
transdiiksiyonu olarak burada tamimlanir; "in vivo", bulusa ait kitin
veya parga kitinin niikleik asitlerinin ya da burada tanimlandigi gibi

birgok nitkleik asit sekanst igeren bulusa ait kompozisyonun, ad:



10

15

20

25

81

gecen nikleik asitlerm veya adi gecen kompozisyonun butin
organizmaya veya kisive verilmesi suretiyle hucreler igine
transfeksiyonu veya transduksiyonu olarak burada tanimlanir ve "ex
vivo", bulusa ait kitin veya parga kitinin niikleik asitlerinin ya da
burada tanimlandig: gibi birgok niikleik asit (tipik olarak 1, 2, 3, 4, 5,
6'dan fazla veya 10'dan fazla niikleik asit, 6rn. 2 ila 10, tercihen 2 1la 5
nukleik asit anlamma gelir) sekansi igeren bulusa ait kompozisyonun,
bir organizmanin veya kisinin disinda hiicrelere transteksiyonu veya
transditksiyonu ve ardindan transtekte edilmis hiicrelerin organizmaya

veya kisiye verilmesi olarak burada tanimlanir,

Benzer sekilde baska bir yone gore mevcut bulus ayrica burada
tanimlandi@ gibi bulusa ait kitin veya par¢a kitinin veya burada
tammlandigr gibi bir¢cok nukleik asit sekansi igeren bulusa ait
kompozisyonun, tercihen tani veya terapotik amaglarla, 6rn. burada
tanimlandi@1 gibi bulusa ait kitin veya parga kitinin veya burada
tanimlandigr gibi bircok nikleik asit sekansi iceren bulusa ait
kompozisyonun om. hiicresiz bir ekspresyon sistemine, bir hlicreye
(orn. bir ckspresyon konakgr huicresine veya somatik bir hucreye), bir
dokuya veva bir organizmaya verilmesi veva uygulanmasi suretiyle,
sifrelenmis bir peptidin veya proteinin in vitro ekspresyonunu
arttirmak amaciyla kullanilmasi ile ilgilidir. Kullanim, peptitlerin veya
proteinlerin laboratuar, arastirma, tam, ticari {iretimi i¢in ve/veya
terapotik amaclarla uygulanabilir. Bu baglamda tipik olarak burada
tamimlandig1 gibi bulusa ait kitin veya parca kitinin nikleik asit
sekanslar1 veya burada tamimlandigi gibi bir¢ok niikleik asit sekansi
igeren bulusa ait kompozisyonun hazirlanmasindan sonra bunlar tipik

olarak hiicresiz bir ckspresyon sistemine, bir hilcreye (omn. bir
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ekspresyon konaker hilcresine veya bir somatik hiicreye), bir dokuya
veya  bir  organizmaya, tercihen ¢iplak  formda  veya
komplekslestirilmis formda veya burada tammlandigi gibi bir
farmasotik kompozisyon veya asi formunda, tercihen transfeksiyon
voluyla ya da burada tarif edilen uygulama yollarmdan biri
kullamilarak verilir veya uygulanir. Kullanim, m vitro gerceklestirilir.
Kullamim ayrica spesifik bir hastahigin tedavisi, ozellikle tercihen
burada tamimlandigi gibi kanserin veya tumor hastaliklarinin tedavisi

baglaminda gergeklestirilebilir.

Burada tamimlandigi gibi niikleik asit sekanslarim igeren bir
ekspresyon sistemi veya burada tammlandigr gibi bir ekspresyon
vektoril veya plazmid de ongoriuliir. Bu baglamda ekspresyon sistemi,
hiicresiz. bir  ekspresyon  sistemi  (6rn.  bir  in vitro
transkripsiyon/translasyon sistemi), bir hiicresel ekspresyon sistemi
(orn. memeli hiicreleri ornegin CHO hiicreleri, bocek hitereleri, maya
hiicreler1, bakteri hiicreler1 drmegin E. coli) veya peptitlerin veya
proteinlerin ¢kspresyonu i¢in kullanmilan organizmalar (6m. bitkiler

veya hayvanlar ornegin inekler) olabilir.

Ek olarak burada tanimlandigi gibi, 6zellikle bulusa ait kitin veya
parca kitinin nitkleik asitleri veya burada tanmimlandigi gibi birgcok
niikleik asit sekansi igeren bulusa ait kompozisyon; Orn. burada
tammmlandig gibi, 6zellikle bulusa ait kitin veya parg¢a kitinin nukleik
asitlerinin veya burada tanimlandigi gibi bir¢ok bulusa ait niikleik asit
sekans1 iceren bulusa ait kompozisyonun bir huicreye (drn. bir
ckspresyon konakei hiicresine veya somatik bir hiicreye), bir dokuya

veya  bir  organizmaya, tercthen g¢iplak formda  veya
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komplekslestirilmis formda ya da burada tanf edildigi gibi bar
farmasotik kompozisyon veya as1 halinde, daha fazla tercihen burada
tarif edilen uygulama vollarindan herhangi biri  kullamilarak
uygulanmas1 veya verilmesi suretiyle sifrelenmis bir peptidin veya
proteinin ckspresyonunu arttirmak amagl, orn. tercthen burada
tanimlandig1 gibi bir kanserin veya tumor hastali@imin tedavisi amacl

farmasotik bir kompozisyonun hazirlanmasinda kullanilabilir,

Buna gore dzellikle tercih edilen bir ydnde meveut bulus ayrica bulusa
ait bir kit veya parga kiti va da burada tammlandigr gibi birgok niikleik
asit sekansi igeren bulusa ait bir kompozisyon ve istege bagh olarak
farmasotik agidan kabul edilebilir bir tasiyici ve/veya arac igceren

tarmasotik bir kompozisyon sunar.

Birinci muhteviyat olarak bulusa ait farmasotik kompozisyon, burada

kit veya parga kiti baglaminda tanimlanan niikleik asitleri igerir.

Ikinci muhteviyat olarak bulusa ait farmasotik kompozisyon, istege
bagh olarak en az bir 1lave farmasotik agidan aktif bilesen igerebilir,
Bu baglamda farmasotik agidan aktif bir bilesen, burada bahsedilen
belirli bir indikasyonu veya hastaligi, tercihen kanseri veya timor
hastaliklarim 1yilestirmek, hafifletmek veya onlemek uizere terapotik
bir ctkiye sahip bir bilesiktir. Bu gibi bilesikler arasinda, herhangi
sinirlama kast edilmeden, tercthen burada tamimlandig gibi peptitler
veya proteinler, tercithen burada tammlandigr gibi nuikleik asitler,
(terapotik agidan aktif) disuk molekuler agirlikli organik veya
inorganik bilesikler (molekiller agirhik 5000'in altinda, tercihen

1000°in altindadir), tercihen burada tamimlandigr gibi sekerler,
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antijenler veya antikorlar, bilimen teknikte hali hazirda bilinen
terapotik ajanlar, antijenik hicreler, antijenik hiicresel fragmanlar,
hiicresel fraksiyonlar; modifiye edilmis, ateniie veya deaktive edilmis
(orn., kimyasal olarak veya 1sima yoluyla) hiicre ¢eperi bilesenleri,
tercihen burada tanimlandigi gibi patojenler (virlis, bakteri, vb.), vb.

yer alir.

Ek olarak bulusa ait farmasotik kompozisyon, farmasotik a¢idan kabul
edilebilir bir tasiyici ve/veya arag igerebilir. Meveut bulus baglaminda
farmasotik agidan kabul edilebilir tasiyici tipik olarak bulusa ait
farmasotik kompozisyonun sivi veya sivi olmayan bazini igerir.
Bulusa ait farmasodtik kompozisyon, sivi formda sunulursa tasiyic
tipik olarak pirojensiz su; izotonik tuz veya tamponlu (sulu) cozeltiler,
orn., fosfat, sitrat vb. tamponlu ¢ozeltiler olacaktir, Enjeksiyon
tamponu, spesifik referans ortamina istinaden hipertonik, izotonik
veya hipotonik olabilir, yani tampon, spesifik referans ortamina
istinaden daha yiiksek, aymi veya daha dusiik bir tuz igerigine sahip
olabilir; burada tercihen yukarida bahsedilen tuzlarin, ozmoz veya
diger konsantrasyon etkilerinden dolayr hiicrelerde hasara vyol
agmayan konsantrasyonlarn kullanilabilir. Referans ortamlari, 6rn. “in
vivo” yontemlerde ortaya ¢ikan sivilar, drn. kan, lenf, sitosolik sivilar
veya diger vucut sivilarl veya orn. ortak tamponlar veya sivilar gibi
“In vitro” yontemlerde referans ortamlar olarak kullamlabilen
stvilardir. Bu gibi ortak tamponlar veya sivilar, uzman kisilerce bilinir.

Bir s1v1 bazi olarak Ringer-Laktat ¢ozeltis1 Ozellikle tercih edilir.

Bununla birlikte tedavi edilecek bir hastaya uygulanmaya uygun, bir

veya daha fazla uyumlu kati veya s1vi dolgu maddesi veya seyrelticiler
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veya kapsill haline getirici bilesikler de bulusa ait farmasotik
kompozisyon i¢in kullamlabilir. Burada kullamldigi gibi "uyumlu"
terimi, buluga ait farmasotik kompozisyonun bu bilesenlerinin, bulusa
ait farmasotik kompozisyonun farmasotik etkinligini tipik kullanma
kosullar1 altinda onemli dlgiide dustirecek higbir ctkilesim meydana
gelmeyecek sekilde burada tammlandigi gibi nitkleik asitler ile

karistirlabilmesi anlamina gelir.

Spesifik bir dilzenege gore bulusa ait farmasotik kompozisyon, bir
adjuvan igerebilir. Bu baglamda bir adjuvan, dogustan immin
sisteminin bir immiun tepkisini, yani spesifik olmayan bir immin
tepkisini baslatmak veya arttirmak icin uygun bir bilesik olarak
anlasilabilir. Baska bir deyisle bulusa ait farmasodtik kompozisyon,
uygulandiginda, tercihen i¢inde istege bagh olarak bulunan adjuvana
bagh olarak bir dogustan immiuin tepkisi uyandirir. Tercihen bdyle bir
adjuvan, uzman bir kisi tarafindan bilinen ve mevcut durum igin
uygun olan, vani bir memelide dogustan immiun tepkisini destekleyen
bir adjuvan, 6rn. yukarida tamimlandig gibi bir adjuvan proteini veya

asagida tammlandig gibi bir adjuvan arasindan segilebilir.

Depo ve verme i¢in uygun adjvanlar olarak, yukarida bulusa ait
nukleik asit sekansi i¢in ara¢ olarak tamimlanan katyonik veya
polikatyonik bilesikler veya komplekslestirme ajami 6zellikle tercih

edilir.

Bulusa ait farmasotik kompozisyon ek olarak arzu edilirse bunun
immilojenikligini veya immilno-uyarici kapasitesini arttirmak

amaciyla bir veya daha fazla yardime1 madde ihtiva edebilir. Yukarida
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tammlandigr gibi nitkleik asit sekanslarinim ve istege bagh olarak
bulusa ait farmasotik kompozisyon icinde bulunabilen bir yardimei
maddenin sinerjistik tesiri tercihen bu sekilde saglanir. Yardimci
maddelerin ¢esitli tiplerine bagli olarak c¢esitli mekanizmalar bu
baglamda e¢le almabilir. Ornegin dendritik hiicrelerin  (DC’lerin)
olgunlagsmasina izin veren bilesikler, ornegin lipopolisakaritler, TNF-
alfa veya CD40 ligandi, uygun yardimci maddelerin birinci simifim
olusturur. Genel olarak yardimci madde olarak, immin sistemi bir
“tehlike sinyali” seklinde etkileyen herhangi bir ajan (LPS, GP96, vb.)
veya bir immiin tepkisinin, hedeflenen sekilde artmasma ve/veya
etkilenmesine 1zin veren sitokinler, orn., GM-CFS kullanilmasi
mumkundir. Ozellikle tercih edilen yardimc1 maddeler, dogustan
immin tepkisini ayrica tesvik eden sitokinler, ©m. monokinler,
lenfokinler, interlokinler veya kemokinler, 6rn., IL-1, IL-2, 1L-3, TL-4,
IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16,
IL-17, IL-18, 1L-19, 1L-20, 1L-21, 1L-22, [L.-23, [L-24, IL-25, IL-26,
IL-27, IL-28, IL-29, IL-30, IL-31, IL-32, IL-33, IFN-alfa, IFN-beta,
[FN-gama, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, LT-beta veya TNF-alfa,
blylime faktorleri, orn., hGH’dir.

Bulusa ait farmasdtik kompozisyon igerisine dahil edilebilen diger
katki maddeleri, emulsiferler, omegin Tween®; 1slatici1 ajanlar,
ornegin sodyum lauril suilfat; renklendirici ajanlar; tat verici ajanlar,
farmasotik  tasiyicilar; tablet olusturucu ajanlar; stabilizerler;

antioksidanlar; koruyuculardir,

Bulusa ait farmasotik kompozisyon ayrica ek olarak insan Toll benzeri

reseptorleri TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLRS, TLR6, TLR7, TLRS,
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TLR9, TLR10’a (ligandlar olarak) baglanma afinitesi nedeniyle veya
murin Toll benzeri reseptorler TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLRS,
TLR6, TLR7, TLR8, TLRY, TLR10, TLR11, TLR12 veya TLR13’¢
(ligandlar) olarak baglanma afinitesi nedeniyle immiin uyarici oldugu

bilinen baska bir bilesik ihtiva edebilir,

Bulusa ait farmasotik kompozisyon, oral, parenteral yoldan,
inhalasyon spreyi ile, topik, rektal, nazal, bukal, vajinal yoldan veya
implante edilmis bir rezervuar araciligiyla uygulanabilir. Burada
kullanildigr  gibi  parenteral  terimi, subkiitan, intravendz,
intramuiskiiler, intra-artikiler, intra-sinoviyal, intrasternal, intratekal,
intrahepatik, intralezyonal, intrakranyal, transdermal, intradermal,
intrapulmonal, intraperitonel, intrakardiyal, intraarteriyel ve

sublingual enjeksiyon veya infuzyon tekniklerini igerir,

Tercihen bulusa ait farmasotik kompozisyon, parenteral enjeksiyon
yoluyla, daha fazla tercihen subkiitan, intravendz, intramuskuler,
intra-artikiller, intra-sinoviyal, intrastemal, intratekal, intrahepatik,
Iintralezyonal, intrakranyal, transdermal, intradermal, intrapulmonal,
intraperitonel, intrakardiyal, intraarteriyel ve sublingual enjeksiyon
yoluyla veya infiizyon teknikleri ile uygulanabilir. Intradermal ve
intramuskiiler enjeksiyon ozellikle tercih edilir. Bulusa ait farmasotik
kompozisyonlarm steril enjekte edilebilir formlari, sulu veya yagh
siispansiyon olabilir. Bu suispansiyonlar, uygun disperse edici veya
1slaticr ajanlar ve siispanse edici ajanlar kullamlarak teknikte bilinen

tekniklere gore formille edilebilir.

Burada tamimlandig1 gibi bulusa ait farmasodtik kompozisyon ayrica
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bunlarla smirlh  olmamakla birlikte kapsiller, tabletler, sulu
suspansiyonlar veya cozeltiler dahil olmak tuzere oral olarak kabul

edilebilir bir dozaj formunda oral yoldan uygulanabilir.

Bulusa ait farmasotik kompozisyon ayrica 0zellikle tedavi hedefi, om.
der1 veya bagka erisilebilir epiteliyal doku hastaliklar1 dahil, topik
uygulama 1le kolayca erisilebilen alanlan veya organlar i¢cerdiginde
topik yoldan uygulanabilir. Uygun topik formillasyonlar, bu alanlarin
veya organlarin her biri ig¢in kolayca hazirlanir. Topik uygulamalar
igin bulusa ait farmasotik kompozisyon, bir veya daha fazla tagiyic
icinde siispanse edilmis veya ¢oziilmils olarak bulusa ait nukleik asidi

thtiva eden uygun bir merhem halinde formiile edilebilir.

Bulusa ait farmasotik kompozisyon tipik olarak bulusa ait farmasotik
kompozisyonun bilesenlerinin, 0zellikle burada tanmimlandigi gibi
nitkleik asit sekans(laryjnin "gtivenli ve etkili bir miktarini" igerir.
Burada kullanildigi gibi "giwvenli ve etkili bir miktar", burada
tamimlandigr gibi nukleik asit sekans(lar)inm, burada tanimlandig: gibi
bir hastaligim veya bozuklugun pozitif modifikasyonuna anlaml
dizeyde neden olmak i¢in yeterli bir miktart anlamina gelir. Bununla
birlikte aym zamanda “giivenlh ve etkili bir miktar”, ciddi yan etkileri
onlemek ve avantaj ve risk arasmda makul bir iliskiye izin vermek
icin yeterince kuguktiir, Bu simirlanin tespiti tipik olarak makul tibbi

karar cercevesinde yapilir.

Bulusa ait farmasotik kompozisyon, insan ve ayrica veterinerlik tibbi
amaglari ile, tercihen insan tibbi amaglari ile, genel olarak farmasotik

bir kompozisyon veya bir ast halinde kullanilabilir.
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Ozellikle tercih edilen baska bir yone gore bulusa ait farmasotik
kompozisyon (veya burada tammmlandigr gibi kit veya parca kiti veya
burada tamimlandig1 gibi bir¢ok niikleik asit sekans: igeren buluga ait
kompozisyon), bir ast halinde saglanabilir veya kullanilabilir. Tipik
olarak boyle bir asi, yukarida farmasotik kompozisyonlar i¢in
tanimlandig1 gibidir. Ek olarak boyle bir asi tipik olarak burada kit
veya par¢a kiti veya burada tanimlandigi gibi birgok nikleik asit
sekansi igeren bulusa ait kompozisyon baglaminda tanimlanan niikleik

asitleri ihtiva eder.

Bulusa ait as1 ayrica burada bulusa ait farmasotik kompozisyon i¢in
tammlandigr gibi, farmasotik acidan kabul edilebilir bir tasiyicy,
adjuvan ve/veya arag igerebilir. Bulusa ait asinin spesifik baglaminda
farmasotik agidan kabul edilebilir bir tastyicinin se¢imi, prensip olarak
bulug ait asmin uygulanma tarziyla belirlenir. Bulusa ait as1 drnegin
sistemik veya lokal yoldan uygulanabilir. Sistemik uygulama yollar
genel olarak Ornegin transdermal, oral, parenteral yollar, Ornegin
subklitan, intravenoz, intramiskiller, intraarteriyel, intradermal ve
intraperitonel enjeksiyonlar ve/veya intranazal uygulama yollar: igerir.
Lokal uygulama yollar1 genel olarak ornegin topik uygulama yollar
igerir, ancak ayrica intradermal, transdermal, subkiltan veya
intramuiskitler  enjeksiyonlar veya intralezyonal, intrakranyal,
intrapulmonal, intrakardiyal ve sublingual enjeksiyonlar igerir. Daha
fazla tercihen asilar, intradermal, subkiltan veya intramiiskiller yolla
uygulanabilir. Boylelikle bulusa ait asilar tercihen sivi (veya bazen

kat1) formda formiile edilir.

Bulusa ait as1 ek olarak arzu edilirse bunun immiunojenikligini veya
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immimo-uyarict kapasitesini arttirmak amaciyla bir veya daha fazla
yardimci madde ihtiva edebilir. Farmasotik kompozisyon icin
tamimlanan adjuvanlar, yardimer madde veya katki maddeleri olarak

ozellikle tercih edilir.

Mevceut bulug ayrica burada tamimlandigir gibi bulusa ait kitin veya
parga kitinin veya burada tanimlandig1 gibi birgok nukleik asit sekansi
iceren bulusa ait kompozisyonun, bulusa ait farmasotik
kompozisyonun, bulusa ait asmin birgok uygulamasini ve kullanimini
sunar, bunlarm tamami, burada kit veya parga kiti baglaminda

tamimlanan niikleik asit sekansini igerir.

Spesifik bir yone gore mevcut bulus, burada tamimlandig1 gibi bulusa
ait kitin veya parga kitinin veya burada tamimlandi@i gibi birgok
nikleik asit sekansi igeren bulusa ait kompozisyonun, tercihen
kanserin veya timor hastaliklarimin tedavisinde bir ilag olarak,

tercihen bir ag1 olarak ilk tibbi kullanimina yoneliktir.

Ek olarak mevcut bulus, sunlart igeren bir kit veya parga kiti ile
ilgilidir:
A) bir kodlama bolgesi igeren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nukleik asit, burada kodlama bolgesi, NY-ESO-1 timor antijenini
veya bunun bir fragmanini igeren en az bir peptidi veya proteini
sifreler;
B) bir kodlama bolgesi igeren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nukleik asit, burada kodlama bolgesi, 5T4 timor antijenini veya

bunun bir fragmanini igeren en az bir peptidi veya proteini sifreler;
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C) bir kodlama bdlgesi iceren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nikleik asit, burada kodlama bolgesi, survivin timor antijenini
veya bunun bir fragmanini igeren en az bir peptidi veya proteini
sifreler;
D) bir kodlama bolgesi i¢eren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nukleik asit, burada kodlama bdlgesi, MAGE-C1 tiimdr antijenini
veya bunun bir fragmanimi igeren en az bir peptidi veya proteini
sifreler; ve
E) bir kodlama bdlgesi igeren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nitkleik asit, burada kodlama bdlgesi, MAGE-C2 tiimbdr antijenini
veya bunun bir fragmanini igeren en az bir peptidi veya proteinm
sifreler,
burada NY-ESO-1, 5T4, survivin, MAGE-C1 veya MAGE-C2
fragmam, en az altt amino asit arti@1  uzunlugundadir;
burada her nukleik asit sekansi A, B, C, D veva E - 5" 'ten 3' 'e
dogrultuda - asagidakileri igerir veya bunlar i¢in kodlama yapar

1)

a) kodlama bolgesi,
b) en az bir histon sap-1lmigi ve
¢) bir poli(A) sekansi;
va da
1)
a) kodlama bolgesi,

b) bir poli(A) sekansi, ve
¢) en az bir histon sap-ilmigi;
burada 1) veya ii)'deki en az bir histon sap-ilmigi, asagidaki formul (I)

veya (II) arasindan segilir:
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formil (1) (sap smirlama elemanlart olmayan sap-ilmik sekansi):

[No-2GN3.5] [No-s(U/T)No-s] [N3.5CNo.2]
S\ ~ S S

sapl ilmik sap2

formiil (II) (sap siirlama elemanlari ile sap-ilmik sekansi):

Nl-ﬁ [NO-.?GNI';J [NOJ(U/T)ND--LII [N1 ‘»CND-2] Nl—6
1 J\ v J o\ v A\ v }\—V-J

sapl sapl ilmik sap2 sap2
sinirlama elemani sinirlama elemani
burada:

sapl veya sap2 simirlama elemanlar Ny, 1 1la 6, tercihen 2 ila 6, daha
tazla tercihen 2 1la 5, hatta daha fazla tercihen 3 ila 5, en fazla tercihen
4 ila 5 veya 5 N'lik ardigik bir sekanstir, buradaki her N birbirinden
bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasindan segilen bir nukleotit ya da
bunun bir niikleotit analogu arasmdan segilir;

sapl [No.2GNs.5], sap2 elemam ile geri komplementer veya kismen
geri komplementerdir ve 5 ila 7 niikleotitlik ardisik bir sekanstir;
burada Ny, 0 1la 2, tercihen 0 1la 1, daha fazla tercihen 1 N'lik ardisik
bir sekanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G
ve C arasmdan segilen bir niikkleotit ya da bunun bir nitkleotit analogu
arasindan segilir; burada N5, 3 ila 5, tercihen 4 ila 5, daha fazla
tercihen 4 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N birbirinden
bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasindan segilen bir niikleotit ya da

bunun bir nukleotit analogu arasindan segilir ve burada G, guanosin
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veya bunun bir analogudur ve sap2'de bunun komplementer nilkleotid:
sitidinin guanosin ile degistirilmesi kosuluyla istege bagh olarak bir
sitidin veya bunun bir analogu ile degistirilebilir;

ilmik seckanst [No4(U/T)No4], sapl ve sap2 clemanlarn arasinda
bulunur ve 3 1ila 5 niikleotitlik, daha fazla tercihen 4 nikleotitlik
ardisik bir sekanstir;

buradaki her N4 birbirinden bagimsiz olarak 0 ila 4, tercihen 1 ila 3,
daha fazla tercihen 1 ila 2 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N
birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasmdan segilen bir
nitkleotit ya da bunun bir nitkleotit analogu arasindan segilir; ve
burada U/T, tiridini ya da istege bagh olarak timidini temsil eder;

sap2 [N3.sCNp:], sapl elemam ile geri komplementer veya kismen
geri komplementerdir ve 5 ila 7 niikleotitlik ardigik bir sekanstir;
burada Ns.s, 3 1la 5, tercihen 4 ila 5, daha fazla tercthen 4 N'lik ardisik
bir sekanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G
ve C arasindan segilen bir nitkleotit ya da bunun bir nitkleotit analogu
arasimndan segilir;

burada Ny.,, 0 1la 2, tercihen 0 1la 1, daha fazla tercihen 1 N'lik ardisik
bir sckanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G
veya C arasindan secilen bir nikleotit ya da bunun bir niikleotit
analogu arasindan segilir; ve

burada C, sitidin veya bunun bir analogudur ve sapl'de bunun
komplementer nukleotidi guanosinin = sitidin  ile  degistirilmesi
kosuluyla istege baglh olarak bir guanosin veya bunun bir analogu ile
degistirilebilir;

burada
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sapl ve sap2, birbirler1 1ile baz eslesmesi yaparak bir gen
komplementer sekans olusturabilir, burada baz eslesmesi, sapl ve
sap2 arasinda meydana gelebilir, veya

bir kismen geri komplementer sekans olusturabilir, burada sapl ve
sap2 arasinda cksik bir baz eslesmesi meydana gelebilir; veya

bir ila¢ olarak kullamilmaya yonelik, burada tanimlandignr gibi

kompozisyon.

Bir bagka yone gore mevcut bulus, burada tammmlandig: gibi bulusa ait
kitin veya parga kitinin veya burada tanimlandig: gibi birgok nitkleik
asit sekansi igeren bulusa ait kompozisyonun, burada tanimlandigi
gibt kanserimm ve tumor hastaliklarinm tedavist i¢in 1kinci tibbi
kullaminnna, tercihen burada tanimlandigi gibi bulusa ait kitin veya
par¢a kitinin veya burada tanimlandig1 gibi bir¢ok bulusa ait nitkleik
asit sekansi igceren bulusa ait kompozisyonun, burada tamimlandigi
gibi bir farmasotik kompozisyonun veya asinin, burada tanimlandig
gibi kanserin veya timor hastaliklarinin  profilaksina, tedavisine
ve/veya 1yilestirilmesine yonelik  bir  ilacm  hazirlanmasinda
kullamlmasma yoneliktir. Tercihen farmasotik kompozisyon veya asi,
bu amaglarla kullanilir veya buna ihtiyac duyan bir hastaya

uygulanacaktir,

Tercthen burada bahsedilen hastaliklar, kanser veya tiimor hastaliklar
arasmdan secilir, bunlar ise tercihen orn. Akut lenfoblastik 10semi,
Akut miyeloid losemi, Adrenokortikal karsinoma, AIDS ile alakah
kanserler, AIDS ile alakali lenfoma, Anal kanser, Apandis kanseri,
Astrositoma, Bazal hiicreli karsinoma, Safra kanali kanseri, Mesane

kanseri, Kemik kanseri, Osteosarkoma/Malignan fibroz histiositoma,
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Beyin sap1 glioma, Beyin tumori, serebelar astrositoma, serebral
astrositoma/malignan  glioma, ependimoma, medulloblastoma,
supratentoriyal primitif noroektodermal tumorler, gorme yollart ve
hipotalamik glioma, Gogus kanseri, Bronsiyal adenomalar
/karsinoidler, Burkitt lenfoma, g¢ocukluk Karsimnoid thmori,
gastromtestinal Karsinoid tumodri, bilinmeyen primer karsinoma,
primer Merkezi sinir sismeti lenfoma, ¢ocukluk Serebelar astrositoma,
¢ocukluk Serebral astrositoma/Malignan glioma, Servikal kanser,
Cocukluk kanserleri, Kronik lenfositik losemi, Kromik miyelojen
l6semi, Kronik miyeloproliferatif bozukluklar, Kolon Kanseri, Kiitan
T hiicreli lenfoma, Dezmoplastik kiigiik yuvarlak hucreli timor,
Endometriyal kanser, Ependimoma, Ezofajel kanser, Ewing tumor
familyasindan Ewing's sarkoma, Cocukluk Ekstrakranyal germ hiicreh
tumor, Ekstragonadal Germ hucreli timor, Ekstrahepatik safra kanah
kanseri, Intraokiiler melanoma, Retinoblastoma, Safra kesesi kanseri,
Gastrik  (Mide) kanseri, Gastrointestinal  Karsinoid  TOmbor,
Gastrointestinal stromal timor (GIST), ekstrakranyal, ekstragonadal
veya ovaryan Germ hiicreli timor, Gestasyonel trofoblastik timor,
Beyin sap1 Glioma, Cocukluk Serebral Astrositoma, Cocukluk Gorme
Yolu ve Hipotalamik Glioma, Gastrik karsinoid, Sa¢ huicreli 1osemi,
Bas ve boyun kanseri, Kalp kanseri, Hepatoseliller (karaciger) kanser,
Hodgkin lenfoma, Hipofarinjel kanser, ¢ocukluk Hipotalamik ve
gdrme yolu glioma, Intraokiiler Melanoma, Islet Hiicreli Karsinoma
(Endokrin Pankreas), Kaposi sarkoma, Bobrek kanseri (renal hilcreli
kanser), Larinjel Kanser, Losemiler, akut lenfoblastik Losemi, akut
miyeloid Losemi, kronik lenfositik Losemi, kronik miyelojen Losemi,
sagakli hiicreli Losemi, Dudak ve Oral Kavite Kanseri, Liposarkoma,

Karaciger Kanseri, Kiigiik Hicreli Olmayan Akciger Kanseri, Kigiik
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Hiicreli Akciger Kanseri, Lenfomalar, AIDS ile alakali Lenfoma,
Burkitt Lenfoma, kitan T Hiicreli Lenfoma, Hodgkin Lenfoma, Non-
Hodgkin Lenfomalar, Primer Merkezi Sinir Sistemi Lenfoma,
Waldenstrom  Makroglobulinemi, Kemikte Malignan Fibroz
Histiositoma/Osteosarkoma, Coukluk Meduloblastoma, Melanoma,
Intraokiller (Goz) Melanoma, Merkel Hilcreli Karsinoma, Eriskin
Malignan Mezotelioma, Cogukluk Mezotelioma, Gizli Primerh
Metastatik Skuvamoz Boyun Kanseri, Agiz Kanseri, Cocukluk Multipl
Endokrin Neoplazi Sendromu, Multipl Myeloma/Plazma Hucreli
Neoplazma, Mikoz Fungoidler, Miyelodisplastik Sendromlar,
Miyelodisplastik/Miyeloproliferatit Hastalhiklar, Kronik Miyelojen
Losemi, Eriskin Akut Miyeloid Losem, Cocukluk Akut Miyeloid
Losemi, Multipl Miyeloma (Kemik {ligi Kanseri), Kronik
Miyveloproliferatif Bozukluklar, Nazal kavite ve paranazal sinis
kanseri, Nazofarinjel karsinoma, Noroblastoma, Oral Kanser,
Orofarinjel  kanser,  Osteosarkoma/kemikte  malignan  fibroz
histiositoma, Yumurtalik kanseri, Yumurtalik epiteliyal kanser (Yuzey
epiteliyal-stromal timor), Yumurtalik germ hiicreli timor, Yumurtalik
dusitk malignan potansiyelli timodr, Pankreatik kanser, islet huicreli
Pankreatik kanser, Paranazal siniis ve nazal kavite kanseri, Paratiroid
kanseri, Penil kanser, Farinjel kanser, Feokromositoma, Pineal
astrositoma, Pineal germinoma, ¢ocukluk Pineoblastoma ve
supratentorial primitif norocktodermal tumorler, Pituiter adenoma,
Plazma hilcreli neoplazi/Multipl miyeloma, Ploropulmoner blastoma,
Primer merkezi sinir sistemi lenfoma, Prostat kanseri, Rektal kanser,
Renal hucreli karsinoma (bobrek kanseri), Renal pelvis ve ureter
kanseri, Retinoblastoma, ¢ocukluk Rabdomiyosarkoma, Tukiirtik bezi

kanseri, Ewign timdr familyasindan Sarkoma, Kaposi Sarkoma,
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yumusak doku Sarkoma, uterin Sarkoma, Sézary sendromu, Cilt
kanseri (nonmelanoma), Cilt kanseri (melanoma), Merkel huicreli Cilt
karsinoma, Ince bagirsak kanseri, Skuamoz hireli karsinoma, primeri
gizli metastatik Skuamoz boyun kanseri, ¢ocukluk Supratentorial
primitif norocktodermal timor, Testis kanseri, Bogaz kanseri,
cocukluk Timoma, Timoma ve Timik karsinoma, Tiroit kanseri,
cocukluk Trioit kanseri, Tranzisyonel huicreli renal pelvis ve ureter
kanseri, gestasyonel Trofoblastik timor, Uretral kanser, endometriyel
Uterin kanseri, Uterin sarkoma, Vajina kanseri, ¢cocukluk Gorme yolu
ve  hipotalamik  glioma,  Vulvar  kanser, = Waldenstrom

makroglobulinemi ve ¢ocukluk Wilms timort (bobrek kanseri) igerir.

Ek olarak bulus, sunlar iceren bir kit veya parca kiti sunar:

A) bir kodlama bolgesi igeren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
niikleik asit, burada kodlama bdlgesi, NY-ESO-1 timbr antijenini
veya bunun bir fragmanint igeren en az bir peptidi veya proteini
sifreler;

B) bir kodlama bolgesi i¢eren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nitkleik asit, burada kodlama bolgesi, 5T4 timdr antijenini veya
bunun bir fragmanini igeren en az bir peptidi veya proteini sifreler;
C) bir kodlama bdlgesi igeren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nukleik asit, burada kodlama bolgesi, survivin timor antijenini
veya bunun bir fragmanini igeren en az bir peptidi veya proteini
sifreler;

D) bir kodlama bolgesi igeren veya bunun i¢in kodlama yapan bir
nukleik asit, burada kodlama bolgesi, MAGE-C1 timor antijenini
veya bunun bir fragmanini igeren en az bir peptidi veya proteini

sifreler; ve
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E) bir kodlama bolgesi iceren veya bunun 1¢in kodlama yapan bir
nikleik asit, burada kodlama bolgesi, MAGE-C2 timor antijenini
veya bunun bir fragmanini igeren en az bir peptidi veya proteini
sifreler,
burada NY-ESO-1, 5T4, survivin, MAGE-C1 veya MAGE-C2
fragmani, en az altt amimo asit artigt  uzunlugundadir;
burada her nuikleik asit sekanst A, B, C, D veya E - 5" 'ten 3' 'e
dogrultuda - asagidakileri igerir veya bunlar i¢in kodlama yapar
1)
a) kodlama bolgesi,
b) en az bir histon sap-1lmigi ve
¢) bir poli(A) sekanst;
ya da

a) kodlama bolgesi,
b) bir poli(A) sekansi, ve

¢) en az bir histon sap-ilmigi;

burada 1) veya ii)'deki en az bir histon sap-ilmigi, asagidaki formil (I}
veya (I} arasindan segilir:

formiil (1) (sap sinirlama elemanlar1 olmayan sap-ilmik sekansi):

[No2GN3ss] [Noa(U/T)Ngs] [N3.5CNo.2]
—\ ~ S S~

sapl ilmik sap2

formiil (II) (sap simirlama elemanlar ile sap-ilmik sekansi):
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Nie [No-2GNys] [Nos(U/TINgs] IN;sCNg.2] Nie
\ Jh ~ 7 . v Y v JLY_}

sapl sapl ilmik sap2 sap2
siirlama elemani smirlama elemani
burada:

sapl veya sap2 simirlama elemanlar Ny, 1 1la 6, tercihen 2 ila 6, daha
tazla tercihen 2 1la 5, hatta daha fazla tercihen 3 ila 5, en fazla tercihen
4 ila 5 veya 5 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N birbirinden
bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasindan segilen bir niikleotit ya da
bunun bir niikleotit analogu arasmdan segilir;

sapl [No.2GNs.5], sap2 elemam ile geri komplementer veya kismen
geri komplementerdir ve 5 1la 7 nilkleotitlik ardigik bir sekanstir;
burada Ny, 0 ila 2, tercihen 0 ila 1, daha fazla tercihen 1 N'lik ardisik
bir sekanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G
ve C arasmdan segilen bir niikkleotit ya da bunun bir nitkleotit analogu
arasindan segilir; burada Ns;5, 3 1la 5, tercihen 4 ila 5, daha fazla
tercihen 4 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N birbirinden
bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasindan segilen bir niikleotit ya da
bunun bir nukleotit analogu arasindan segilir ve burada G, guanosin
veya bunun bir analogudur ve sap2'de bunun komplementer nitkleotidi
sitidinin guanosin ile degistirilmesi kosuluyla istege bagl olarak bir
sitidin veya bunun bir analogu ile degistirilebilir;

ilmik sekanst [No4g(U/T)Ng4], sapl ve sap2 elemanlarn arasinda
bulunur ve 3 1la 5 niikleotitlik, daha fazla tercihen 4 niikleotithk
ardisik bir sekanstir;

buradaki her N4 birbirinden bagimsiz olarak O ila 4, tercihen 1 ila 3,

daha fazla tercihen 1 ila 2 N'lik ardisik bir sekanstir, buradaki her N
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birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G ve C arasindan segilen bir
nikleotit ya da bunun bir niikleotit analogu arasindan secilir; ve
burada U/T, Uridini ya da istege bagh olarak timidini temsil eder;

sap2 [N;sCNo.2], sapl elemam ile geri komplementer veya kismen
geri komplementerdir ve 5 ila 7 nukleotitlik ardisik bir sckanstir;
burada Ni.s, 3 ila 5, tercihen 4 ila 5, daha fazla tercihen 4 N'lik ardisik
bir sekanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G
ve C arasindan segilen bir nuikleotit ya da bunun bir niikleotit analogu
arasindan segilir;

burada Ny, 0 1la 2, tercihen 0 ila 1, daha fazla tercihen 1 N'lik ardisik
bir sekanstir, buradaki her N birbirinden bagimsiz olarak A, U, T, G
veya C arasindan secilen bir nikleotit ya da bunun bir nilkleotit
analogu arasindan secilir; ve

burada C, sitidin veya bunun bir analogudur ve sapl'de bunun
komplementer nilkleotidi guanosinin sitidin ile degistirilmesi
kosuluyla istege bagh olarak bir guanosin veya bunun bir analogu ile
degistirilebilir;

burada

sapl ve sap2, birbirler1 1le baz eslesmesi yaparak bir gen
komplementer sekans olusturabilir, burada baz eslesmesi, sapl ve
sap2 arasinda meydana gelebilir, veya

bir kismen geri komplementer sekans olusturabilir, burada sapl ve
sap2 arasinda cksik bir baz eslesmesi meydana gelebilir; veya

burada tamimlandig1 gibi bir kompozisyon,

kanserin veya tumor hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaya yonelik.

Tercih edilen bagka bir yonde burada tanimlandigt gibi bulusa ait kit

veya parga kiti veya burada tanimlandigi gibi birgok nikleik asit
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sekansi i¢eren bulusa ait kompozisyon, farmasotik bir kompozisyonun
veya bir asmm hazirlanmas1 amach, ozellikle burada tamimlanan

amaglarla kullanilabilir,

Bulusa ait farmasotik kompozisyon veya asi ayrica bir hastaligin veya
bir bozuklugu, tercihen burada tanimlandigi gibi kanserin veya timor

hastaliklarimin tedavisi i¢in kullanilabilir.

Bulusa ait kitler, ozellikle parga kitiler tipik olarak teck basina
bilesenler olarak va da burada tanimlandigr gibi baska bilesenler,
omegin  burada tamimlandigr gibi nukleik asit sekanslar ile
kombinasyon halinde, burada tammlandigi gibi nukleik asit
sekanslarimi iceren bulusa ait farmasodtik kompozisyonu veya asiyl
icerebilir, Burada tammmlandi@1 gibi niukleik asit sekanslari istege bagh
olarak burada tamimlandigi gibi baska bilesenler ile kombinasyon
halindedir, burada niikleik asitler, bir veya daha fazla baska bilesen
iceren kitin en az bir baska parcasindan ayri halde (kitin birinci
pargasi olarak) sunulur. Bulusa ait farmasotik kompozisyon ve/veya
bulusa ait ag1, Oorn. kitin bir veya farkli pargalar i¢ginde bulunabilir.
Ornek olarak orn. kitin en az bir parcasi, burada tanimlandigi gibi en
az bir niikleik asit sekansi igerebilir ve kitin en az bir bagka pargasi,
burada tanimlandig gibi en az bir bagka bilesen icerebilir, 6rn. kitin
en az bir baska parcasi, en az bir farmasotik kompozisyon veya asi
icerebilir veya bunun bir pargasi, om. kitin en az bir pargasi, burada
tanimlandi@1 gibi bir nitkleik asit sekansi igerebilir, kitin en az bir
diger parcasi, burada tamumlandigi gibi en az bir baska bilesen
igerebilir, kitin en az bir diger pargasi, bulusa ait farmasotik

kompozisyonun veya asmm en az bir bilesenini veya bulusa ait
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farmasotik kompozisyonu veya asiy1 butiin halinde igerebilir ve kitin
en az bir diger parcasi, Orm. en az bir farmasotik tasiyici veya arac, vb.
icerebilir, Kit veya parg¢a kiti, bir¢ok niikleik asit sekansi igerdiginden
kitin bir bileseni, kit icinde bulunan nukleik asit sekanslarinin sadece
birini, birden fazlasim1 veya tamamini igerebilir. Alternatif bir
diizenekte nukleik asit sekanslarini her biri/tamami, her bilesen kitin
bir pargasini olusturacak sekilde kitin farkli/ayr1 bir bileseni i¢inde
bulunabilir. Ayrica birden fazla nukleik asit, kitin pargasi olarak bir
birinci bilesen iginde bulunabilirken bir veya daha fazla baska (ikinci,
fichnci, vb.) bilesen (kitin bilesen baska pargasini saglar), bir veya
birden fazla nukleik asit ihtiva edebilir, bunlar ise birinci bilesenle
ayn veya kismen aym veya bundan farklr olabilir. Kit veya parca kiti
ayrica bulusa ait nikleik asit sekansinm, bulusa ait farmasotik
kompozisyonun veya bulusa ait asinin veya orn, kit, bir parca kiti
halinde hazirlanmis ise bunun bilesenlerinden veya parcalarindan
birinin uygulamasi ve dozaj ile ilgili biligilerle teknik talimatlar ihtiva

edebilir.

Kompozisyon ayrica burada tamimlandig1 gibi farmasotik agidan kabul
edilebilir bir tastyict ve/veya farmasotik acidan kabul edilebilir
adjuvanlar igerebilir. Kompozisyon, kanser veya tiimorle baglantili bir

hastaligin tedavisi i¢in veya bir as1 olarak kullamlabilir.

Diger yonlerde bulus, SEK.KIM.NO: 57 ve SEK.KIM.NO: 58'den
olusan gruptan secilen bir nukleik asit ve adi gecen nikleik asidi
igeren farmasotik bir kompozisyon ile ilgilidir. Nilkleik asit ve
farmasotik kompozisyonun, kanserin veya timor hastaliklarinin,

ozellikle akciger kanserinin, tercihen kiigiik hiiereli olmayan akciger
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kanserinin tedavisinde kullamilmasi ongoriilir. Mevcut bulusta aks:
belirtilmemisse alternatiflerin  ve diizeneklerin farkli ©ozelliklen
birbirleri ile birlestirilebilir. Ek olarak "igerir" terimi, spesifik olarak
belirtilmemigse ".'dan olusur” anlammda yorumlanmayacaktir.
Bununla birlikte mevcut bulus baglaminda "igerir” terimi, uygun

durumlarda "...'dan olusur" terimi 1ile degistirilebilir.

Sekiller:

Asagdaki Sekiller, bulusu daha fazla agiklama amag¢hdir ve meveut
bulusu bunlarla simrlayacak sekilde yorumlanmayacaktir.

Sekil 1:

metazoan ve protozoan sap ilmik sekanslarindan tiretilen histon sap-
ilmigi konsensus sekansini gosterir (Davila Lopez, M., & Samuelsson,
T. (2008), RNA (New York, N.Y.), 14(1), 1-10.

doi:10.1261/rna. 782308 tarafindan  bildirilmistir). Metazoa ve
protozoadan 4001 histon sap-ilmigi sekansi hizalandi ve meydana
gelen nukleotitlerin miktari, sap-ilmik sekansindaki her pozisyon i¢in
gosterilmigtir. Analiz edilen sckanslarda bulunan tim nikleotitleri
temsil eden, Uretilen konsensus sekansi, tek harfli nukleotit kodu
kullanilarak verilir. Konsensus sekansma ek olarak analiz edilen
sekanslarda bulunan nukleotitlerin en az %99, %95 ve %90 temsil
eden sekanslar gosterilir.

Sekil 2:

protozoan sap ilmik sekanslarindan fretilen histon sap-ilmigi
konsensus sekansmi gosterir {Davila Lopez, M., & Samuelsson, T.
(2008), RNA (New York, N.Y.), 14(1), 1-10. doi:10.1261/rna. 782308

tarafindan bildirilmistir). Protozoadan 131 histon sap-ilmigi sckansi
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hizalandi ve meydana gelen nukleotitlerin miktari, sap-1lmik
sekansindaki her pozisyon i¢in gosterilmistir. Analiz edilen
sekanslarda bulunan tiim niikleotitleri temsil eden, Uiretilen konsensus
sckansi, tek harfli nitkleotit kodu kullanilarak verilir. Konsensus
sekansma ek olarak analiz edilen sekanslarda bulunan nukleotitlerin
en az %99, %95 ve %90'1im1 temsil eden sekanslar gosterilir.

Sekil 3:

metazoan sap ilmik sekanslarindan Uretilen histon sap-ilmigi
konsensus sckansini gosterir (Davila Lopez, M., & Samuelsson, T.
(2008), RNA (New York, N.Y.), 14(1), 1-10. do1:10.1261/rna. 782308
tarafindan bildirilmigtir). Metazoadan 3870 histon sap-1lmigi sekansi
hizalandi ve meydana gelen nukleotitlerm miktari, sap-1lmik
sekansindaki her pozisyon i¢in gosterilmistir. Analiz edilen
sekanslarda bulunan tim niikleotitleri temsil eden, Uiretilen konsensus
sekansi, tek harfli nitkleotit kodu kullanilarak verilir. Konsensus
sekansina ek olarak analiz edilen sekanslarda bulunan niikleotitlerin
en az %99, %95 ve %90' i1 temsil eden sekanslar gosterilir.

Sekil 4:

omurgali sap 1lmik sekanslarindan Uiretilen  histon  sap-1lmigi
konsensus sekansmi gosterir (Davila Lopez, M., & Samuelsson, T.
(2008), RNA (New York, N.Y.), 14(1), 1-10. do1:10.1261/rna. 782308
tarafindan bildirilmistir). Omurgalilardan 1333 histon sap-i1lmigi
sekans1 hizaland1 ve meydana gelen niikleotitlerin miktari, sap-ilmik
sekansmndaki her pozisyon icin gosterilmistir. Analiz edilen
sekanslarda bulunan tim niikleotitleri temsil eden, Uiretilen konsensus
sekansi, tek harfli nitkleotit kodu kullamlarak verilir. Konsensus
sekansina ek olarak analiz edilen sekanslarda bulunan niikleotitlerin

en az %99, %95 ve %9011 temsil eden sekanslar gosterilir.
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Sekil 5:

insan (Homo sapiens) sap ilmik sekanslarindan uretilen histon sap-
ilmigi konsensus sekansint gosterir (Davila Lopez, M., & Samuelsson,
T. (2008), RNA (New York, N.Y.), 14(1), 1-10.
doi:10.1261/ma.782308 tarafindan bildirilmistir). Insanlardan 84
histon sap-1lmigi sekans1 hizalandi ve meydana gelen nikleotitlerin
miktary, sap-ilmik sekansindaki her pozisyon igin gosterilmistir.
Analiz edilen sekanslarda bulunan tim nikleotitleri temsil eden,
tiretilen konsensus sekansi, tek harfli niikleotit kodu kullanilarak
verilir. Konsensus sekansmna ek olarak analiz edilen sekanslarda
bulunan nukleotitlerin en az %99, %95 ve %90'm1 temsil eden
sekanslar gosterilir.

Sekiller 6 ila 21:

in vitro transkripsiyondan mRNA'lar1 gosterir. /n vitro transkripsiyon
yoluyla elde edilen mRNA'larin tanimi ve sekansi verilir. Asagidaki
kisaltmalar kullanilmustir:

ppLuc (GC): Photinus pyralis lusiferaz i¢cin kodlama yapan GC
acisindan zengin mRNA sckansi

ag: alfa globin geninin 3' translasyon yapilmamig bdlgesi (UTR)

A64: 64 adenilath poli(A) sekansi

A120: 120 adenilath poli(A) sekansi

histoneSL: histon sap-1lmigi

aCPSL: oaCP-2KL protemini  spesifik  baglamasina gore Dbir
kiitiiphaneden se¢ilmis sap ilmik

PolioCL: Polio virusu genomik RNA'dan 5' yonca yapragi

G30: 30 guanilath poli(G) sekansi

U30: 30 iridilath poli(U) sekansi

SL: spesifik olmayan/suni sap-ilmik
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N32: 32 nitkleotitlik spesifik olmayan sekans

NY-ESO-1 (G/C): insan timor antijent NY-ESO-1 i¢in kodlama
yapan, GC agisindan zengin mRNA sekansi

Survivin(G/C): insan tumor antijeni Survivin i¢in kodlama yapan, GC
acisindan zengin mRNA sckansi

MAGE-CI1(G/C): insan tumor antijeni MAGE-C1 i¢in kodlama yapan,
GC ag¢isindan zengin mRNA sekans1 Sekanslar i¢inde su elemanlar
vurgulanmistir: kodlama bolgesi (ORF) (buyuk harfler), ag (kaln),
histoneSL (alt1 ¢izili), test edilen diger ayr1 sekanslar (1talik).

Sekil 6:

ppLuc(GC) - agmin (SEK.KIM.NO: 43) mRNA sekansini gosterir.

Alfa-globmn 3'-UTR (ag)'y1 hemen takip eden kisitlama sahasinda
orijinal vektoriin lineer hale getirilmesi suretiyle, bir poli(A) sekansi
tasimayan mRNA elde edilir.

Sekil 7:

ppLuc(GC) - ag - A64in (SEK.KIM.NO: 44) mRNA sekansin

gosterir. A64 poli(A) sekansim hemen takip eden kisitlama sahasinda
orijinal vektorim lineer hale getirilmesi suretiyle, bir A64 poli(A)
sckansi ile biten mRNA ¢lde edilir.

Sekil 8:

ppLuc(GC) - ag - histonSL'nin (SEK.KIM.NO: 45) mRNA sekansin
gosterir. A64 poli(A) sekansi, bir histonSL ile degistirildi. Orneklerde

kullanilan histon sap-i1lmigi sekansi, Cakmakci ve arkadaslar (2008).
Molecular and Cellular Biology, 28(3), 1182-1194'ten elde edildi.
Sekil 9:

ppLuc(GC) - ag - A64 - histonSL'nin (SEK.KIM.NO: 46) mRNA

sckansini gosterir.

HistonSL, A64 poli(A)'nin 3' ine eklend:.
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Sekil 10:

ppLuc(GC) - ag - A120'nin (SEK.KIM.NO: 47) mRNA sekansim
gosterir. A64 poli(A) sekansi, bir A120 poli(A) sekansi ile degistirildi.
Sekil 11:

ppLuc(GC) - ag - A64 - ag'nin (SEK.KIM.NO: 48) mRNA sekansin
gosterir. Bir ikinci alfa-globin 3'-UTR, A64 poli(A)nm 3' 'ine
eklendi.

Sekil 12:

ppLuc(GC) - ag - A64 - aCPSL'nin (SEK.KIM.NO: 49) mRNA

sekansimi gosterir,

Bir sap ilmik, A64 poli(A)nmin 3' ine eklendi. Sap ilmik, aCP-2KL
protemnini spesifik baglamas1 agisindan bir kutiphaneden secild:
(Thisted ve arkadaslar, (2001), The Journal of Biological Chemistry,
276(20), 17484-17496). aCP-2KL, en giglu sekilde eksprese edilen
aCP proteini (alfa-globin mRNA poli(C) baglama proteini) olan aCP-
2'nin bir izoformu (Makeyev ve arkadaslari, (2000), Genomics, 67(3),
301-316) olup, bu ise alfa-globin 3'-UTR'ye baglanan bir grup RNA
baglama proteinidir (Chkheidze ve arkadaslar, (1999), Molecular and
Cellular Biology, 19(7), 4572-4581).

Sekil 13:

ppLuc(GC) - ag - A64 - PolioCL'nin (SEK.KIM.NO: 50) mRNA

sekansini gosterir.

Polio viriisit genomik RNA'dan 5' yonca yapragi, A64 poli(A)nin 3'
"ine eklend.

Sekil 14:

ppLuc(GC) - ag - A64 - G30'un (SEK.KIM.NO: 51) mRNA sekansim

gosterir. 30 guanilathik bir kiime, A64 poli(A)'mun 3' ine cklendi.
Sekil 15:
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ppLuc(GC) - ag - A64 - U30'un (SEK.KIM.NO: 52) mRNA sekansim
gosterir. 30 uridilathk bir kiitme, A64 poli(A)nin 3' ine eklendi.

Sekil 16:

ppLuc(GC) - ag - A64 - SL'nin (SEK.KIM.NO: 53) mRNA sekansin

gosterir. Bir sap ilmik, A64 poli(A)nin 3' 'ine eklendi. Sap ve ilmigin
ust bolimi, (Babendure ve arkadaslari, (2006), RNA (New York,
N.Y.), 12(5), 851-861)'den alind1. Sap ilmik, CG agisindan zengin, 17
baz ¢ifti uzunlugunda bir saptan ve 6 baz uzunlugunda bir ilmikten
olusur.

Sekil 17:

ppLuc(GC) - ag - A64 - N32<vi (SEK.KIM.NO: 54) gosterir

Alternatif bir kisitlama sahasinda orijinal vektorin lineer haline
getirilmes1 suretiyle poli(A)'y1 takiben 32 ilave niikleotit ile mRNA
elde edilir.

Sekil 18:

NY-ESO-1(GC) - ag - A64 - C30'un (SEK.KIM.NO: 55) mRNA

sekansini gostertr.
Sekil 19:
NY-ESO-1(GC) - ag - A64 - C30 - histonSL'nin (SEK.KIM.NO: 56)

mRNA sekansinm gosterir.
Sekil 20:
Survivin(GC) - ag - A64 - C30 - histonSL'nin (SEK.KIM.NO: 57)

mRNA sekansim gosterir.
Sekil 21;
MAGE-CI(GC) - ag - A64 - C30 - histonSL'nin (SEK.KIM.NO: 58)

mRNA sekansini gosterir.

Sekil 22:
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poli(A) ve ThistonSL kombmasyonunun, mRNA'dan protein
ekspresyonunu sinerjistik sekilde arttirdigim gosterir.
Poli{A) sekansi, histonSL ve poli(A) ile histonSL kombinasyonunun
mRNA'dan lusiferaz ekspresyonu uzerindeki etkisi incelendi. Bu
sckilde farkli mRNA'lar, HeLa hicrelert i¢ine clektropore edildi.
Lusiferaz duzeyleri, transfeksivondan 6, 24 ve 48 saat sonra odl¢uldi.
Poli(A) sekansi veya histonSL igermeyen mRNA'dan az miktarda
lusiferaz eksprese edilir. Bir poli{A) sekansi veya histonSL, lusiferaz
dizeyini arttirir. Bununla birlikte ¢arpici sekilde poli(A) ve histonSL
kombinasyonu, tek tek elemanlarin herhangi biri ile godzlemlenen
duzeyin birkag kat izerinde lusiferaz duzeyini guglii sekilde arttirarak
boylelikle sinerjistik tesir gosterir. Veriler, u¢ tekrarl transfeksiyonlar
icin ortalama RLU = SD (nispi 151k Umitesi + standart sapma)
cinsinden grafikle gosterilir.  Spesifik RLU, Omek 14.2'de
ozetlenmistir.

Sekil 23:

poli(A) ve histonSL kombinasyonunun, siralarma bakilmaksizin
mRNA'dan protein ckspresyonunu arttirdigini gosterir,
Poli(A) sekansi, histonSL, poli(A) ile histonSL kombmasyonu ve
bunlarin sirasimin mRNA'dan lusiferaz ekspresyonu izerindeki etkisi
incelendi. Bu sekilde farkli mRNA'lar, HeLa hiicreleri igine lipofekte
edildi. Lusiteraz diizeyleri, transfeksiyon basladiktan 6, 24 ve 48 saat
sonra olguldil. Bir A64 poli(A) sckansi veya histonSL, denk lusiferaz
dizeylerine yol acar. Poli(A) sekansimin uvzunlugunun A64'ten
A120've veya A300'e ¢ikarilmasi, lusiferaz dilzeyini mutedil sekilde
arttirir. Buna karsilik poli(A) ve histonSL kombinasyonu, lusiferaz
dizeyini, poli(A) sekansinin uzatilmasindan ¢ok daha fazla arttirir.

Poli(A) ve histonSL kombinasyonu, sinerjistik sekilde tesir gosterir,
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cunki tek tek elemanlarm herhangi biri ile gozlemlenen diizeym
birkac kat lizerinde lusiferaz diuzeyini arttinir. Poli(A) ile histonSL
kombinasyonunun sinerjistik etkisi, poli(A) ve histonSL sirasindan
bagimsiz olarak ve A64-histonSL veya histonSL-A250 mRNA ile
poli(A) uzunlugundan bagimsiz olarak goriilur. Veriler, Ui¢ tekrarh
transfeksiyonlar i¢in ortalama RLU = SD cinsinden grafikle gosterilir.
Spesifik RLU, Omek 14.3'te 6zetlenmistir,

Sekil 24:

politA) ile  histonSL.  kombinasyonu tarafindan  protein
ekspresyonundaki artigin spesifik oldugunu gosterir,
Poli(A) ile histonSL'min veya poli (A) ile alternatif sekanslarin
birlestirilmesinin, mRNA'dan lusiferaz ekspresyonu Uzerindeki etkisi
incelendi. Bu sekilde farklh mRNA'lar, HelLa hiuicreleri igine
elektropore edildi. Lusiferaz diizeyleri, transfeksiyondan 6, 24 ve 48
saat sonra ol¢iildll. Bir poli(A) sekansi veya histonSL, denk lusiferaz
diizeylerine yol agar. Poli(A) ve histonSL kombinasyonu, tek tek
elemanlarin herhangi biri ile gozlemlenen diizeyin birkac kat iizerinde
lusiferaz duzeyini guglu sekilde arttirarak boylelikle sinerjistik tesir
gosterir, Buna karsilik poli{A)'nim baska bir sekans 1le birlestirilmesi,
sadece bir poli(A) sekansi ihtiva eden mRNA'ya kiyasla lusiferaz
diizeyr zerinde etkisizdir. Boylelikle poli(A) 1ile histonSL
kombinasyonu, spesifik ve sinerjistik sekilde tesir gosterir. Veriler, tig
tekrarli transfeksiyonlar ig¢in ortalama RLU £ SD cinsinden grafikle
gosterilir. Spesifik RLU, Ornek 14.4'te dzetlenmistir.

Sekil 25:

poli(A) ve histonSL kombinasyonunun, mRNA'dan protein
ckspresyonunu in vivo sinerjistik sekilde arttirdi@ini  gosterir.

Poli(A) sekansi, histonSL ve poli(A) ile histonSL kombinasyonunun
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in vivo mRNA'dan lusiferaz ekspresyonu uizerindeki etkisi incelendi.
Bu sekilde farkli mRNA'lar, farelere intradermal yoldan enjekte edildi.
Enjeksiyondan 16 saat sonra fareler olduruldii ve enjeksiyon
sahalarinda Lusiferaz duzeyleri olguldu. Lusiferaz, bir histonSL'ye
veya bir poli(A) sekansina sahip mRNA'dan cksprese edilir. Bununla
birlikte carpici sekilde poli(A) ve histonSL kombinasyonu, tek tek
elemanlarin herhangi biri ile gozlemlenen diizeyin birkag kat uzerinde
lusiferaz diizeyini giigli sekilde arttirarak boylelikle sinerjistik tesir
gosterir. Veriler, ortalama RLU = SEM (nispi 151k Uinitesi = standart
ortalama hatas1) cinsinden grafikle gosterilir. Spesifik RLU, Ornek
14.5'te 6zetlenmistir.

Sekil 26:

poli(A) ve histonSL kombinasyonunun, mRNA'dan NY-ESO-1
protein ekspresyonunu arttirdigini gosterir,

Poli(A) sekansi, histonSL ve poli(A) ile histonSL kombinasyonunun
mRNA'dan NY-ESO-1 ekspresyonu tizerindeki etkisi incelendi. Bu
sekilde farkli mRNA'lar, HeLa hiicreleri i¢ine elektropore edildi. NY-
ESO-1 duzeyler, transteksiyondan 24 saat sonra akis sitometresi ile
olculdii. NY-ESO-1, sadece bir poli(A) sekansina sahip mRNA'dan
eksprese edilir. Bununla birlikte ¢arpici sekilde poli(A) ve histonSL
kombinasyonu, sadece bir poli(A) sekansi ile gdzlemlenen diizeyin
birka¢ kat tizerinde NY-ESO-1 diizeyim gucli sekilde arttinir. Veriler,
flioresan yogunluguna karst sayimlar halinde grafikle gosterilir.
Medyan flioresan yogunluklar: (MFI), Omek 14.6'da 6zetlenmistir.
Sekil 27:

poli(A) ve histonSL kombinasyonunun, mRNA ile asilama yoluyla

uyandirilan antikor diizeyini arttirdigini gosterir.
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Poli(A) sekansi1 ve poli(A) ile histonSL kombinasyonunun, mRNA ile
astlama  yoluyla uyandirilan anti  NY-ESO-1  antikorlarinm
induklenmesi tizerindeki etkisi incelendi. Bu nedenle CS57BL/6
tareleri, protamin 1ile komplekslestirilmis farklh mRNA'lar ile
intradermal yoldan asilandi. Asilanmus farelerde ve kontrol farelerinde
NY-ESO-1'e spesifik antikorlarin diizeyi, seri serum seyreltiler: ile
ELISA ile analiz edildi. Anti NY-ESO-1 Ig(G2a[b], sadece bir poli(A)
sekansina sahip mRNA tarafindan indiklenir. Bununla birlikte ¢arpici
sekilde poli{A) ve histonSL kombinasyonu, sadece bir poli(A) sckansi
ile gbzlemlenen dlizeyin birkag kat fizerinde anti NY-ESO-1 1gG2a[b]
duzeyini gigli sekilde arttinr. Veriler, ortalama u¢ nokta titerlen
halinde grafikle gosterilir. Ortalama ug¢ nokta titerlerr, Omek 14.7'de

Ozetlenmistir.

Ornekler:

Asagidaki Ornekler, bulusu daha fazla aciklama amaghdir ve mevceut

bulusu bunlarla simirlayacak sekilde yorumlanmayacaktir,

1. Histon sap-ilmigi konsensus sekanslarinin uretilmesi

Deneylerden Once histon sap-1lmigi konsensus sekanslari, metazoan
ve protozoan histon sap-ilmigi sekanslarn  bazmda belirlendi.
Sekanslar, genomik sekanslan ve eksprese edilen sekans takilarim
arastirarak ¢ok sayida dogal histon sap-ilmigi sekansini tanimlamis
bulunan Lopez ve arkadaslar1 (Davila Lopez, M., & Samuelsson, T.
(2008), RNA (New York, N.Y.), 14(1), 1-10. doi:10.1261/rna.782308)

tarafindan saglanan ckten alindi. Ilk olarak metazoa ve protozoadan
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tum sekanslar (4001 sekans) veya protozoadan (131 sekans) veya
alternatif olarak metazoadan (3870 sekans) veya omurgahlardan (1333
sekans) veya insanlardan (84 sekans) tim sekanslar gruplandi ve
hizalandi. Sonra her pozisyon i¢cin meydana gelen niikleotitlerin
miktar1 belirlendi. Bu sekilde elde edilen tablolara dayanarak S farkl
sekans grubu i¢in, analiz edilen sekanslarda bulunan tim nukleotitler
temsil eden konsensus sekanslart olusturuldu. Ek olarak konserve
edilmig nukleotitler giderek artan sekilde vurgulanarak daha kisitlayici

konsensus sekanslari da elde edildi.

2. DNA sablonlarinin preparasyonu

Bir T7 promoteri, ardindan Photinus pyralis lusiferaz (ppLuc(GC))
icin kodlama yapan, GC agisindan zengin bir sekans, alfa-globin
(ag)nin 3' translasyon yapilmamus bolgesinin (UTR) orta kismu ve bir
poli(A) sekansi ihtiva eden bir vektor, in vitro transkripsiyon igin
yapilandirildi. Bir A64 poli(A) sekans: ile biten mRNA elde etmek
icin 1 vitro transkripsiyondan oOnce vektorun lineer hale
getirilmesinde kullanmilan bir kisitlama sahasi, poli(A) sckansini takip
ediyordu. Buna gore in vitro transkripsiyon yoluyla bu vektorden elde

edilen mRNA, "ppLuc(GC) - ag - A64" olarak adlandirilir.

Bu vektoriin alternatif kisitlama sahalarinda, in vitro transkripsiyon
oncesinde lineer hale getirilmesi, A64'iin 3' "inde 1lave nukleotitler ile
uzatilmis veya A64 tasimayan mRNA elde edilmesini sagladi. Ek
olarak orijinal vektor, alternatif sekanslar icerecek sekilde modifiye

edildi. Ozet olarak bu vektorlerden in vitro transkripsiyon yoluyla
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asagidaki mRNA'lar elde edildi (mRNA sekanslari, Sekil 6 1la 17'de
verilmigtir):

ppLuc(GC) - ag (SEK.KIM.NO: 43)

ppLuc(GC) - ag - A64 (SEK.KIM.NO: 44)
ppLuc(GC) - ag - histonSL (SEK.KIM.NO: 45)
ppLuc(GC) - ag - A64 - histonSL (SEK.KIM.NO: 46)
ppLuc(GC) - ag - A120 (SEK.KIM.NO: 47)
ppLuc(GC) - ag - A64 - ag (SEK.KIM.NO: 48)
ppLuc(GC) - ag - A64 - aCPSL (SEK.KIM.NO: 49)
ppLuc(GC) - ag - A64 - PolioCL (SEK.KIM.NO: 50)
ppLuc(GC) - ag - A64 - G30 (SEK.KIM.NO: 51)
ppLuc(GC) - ag - A64 - U30 (SEK.KIM.NO: 52)
ppLuc(GC) - ag - A64 - SL (SEK.KIM.NO: 53)
ppLuc(GC) - ag - A64 - N32 (SEK.KIM.NO: 54)

Ek olarak NY-ESO-1, Survivin ve MAGE-CI1 timor antijenleri igin
kodlama yapan DNA plazmid sekanslari, buna gore yukarida tarif
edildigi gibi hazirlandi,

Ozet olarak bu vektorlerden in vitro transkripsiyon yoluyla asagidaki
mRNA'lar elde edildi (mRNA sekanslar, Sekil 18 ila 2l'de
verilmigtir):

NY-ESO-1(GC) - ag - A62 - C30 (SEK.KIM.NO: 55)
NY-ESO-1(GC) - ag - A62 - C30 - histonSL (SEK.KIM.NO: 56)
Survivin(GC) - ag - A62 - C30 - histonSL (SEK.KIM.NO: 57)
MAGE-C1(GC) - ag - A64 - C30 - histonSL (SEK.KIM.NO: 58)
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3. In vitro transkripsiyon

Ornek 2'ye gore DNA sablonu, lineer hale getirildi ve T7-Polimeraz
kullanmilarak in vitro transkripte edildi. Daha sonra DNA sablonu,
DNaz islemi 1le sindirildi. Tim mRNA transkriptleri, transkripsiyon
reaksiyonuna fazla N7-Metil-Guanosin-5'-Trifosfat-5'-Guanosin 1lave
edilerek elde edilmis bir 5'-CAP yapisi ihtiva ediyordu. Bu sekilde

elde edilen mRNA, saflastirildi ve su i¢inde yeniden siispanse edildi.

4. mRNA'min enzimatik adenilasyonu

[ki mRNA, enzimatik sekilde adenile edildi:
ppLuc(GC) - ag - A64 ve ppLuc(GC) - ag - histonSL..

Bu amag¢la RNA, E. coli Poli(A)-polimeraz ve ATP (Poli(A)
Polimeraz Kuyruk Kiti, Epicentre, Madison, ABD) ile uireticinin
talimatlar1 uygulanarak inkitbe edildi. Uzatilmis poli(A) sekansi ile
mRNA, saflastinnldi ve su i¢inde yeniden suspanse edildi. Poli(A)
sckansmmin uzunlugu, agaroz jel clektroforezi yoluyla belirlendi.
Baslangic mRNA'lar1, yaklasik olarak 250 adenilat kadar uzatildi; elde
edilen mRNA'lar, sirasiyla

ppLuc(GC) - ag - A300 ve ppLuc(GC) - ag - histonSL - A250 olarak
adlandirildi.

5. mRNA elektroporasyonu yoluyla lusitferaz ekspresyonu

HeLa huicreleri, tripsinize edildi ve opti-MEM iginde yikandi, 200 pl
opti-MEM iginde 1x10” hiicre, 0.5 pg ppLuc'yi sifreleyen mRNA ile
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elektropore edildi. Kontrol olarak ppLuc i¢in kodlama yapmayan
mRNA, ayrica elektropore edildi. Elektropore edilen hucreler, 1 ml
RPMI 1640 ortami iginde 24 oyuklu plakalarda tohumlanda.
Transfeksiyondan 6, 24 veya 48 saat sonra ortam havalandirildi ve
huicreler, 200 pl liziz tamponu (25 mM Tris, pH 7.5 (HC1), 2 mM
EDTA, %10 gliserol, %1 Triton X-100, 2 mM DTT, 1 mM PMSF)
icinde lize edildi. ppLuc aktivitesi Olgilene kadar lizatlar -20°C'de

saklanda.

6. mRNA lipofeksiyonu yoluyla lusiferaz ekspresyonu

HeLa hiicreleri, oyuk basmna 2x10* hilcre yogunlugunda 96 oyuklu
plakalarda tohumlandi. Ertesi giin hiicreler, opti-MEM i¢inde yikand:
ve sonra 0.25 pg Lipofektin ile komplekslestirilmig, ppLuc'yi
sifreleyen mRNA ile 150 ul opti-MEM i¢inde transfekte edildi.
Kontrol olarak ppLuc i¢in kodlama vyapmayan mRNA, ayrica
lipofekte edildi. Bazi oyuklarda transfeksiyon basladiktan 6 saat sonra
opti-MEM havalandirildi ve hucreler, 200 pl liziz tamponu iginde lize
edildi. Geri kalan oyuklarda bu zamanda opti-MEM, RPMI 1640 ile
degistirildi. Bu oyuklarda transfeksiyon basladiktan 24 veya 48 saat
sonra ortam havalandirildr ve hiicreler, 200 pul liziz tamponu iginde

lize edildi. ppLuc aktivitesi olgtilene kadar lizatlar -20°C'de saklandi.
7. Lusiferaz ¢lcumi
ppLuc aktivitesi, nispi 11k tniteleri (RLU) cinsinden, bir BioTek

SynergyHT plaka okuyucuda, 5 saniye dlgiim stiresinde, 50 ul lizat ve
200 pl lusiferin tamponu (25 mM Glisilglisin, pH 7.8 (NaOH), 15 mM
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MgSO,, 2 mM ATP, 75 uM lusiferin) kullamlarak ol¢iildi. Spesifik
RLU, toplam RLU'dan kontrol RNA'ya ait RLU ¢ikanlarak
hesapland,

8. intradermal mRNA enjeksiyonu yoluyla lusiferaz ekspresyonu

(In vivo lusiferaz ekspresyonu)

Bir Rompun ve Ketavet karisimu ile farelere anestezi uygulandi.
ppLuc'yi sifreleyen her mRNA, intradermal vyoldan enjekte edildi
(enjeksiyon bagma S0 pl iginde 0.5 ug mRNA). Kontrol olarak ppLuc
icin kodlama yapmayan mRNA, ayrica enjekte edildi. Enjeksiyondan
16 saat sonra fareler oldurilldii ve doku toplandi. Doku 6rnekleri, sivi
nitrojen i¢inde aninda donduruldu ve bir doku lize edicide (Qiagen)
800 ul liziz tamponu (25 mM Tris, pH 7.5 (HCI), 2 mM EDTA, %10
gliserol, %1 Triton X-100, 2 mM DTT, 1 mM PMSF) icinde lize
edildi. Ardindan ornekler, 13500 rpm'de 4°C'de 10 dakika siireyle
santrifujlendi. ppLuc aktivites1 Ol¢ulene kadar lizatlar -80°C'de

saklandi (bakimz 7. lusiferaz olgumi).

9. mRNA elektroporasyonu yoluyla NY-ESO-1 ekspresyonu

HeLa hucreleri, tripsinize edildi ve opti-MEM i¢inde yikandi. 200 pl
opti-MEM i¢inde 2x10° hilcre, 10 pg NY-ESO-1'i sifreleyen mRNA
ile elektropore edildi. Elektroporasyonlardan gelen hiicreler
birlestirildi ve 2 ml RPMI 1640 ortami i¢inde 6 oyuklu bir plakada
tohumlandi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hicreler toplandi ve 96
oyuklu, V tabanli bir plakaya aktarildi (mRNA basma 2 oyuk).
Hiicreler, fosfat tamponlu tuz (PBS) ile yikand1 ve oyuk basina 200 pl
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Cytofix/Cytoperm (Becton Dickinson (BD)) ile gecirgenlestirildi. 15
dakika sonra hiicreler, PermWash (BD) ile yikandi. Sonra hiicreler,
oda sicakhiginda 1 saat sureyle fare anti-NY-ESO-1 IgG1 veya bir
izotip kontrolil (20 pg/ml) ile inkube edildi. Hucreler tekrar iki kez
PermWash ile yikandi. Ardindan hucreler, 1 saat stureyle 4°C'de,
1:500 oranmda bir Alexa-647 ile birlestirilmis keci-anti-fare IgG
seyreltisi ile inkiibe edildi. Son olarak hiicreler iki kez PermWash ile
yikandi. Hucreler, 200 pl tampon (PBS, %2 FCS, 2 mM EDTA,
%0.01 sodyum azid) i¢inde yeniden slspanse edildi. NY-ESO-I
ekspresyonu, medyan flirosena yogunlugu (MFI) cinsinden akis

sitometresi ile nicelendirildi.

10. Anti NY-ESO-1 antikorlarinin mRNA ile asilama yoluyla

induklenmesi

C57BL/6 fareleri, protamin ile komplekslestirilmis, NY-ESO-1'1
sifreleyen mRNA ile intradermal yoldan asiland1 (14 giinde 5 kez).
Kontrol fareleri, tampon ile igleme tabi tutuldu. Asilannus farelerde ve
kontrol farclerinde NY-ESO-1'e spesifik antikorlarin diizeyi, ELISA
ile son asilamadan & gun sonra analiz edildi: 96 oyuklu ELISA
plakalar1 (Nunc), oyuk basina 100 pl 10 pg/ml rekombinant NY-ESO-
1 proteini ile 16 saat stireyle 4°C'de kaplandi. Plakalar, iki kez yikama
tamponu (PBS, %0.05 Tween-20) ile yikandi. Spesifik olmayan
baglanmay1 bloke etmek i¢in daha sonra plakalar, 2 saat sureyle
37°C'de bloklama tamponu (PBS, %0.05 Tween-20, %1 BSA) ile
inkiibe edildi. Bloklamadan sonra oyuk basma 100 pl seri seyreltilmis
fare serumlar ilave edildi ve oda sicaklifinda 4 saat stireyle inkiibe

edildi. Plakalar daha sonra fi¢ kez yikama tamponu ile yikand:.
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Ardindan oyuk basma 100 pl biyotinile edilmis sigan anti-fare
[g(G24[b] saptama antikoru (BD Biosciences), bloklama tamponu
icinde 1:600 oraninda seyreltilmis olarak, 1 saat sureyle oda
sicakliginda baglanmaya birakildi. Plakalar tekrar Ui kez yikama
tamponu ile yikandi, ardindan 30 dakika suireyle oda sicakliginda oyuk
basina 100 pl yabanturpu peroksidaz ile birlestirilmis streptavidin ile
inkiibe edildi. Yikama tamponu ile dort yikamadan sonra oyuk bagma
100 pl 3,3".5,5'-tetrametilbenzidin {Thermo Scientific) ilave edildi.
Renkte degisim meydana gelmesi #izerine oyuk bagma 100 pl %20

stllfiirik asit 1lave edildi. 405 nm’de absorbans dl¢iildil.

11. Anti Survivin antikorlarmin mRNA ile asilama yoluyla

induklenmesi

C57BL/6 fareleri, protamin ile Kkomplekslestirilmis, Survivini
sifreleyen mRNA ile intradermal yoldan asilandi (14 giinde 5 kez).
Kontrol fareleri, tampon ile isleme tabi tutuldu. Asilanms farelerde ve
kontrol farelerinde Survivine spesifik antikorlarm duzeyi, ELISA ile
son agilamadan 8§ giin sonra analiz edildi: 96 oyuklu ELISA plakalan
(Nunc), oyuk basina 100 pl 10 pg/ml rekombinant Survivin proteini
ile 16 saat sireyle 4°C'de kaplandi. Plakalar, iki kez yikama tamponu
(PBS, %0.05 Tween-20) ile yikandi. Spesifik olmayan baglanmayi
bloke etmek i¢in daha sonra plakalar, 2 saat siireyle 37°C'de bloklama
tamponu (PBS, %0.05 Tween-20, %1 BSA) ile inkitbe edildi.
Bloklamadan sonra oyuk basina 100 ul seri seyreltilmis fare serumlan
ilave edildi ve oda sicakliginda 4 saat sureyle inkiibe edildi. Plakalar
daha sonra i¢ kez yikama tamponu ile yikandi. Ardindan oyuk basina

100 pl biyotinile edilmis sigan anti-fare 1gG2a[b] saptama antikoru
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(BD Biosciences), bloklama tamponu i¢inde 1:600 oraminda
seyreltilmis olarak, 1 saat slreyle oda sicakh@nda baglanmaya
birakildi. Plakalar tekrar ii¢ kez yikama tamponu ile yikandi, ardindan
30 dakika sureyle oda sicaklifinda oyuk basina 100 pl yabanturpu
peroksidaz ile birlestirilmis streptavidin ile inkitbe edildi. Yikama
tamponu ile dort yikamadan sonra oyuk basmna 100 pl 3.,3'.5)5'-
tetrametilbenzidin (Thermo Scientific) ilave edildi. Renkte degisim
meydana gelmesi Uizerine oyuk basina 100 ul %20 sulfurik asit ilave

edildi. 405 nm’de absorbans dl¢iildil.

12. Anti MAGE-C1 antikorlarimn mRNA ile asilama voluyla

induklenmesi

C57BL/6 fareleri, protamin ile komplekslestirilmis, MAGE-C1"
sifreleyen mRNA ile intradermal yoldan asiland1 (14 giinde 5 kez).
Kontrol fareleri, tampon ile igleme tabi tutuldu. Asilanmis farelerde ve
kontrol farelerinde MAGE-Cl'e spesifik antikorlarin diizeyi, ELISA
ile son asillamadan 8 giun sonra analiz edildi: 96 oyuklu ELISA
plakalar (Nunc), oyuk basma 100 pl 10 pg/ml rekombimant MAGE-
C1 proteini ile 16 saat siireyle 4°C'de kaplandi. Plakalar, iki kez
vikama tamponu (PBS, %0.05 Tween-20) ile yikandi. Spesifik
olmayan baglanmayr bloke etmek i¢in daha sonra plakalar, 2 saat
siireyle 37°C'de bloklama tamponu (PBS, %0.05 Tween-20, %1 BSA)
ile ikitbe edildi. Bloklamadan sonra oyuk basma 100 ul ser
seyreltilmis fare serumlan ilave edildi ve oda sicakhiginda 4 saat
streyle inkiibe edildi. Plakalar daha sonra ¢ kez yikama tamponu ile
vikandi. Ardindan oyuk basina 100 pl biyotinile edilmis sigan anti-

fare IgG2a[b] saptama antikoru (BD Biosciences), bloklama tamponu



10

15

20

25

121

icinde 1:600 oraminda seyreltilmig olarak, 1 saat sureyle oda
sicakliginda baglanmaya birakildi. Plakalar tekrar U¢c kez yikama
tamponu ile yikand, ardindan 30 dakika stireyle oda sicakliginda oyuk
basina 100 pl vabanturpu peroksidaz ile birlestirilmis streptavidin ile
inkiibe edildi. Yikama tamponu ile dort yikamadan sonra oyuk basina
100 pl 3.3.5,5'-tetrametilbenzidin (Thermo Scientific) ilave edildi.
Renkte degisim meydana gelmesi Uizerine oyuk basma 100 pl %20

stllfiirik asit ilave edildi. 405 nm’de absorbans dl¢uldu.

13. Antijene spesifik hucresel immun tepkisinin (T hucresi immiun

tepkisinin) ELISPOT ile saptanmasi:

C57BL/6 fareleri, protamin ile komplekslestirilmis, MAGE-C14
sifreleyen mRNA ile intradermal yoldan asilanir (14 ginde 5 kez).
Kontrol fareleri, tampon ile isleme tabi tutulur. Son asilamadan 1 hafta
sonra fareler olduruliir, dalaklar ¢ikarilir ve splenositler izole edilir.
Splenositler, yukaridaki antijenden (peptit kutiphanesi) alinan
peptitler varligimda 7 gun sireyle yeniden uyanlir veya dogal
singeneik farelerin kemik 1lig1 hiterelerinden uretilen ve antijen igin
kodlama yapan RNA ile elektroporasyon yapilan dendritik hiicreler ile
birlikte mkitbe edilir. Antijene spesifik hiicresel immin tepkisini
belirlemek i¢in IFNgamma sekresyonu, yeniden uyarma sonrasinda
olctldii. IFNgamma saptamas1 i¢in kihifli bir ¢ok perdeli plaka
(Millipore), bir gece sireyle IFNy’ye vyonelik antikor (BD
Pharmingen, Heidelberg, Almanya) i¢eren kaplama tamponu 0.1 M
karbonat-bikarbonat tamponu pH 9.6, 10.59 g/1 Na2CO3, 8.4g/l
NaHCO3) ile inkuibe edilir. Uyvaricilar ve efektor hiicreler, plakada
1:20 oraninda 24 saat siireyle birlikte inkiibe edilir. Plaka, 1xXPBS ile
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yikanir ve biyotin 1le birlestirilmis 1kincil antikor ile inkube edilir.
1xPBS/%0.05 Tween-20 ile yikandiktan sonra substrat (5-Bromo-4-
Kloro-3-Indolil Fosfat/Nitro Blue Tetrazolyum Srvi Substrat Sistemi,
Sigma Aldrich, Taufkirchen, Almanya’dan) plakaya ilave edilir ve

substrat doniisimiul gozle saptanabilir.

14. SONUCLAR

14.1 Histon sap-ilmigi sekanslari:

Histon sap-1lmigi sekanslarimi karakterize etmek i¢in metazoa ve
protozoadan (4001 sekans) veya protozoadan (131 sekans) veya
alternatif olarak metazoadan (3870 sekans) veya omurgahilardan (1333
sekans) veya insanlardan (84 sekans) sekanslar grupland: ve hizaland.
Sonra her pozisyon i¢in meydana gelen nikleotitlerin miktar
belirlendi. Bu sekilde elde edilen tablolara dayanarak 5 farkli sekans
grubu i¢in, analiz edilen sekanslarda bulunan tim nukleotitleri temsil
eden konsensus sckanslar1 olusturuldu. Metazoa ve protozoa'min
birlestirilmis konsensus sckansi icinde 3 niikleotit konserve edilir;
ilmikte bir T/U ve sapta bir G ve bir C, bu sekilde bir baz ¢ifti
olusturulur. Yapi agisindan tipik olarak 6 baz giftlik bir sap ve 4
nukleotitlik bir ilmik olusturulur. Bununla birlikte sapan yapilar da
yaygindir: 84 insan histon sap-ilmigi arasindan 1kisi, 4 baz ¢ift ve bir
yanhs eslesme igceren sadece S5 nukleotitlik bir sap ihtiva eder. Bir
baska insan histon sap-ilmigi, sadece 5 baz ¢iftlik bir sap ihtiva eder.
Dort insan histon sap-ilmigi daha, 6 nukleotit uzunlugunda bir sap
ihtiva eder, ancak ayr1 ayri ui¢ farkli pozisyonda bir yanlis eslesme

igerir. Ekolarak dort msan histon sap-ilmigi, ayrn ayri iki farkh
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pozisyonda bir wobble baz ¢ifti ihtiva eder. Ilmikli ilgili olarak 4
nukleotitlik bir uzunluk, kesin olarak gerekli gorinmez, cinkil 5

niikleotitlik bir ilmik, D. discoideum'da tanimlanmustir,

Analiz edilen seckanslarda bulunan tim niikleotitleri temsil eden
konsensus sekanslarina ek olarak konserve edilmis nukleotitler
giderek artan sekilde vurgulanarak daha kisitlayict konsensus
sekanslar1 da elde edildi. Ozet olarak asagidaki sekanslar elde edildi:
(Kons): Var olan tiim nitkleotitleri temsil eder

(%99): var olan tim niikleotitlerin en az %99'unu temsil eder

(%95): var olan titm nukleotitlerin en az %95'ni1 temsil eder

(%90): var olan tiim niikleotitlerin en az %901 temsil eder

Histon sap-ilmigi sekanslarinin analiz sonuglar, agagidaki Tablo 1 ila

5'te dzetlenmistir (ayrica bakimiz Sekil 1 ila 5):

Tablo 1: Metazoan ve protozoan histon sap-1lmigi konsensus sekansi:
(4001 metazoan ve protozaon histon sap-1lmig sekansinin

hizalanmasma dayanir) (bakimz ayrica Sekil 1)
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Tablo 2: Protozoan histon sap-ilmigi konsensus sekansi: (131
protozaon histon sap-ilmigi sekansmin hizalanmasina dayanir)

(bakiniz ayrica Sekil 2)
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Tablo 3: Metazoan histon sap-ilmigi konsensus sekansi; (3870 (1333
10 omurgal sekansi dahil) metazoan histon sap-ilmigi sekansmin

hizalanmasina dayanir) (bakiniz ayrica Sekil 3)
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Tablo 4: Omurgali histon sap-ilmigi konsensus sekansi: (1333
omurgali histon sap-1lmigi sekansinin hizalanmasina dayanir) (bakimz

ayrica Sekil 4)
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Tablo 5:

Homo sapiens histon sap-1lmigi konsensus sekansi: (84 insan

histon sap-ilmigi sekansiin hizalanmasina dayanir) (bakiniz ayrica

Sekil 5)
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Burada kullanilan kisaltmalar asagidaki gibi tanimlanda:

kisaltma | Nukleotit bazlan aciklama

G G (Guanin

A A Adenin

T T Timin

U U Urasil

C C Sitosin

R G veya A Purin

Y T/U veya C Pirimidin

M A veya C Amino

K G veya T/U Keto

S GveyaC Guglia (3H baglarn)

W A veya T/U Zayif (ZH baglar)

H A veya C veya T/U G Degil

B G veya T/U veya C A Degil

\Y G veya C veya A T/U Degil

D G veya A veya T/U C Degil
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N* G veya C veya T/U veya A var | Herhangi bir baz

veya yok Baz var olabilir veyva olmayabilir

14.2 Poli(A) ve histonSL. kombinasyonu, mRNA'dan protein
ckspresyonunu sinerjistik sekilde arttirr.

Poli(A) ile histonSL. kombinasyonunun, mRNA'dan protein
ekspresyonu lizerindeki etkisini aragtirmak i¢in alfa-globin 3'-UTR'nin
farkli 3' sekanslarina sahip mRNA'lar sentezlendi: 3'-UTR'nin sadece
3' 'a 1le biten, bu nedenle poli(A) sekansim ve histonSL'y1 tagimayan
veya bir A64 poli(A) sekansi veya bir histonSL ya da 3'-UTR'nin hem
A64 poli(A) hem histonSL 3' inll ihtiva eden mRNA'lar. Lusiferazi
sifreleyen mRNA'lar veya kontrol mRNA, HeLa hucreleri igine

elektropore edildi. Lusiferaz diizeyleri, transfeksiyondan 6, 24 ve 48

saat sonra olculdil (bakimz asagidaki Tablo 6 ve Sekil 22).

Tablo 6:
mRNA 6 saatte RLU | 24 saatte RLU | 48 saatte RLU
ppLuc(GC)-ag-A64-histonSL | 466553 375169 70735
ppLuc(GC)-ag-histonSL 50947 3022 84
ppLuc(GC)-ag-A64 10471 19529 4364
ppLuc(GC)-ag 997 217 42

Poli(A) sekansi veya histonSL icermeyen mRNA'dan az miktarda
lusiferaz eksprese edildi. Bir poli(A) sekans1 veya histonSL, lusiferaz
diuzeyini arttirdi. Herhangi bir mRNA, hem poli(A) hem histonSL
tasimayan mRNA'dan ¢ok daha yiiksek bir lusiferaz dizeyine yol agtr.
Bununla birlikte ¢arpici sekilde poli(A) ve histonSL kombinasyonu,
tek tek elemanlarm herhangi bini ile gozlemlenen diizeyin birkag kat

uzerinde lusiferaz duizeyim guglu sekilde arttirdi. Ayni mRNA i¢inde
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poli(A) ve histonSL'nin birlestirilmesine bagh olarak lusiferaz
duzeyinde meydana gelen artisin buytkliigi, bunlarin sinerjistik

sekilde tesir gosterdigini ortaya koyar,

Poli{A) ve histonSL arasindaki sinerji, poli(A)-histonSL. mRNA'dan
(+/+) gelen sinyalin, histonSL mRNA'dan (-/+) ve poli(A) mRNA'dan
(+/-) gelen sinyallerin toplamma bolimmesi suretiyle nicelendirildi

(bakimiz asagidaki Tablo 7).

Tablo 7:
A64 | histonSL | 6 saatte RLU | 24 saatte RLU | 48 saatte RLU
+ + 466553 375169 70735
- + 50947 3022 84
+ - 10471 19529 4364
Sinerji 7.6 16.6 15.9

Bu sekilde hesaplanan faktor, poli(A) ve histonSL'yi birlestiren
mRNA'dan edinilen lusiferaz duzeyinin, poli(A) ve histonSL'nin
etkiler1 tamamen toplamsal olsa 1di beklenecek olandan ne kadar daha
yuksek oldugunu belirtir. poli(A) ve histonSL'vi birlestiren
mRNA'dan edinilen lusiferaz diuizeyi, bunlarin etkileri1 tamamen
toplamsal olsa idi saglanacak olan duzeyden 16.6 kata kadar daha
yiksekti. Bu sonug, poli(A) ve histonSL kombinasyonunun, protein
ekspresyonunda ¢arpict sekilde sinerpstik bir artis sagladigini teyit

eder.

14.3. Poli(A) ve histonSL kombinasyonu, siralarina bakilmaksizin

mRNA'dan protein ekspresyonunu arttirir,

Poli{A) ve histonSL kombinasyonunun etkisi, poli(A) sekansinin



10

15

20

128

uzunluguna ve poli{A) ve histonSL sirasina bagli olabilir. Bu nedenle
poli(A) mRNA'lar ve
¢evrilmis sirada poli(A) ve histonSL'li mRNA sentezlendi: Tki mRNA,
3'-UTR'nin 3' "inde bir A120 veya bir A300 poli(A) sckansi ihtiva
ediyordu. Bir baska mRNA, 3'-UTR'nin 3' "inde 1ilk olarak bir
histonSL, ardindan bir A250 poli(A) sekansi ihtiva ediyordu.

sekans1  uzunlugunun arttirlldig tersine

Lusiferaz1 sifreleyen mRNA'lar veya kontrol mRNA, HeLa hiicreler
igine lipofekte edildi. Lusiferaz diizeyleri, transfeksiyon basladiktan 6,

24 ve 48 saat sonra 6l¢uldil (bakimiz asagidaki Tablo 8 ve Sekil 23).

Tablo &:

mRNA

6 saatte RLU

24 saatte RLLU

48 saatte RLU

ppLuc(GC)-ag-histonSL-A250

98472

734222

146479

ppLuc(GC)-ag-A64-histonSL | 123674 317343 89579
ppLuc(GC)-ag-histonSL 7291 4565 916
ppLuc(GC)-ag-A300 4357 38560 11829
ppLuc(GC)-ag-A120 4371 45929 10142
ppLuc(GC)-ag-A64 1928 26781 537

Bir A64 poli(A) sekansi veya histonSL, denk lusiferaz diizeylerine yol
actt.. Onceki deneye uyumlu sekilde A64 ve histonSL kombinasyonu,
tek tek elemanlarm herhangi biri ile gozlemlenen diizeyin birkag kat
uzerinde lusiferaz duzeyini guglin sekilde arttirir. Ayni mRNA ig¢inde
poli(A) wve histonSL'min birlestirilmesine bagli olarak lusiferaz
diuzeyinde meydana gelen artisin buyliklug, bunlarnn sinerjistik
sekilde tesir gosterdigini ortaya koyar. A64 ile histonSL arasindaki
sinerji, daha onceki gibi, A64-histonSL, A64 ve histonSL mRNA'nin
lusiferaz diizeylerine gore nicelendirildi (bakiniz asagidaki Tablo 9).

A64 ve histonSL'vi birlestiren mRNA'dan edinilen lusiferaz diizeyi,
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etkileri

tamamen

toplamsal

olsa 1di

saglanacak olan diizeyden 61.7 kata kadar daha yuksekti.

Tablo 9:
A64 | histonSL | 6 saatte RLLU | 24 saatte RLLU | 48 saatte RLU
+ + 123674 317343 89579
- + 7291 4565 916
+ - 1928 26781 537
Sinerji 13.4 10.1 61.7

Buna karsilik poli(A) sekansinin uzunlugunun A64'ten Al120'yve veya
A300'va ¢ikarilmasi, lusiferaz diizeyini ancak mutedil diizeyde arttird:
(bakimiz Tablo 8 ve Sekil 19). En uzun poli(A) sekansina sahip
mRNA, A300 de benzer uzunlukta bir poli(A) sekansinmin, histonSL ile
birlestirildi mRNA, histonSL-A250'yva denkti. Uzun bir poli(A)
sekansina sahip olmaya ek olarak histonSL ve poli(A) sirasi, bu
mRNA'da, A64-histonSL mRNA'ya gore tersine ¢evrildi. A250 ve
histonSL kombinasyonu, histonSL veya A300'den biri ile gozlemlenen
diizeyin birka¢ kat Uizerinde lusiferaz ditzeyini guclil sckilde arttirdi.
Yine A250 ile histonSL arasindaki sinerji, daha dnceki gibi, histonSL-
A250 mRNA'dan gelen RLU ile A300 mRNA arti histonSL
mRNA'dan gelen RLU ile karsilastinllarak nicelendirildi (bakiniz
asagidaki Tablo 10). A250 ve histonSL'yi birlestiren mRNA'dan
edinilen lusiferaz diuizeyi, poli(A) ve histonSL'nin etkileri tamamen
toplamsal olsa idi saglanacak olan duzeyden 17.0 kata kadar daha

yuksekti.
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Tablo 10:
histonSL | A250/A300 | 6 saatte | 24 saatte | 48 saatte
RLU RLU RLU
+ + 08472 734222 146479
+ - 7291 4565 916
- + 4357 38560 11829
Sinerji 8.5 17.0 11.5

Ozet olarak histonSL ile poli(A) kombinasyonunun, mRNA'dan
protein ekspresyonu iizerindeki yiksek oranda sinerjistik entisi,
onemli olgiide farklh uzunluklarda poli(A) i¢in ve poli(A) ve histonSL

sirasindan bagimsiz olarak gosterilmistir.

14.4 Poli(A) ile histonSL. kombinasyonu tarafindan protein
ekspresyonundaki artis spesifiktir

Poli{A) ve histonSL kombinasyonunun, mRNA'dan protein
ekspresyonu uizerindeki etkisinin spesifik olup olmadiimi arastirmak
icin poli(A) ile kombinasyon halinde alternatif sckanslara sahip
mRNA'lar sentezlendi: Bu mRNA'lar ayr1 ayn, A64un 3' 'inde, yedi
farkl sekanstan birini ihtiva ediyordu. Lusiferazi sifreleyen mRNA'lar
veya kontrol mRNA, HeLa hiicreleri i¢ine elektropore edild.
Lusiferaz duzeyleri, transfeksivondan 6, 24 ve 48 saat sonra ol¢uldi

(bakmiz asagidaki Tablo 11 ve Sekil 24).
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Tablo 11:

mRNA 6 saatte | 24 saatte | 48 saatte

RLU RLU RLU
ppLuc(GC)-ag-A64-N32 33501 38979 2641
ppLuc(GC)-ag-A64-SL 28176 20364 874
ppLuc(GC)-ag-A64-U30 41632 54676 3408
ppLuc(GC)-ag-A64-G30 46763 49210 3382
ppLuc(GC)-ag-A64- 46428 26090 1655
PolioCL
ppLuc(GC)-ag-A64- 34176 53090 3338
aCPSL
ppLuc(GC)-ag-Ab4-ag 18534 18194 989
ppLuc(GC)-ag-A64- 282677 437543 69292
histonSL
ppLuc(GC)-ag-histonSL 27597 3171 0
ppLuc(GC)-ag-Ao4 14339 48414 9357

Bir poli(A) sekans1 veya histonSL, denk lusiferaz duzeylerine yol agti.
Yine poli(A) ve histonSL kombinasyonu, tek tek elemanlarin herhangi
biri 1le gozlemlenen diuzeyin birkac¢ kat tzerinde lusiferaz duzeyini
giucli sekilde arttirarak boylelikle sinerjistik tesir gosterdi. Buna
karsihik poli(A)min alternatif sekanslardan bir1 ile birlestirilmesi,
sadece bir poli(A) sekansi ihtiva eden mRNA'ya kiyasla lusiferaz
diizeyi Uzerinde etkisizdi. Boylelikle poli(A) ve histonSL
kombinasyonu, mRNA'dan protein ekspresyonunu sinerjistik sekilde

arttirir ve bu etki spesifiktir.

14.5 Poli(A) ve histonSL kombinasyonu, in vivo mRNA'dan

protein ekspresyonunu sinerjistik sekilde arttirir.
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Poli(A) 1le histonSL kombinasyonunun, in vivo mRNA'dan protein
ekspresyonu iizerindeki etkisini arastirmak icin alfa-globin 3'-UTR'nin
farklh 3' sekanslarina sahip, Lusiferazi sifreleyen mRNA'lar veya
kontrol mRNA, farelere intradermal yoldan enjekte edildi: mRNA'lar,
bir A64 poli(A) sckanst veya bir histonSL ya da 3'-UTR'nin hem A64
poli(A) hem histonSL 3" uni ihtiva edivordu. Lusiferaz duzeyleri,
enjeksiyondan 16 saat sonra olculdu (bakimiz asagidaki Tablo 12 ve
Sekil 25).

Tablo 12:
mRNA 16 saatte RL.U
ppLuc(GC)-ag-A64-histonSL 38081
ppLuc(GC)-ag-histonSL 137
ppLuc(GC)-ag-A64 4607

Lusiferaz, bir histonSL'ye veya bir poli(A) sekansina sahip mRNA'dan
eksprese edildi. Bununla birlikte ¢arpict sekilde poli(A) ve histonSL
kombinasyonu, tek tek elemanlarin herhangi biri ile gbdzlemlenen
diizeyin birka¢ kat {izerinde lusiferaz diizeyini gicll sekilde arttird:.
Aym1 mRNA i¢inde poli(A) ve histonSL'nin birlestirilmesine bagh
olarak lusiferaz diizeyinde meydana gelen artisin buyuklugu, bunlarm

sinerjistik sekilde tesir gosterdigini ortaya koyar.

Poli(A) ve histonSL arasindaki sinerji, poli(A)-histonSL mRNA'dan
(+/+) gelen sinyalin, histonSL mRNA'dan (-/+) ve poli(A) mRNA'dan
(t/-) gelen sinyallerin toplamma bodliinmesi suretiyle nicelendirildi

(bakimiz asagidaki Tablo 13).
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Tablo 13:
A64 histonSL 16 saatte RLU
+ + 38081
- + 137
+ - 4607
Sinerji 8.0

Bu sckilde hesaplanan faktor, poli(A) ve histonSL'y1 birlestiren
mRNA'dan edmilen lusiferaz duzeyinin, poli(A) ve histonSL'nin
etkileri tamamen toplamsal olsa 1di beklenecek olandan ne kadar daha
yvuksek oldugunu belirtir. poli(A) ve histonSL'yi birlestiren
mRNA'dan edinilen lusiferaz dizeyi, bunlarin etkileri tamamen
toplamsal olsa 1di saglanacak olan duzeyden 8 kat daha yuksekti. Bu
sonug, poli(A) ve histonSL kombinasyonunun, in vivo protein
ekspresyonunda carpic1 sekilde sinerjistik bir artis sagladigimi teyit

eder.

14.6 Poli(A) ve histonSL kombinasyonu, mRNA'dan NY-ESO-1

protein ekspresyonunu arttirir,

Poli(A) ile histonSL kombinasyonunun, mRNA'dan protein
ekspresyonu Uizerindeki etkisini arastirmak igin alfa-globin 3'-UTR'nin
farkli 3" sckanslarina sahip, NY-ESO-11 sifreleyen mRNA'lar
sentezlendi: mRNA'lar, 3'-UTRmin 3' 'iinde bir A64 poli(A) sckansi
veya hem A64 poli(A) hem histonSL ihtiva ediyordu. NY-ESO-11
sifreleyen mRNA'lar, HeLa hicreleri i¢ine elektropore edildi. NY-
ESO-1 duzeyleri, transfeksiyondan 24 saat sonra akis sitometresi ile

olculdil (bakimiz agagidaki Tablo 14 ve Sekil 26).
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Tablo 14:
24 saatte MFI
mRNA anti-NY-ESO-1 izotip kontroli
NY-ESO-1 (GC)-ag-A64-histonSL 15600 1831
NY-ESO-1 (GC)-ag-A64 1294 849

NY-ESO-1, sadece bir poli(A) sekansina sahip mRNA'dan eksprese
edildi. Bununla birlikte ¢arpict  sekilde poli(A) ve histonSL
kombinasyonu, sadece bir poli(A) sekans1 1le gozlemlenen diuzeyin

birkag¢ kat iizerinde NY-ESO-1 duizeyini giglil sekilde arttirdi,

14.7 Poli(A) ve histonSL kombinasyonu, mRNA ile asilama

yvoluyla uyandirilan antikor duzeyini arttirir.

Poli(A) ile histonSL kombinasyonunun, mRNA 1ile asilama yoluyla
uyandirlan antikorlann indiuklenmesi uizerindeki etkisini arastirmak
igin C57BL/6 fareleri,

alfa-globin 3'-UTR'nin farkli 3' sekanslarina sahip, protamin ile
komplekslestirilmis, NY-ESO-1'1 sifreleyen mRNA'lar ile intradermal
yoldan asilandi. mRNA'lar, 3'-UTR'min 3' inde bir A64 poli(A)
sckans1 veya hem A64 poli(A) hem histonSL ihtiva ediyordu.
Agillannus farelerde ve kontrol farelerinde NY-ESO-1'e spesifik
antikorlarin diizeyi, seri serum seyreltileri ile ELISA ile analiz edildi

(bakmiz asagidaki Tablo 15 ve Sekil 27).

Tablo 15:

mRNA ortalama IgG2a[b] uc¢ nokta titeri

NY-ESO-1 (GC)-ag-A64-histonSL | 763

NY-ESO-1 (GC)-ag-A64 20
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Anti NY-ESO-1 1gG2a[b], sadece bir poli(A) sekansma sahip mRNA
tarafindan indiiklendi. Bununla birlikte carpict sekilde poli(A) ve
histonSL kombinasyonu, sadece bir poli(A) sekans: ile gozlemlenen
duzeyin birkag kat tizerinde anti NY-ESO-1 1gG2a[b] duzeyini gugln
sckilde arttirdi.
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NgnnNINnuN NNNnen 16

<210>2

<211> 26

<212> RNA

<213> suni

<220>

<223> formiul (llc)'ye gore histon sap-ilmigi sekansi: sap smirlama
clemanlan ile metazoan ve protozoan histon sap-ilmik konsensus

sekansi
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<220>

<221> ¢gesitli_odzellik

<222>(1)..46)

<223>n, A, U, T, G ve C arasidan segilen niikleotit veya bunun bir
niikleotit analogu arasmdan segilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222> (8)..(13)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen niikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasidan segilir

<220>

<221> ¢esith_o6zellik

<222>(15)..(19)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan se¢ilen niikleotit veya bunun bir
niikleotit analogu arasidan segilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(21)..(26)

<223>n, A, U, T, G ve C arasmdan seg¢ilen nukleotit veya bunun bir
nikleotit analogu arasindan seg¢ilir

<400> 2

nnnnnngnnn NnuNnnnne nnonnn 26

<210>3

<211> 16

<212> RNA

<213> suni
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<220>
<223> formul (Id)'ye gore histon sap-ilmigi sekansi: sap smirlama
elemanlan olmadan

<220>

<221> ¢esitli dzellik

<222>(1).(1)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen niikleotit veya bunun bir
nikleotit analogu arasindan seg¢ilir

<220>

<221> ¢esitli_dzellik

<222>(3)..(8)

<223>mn, A, U, T, G ve C arasmdan se¢ilen nukleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasindan seg¢ilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222> (10)..(14)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen niikleotit veya bunun bir
nukleotit analogu arasindan segilir

<220>

<221> gesitli_ozellik

<222>(16)..(16)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen nitkleotit veya bunun bir
niikleotit analogu arasmdan segilir

<400> 3

nennnnnnun nnnngn 16

<210>4

<211> 26
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<212> RNA
<213> suni
<220>
<223> formul (IId)'ye gore histon sap-ilmigi sekansi: sap sinirlama
elemanlar 1le

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(1)..(6)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen niikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasidan segilir

<220>

<221> ¢esith_o6zellik

<222>(8)..(13)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan se¢ilen niikleotit veya bunun bir
niikleotit analogu arasidan segilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222> (15)..(19)

<223>n, A, U, T, G ve C arasmdan seg¢ilen nukleotit veya bunun bir
nikleotit analogu arasindan seg¢ilir

<220>

<221> gesitli_odzellik

<222> (21)..(26)

<223>n, A, U, T, G ve C arasmdan se¢ilen nukleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasindan segilir

<400> 4

Nnnnnnenin Nnnunnnnng ninnmn 26
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<210> 5

<211> 16

<212> RNA

<213> suni

<220>

<223> formill (Ie)'yve gore histon sap-i1lmigi sekansi: sap simirlama
elemanlan olmayan protozoan histon sap-1lmik konsensus sekans:
<220>

<221> ¢esitli_odzellik

<222>(3)..(8)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen nitkleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasmdan se¢ilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(10)..(14)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen niikleotit veya bunun bir
niikleotit analogu arasindan se¢ilir

<400> 5

dgnnnnnnun nnnnch 16

<210>6

<211>26

<212>RNA

<213> suni

<220>

<223> formil (ITe)'ve gore histon sap-ilmigi sekansi: sap siirlama
elemanlar ile protozoan histon sap-ilmik konsensus sekansi
<220>

<221> gesitli_dzellik



10

15

20

25

141

<222>(1).5)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen niikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasindan segilir

<220>

<221> ¢esitli dzellik

<222>(8).(13)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen niikleotit veya bunun bir
nikleotit analogu arasindan seg¢ilir

<220>

<221> ¢esitli_dzellik

<222>(15).(19)

<223>mn, A, U, T, G ve C arasmdan se¢ilen nukleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasindan seg¢ilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(22)..(26)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen niikleotit veya bunun bir
nukleotit analogu arasindan segilir

<400> 6

nnnnndgnnn nnnunnnnne hnnnnn 26

<210>7

<211> 16

<212> RNA

<213> suni

<220>

<223> formil (If)'ye gore histon sap-i1lmigi sekansi: sap sinirlama

elemanlari olmayan metazoan histon sap-ilmik konsensus sekansi
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<220>

<221> ¢gesitli_odzellik

<222> (1).(1)

<223>n, A, U, T, G ve C arasidan segilen niikleotit veya bunun bir
niikleotit analogu arasmdan segilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(3)..(3)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen niikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasidan segilir

<220>

<221> ¢esith_o6zellik

<222> (7)..(8)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan se¢ilen niikleotit veya bunun bir
niikleotit analogu arasidan segilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222> (10)..(10)

<223>n, A, U, T, G ve C arasmdan seg¢ilen nukleotit veya bunun bir
nikleotit analogu arasindan seg¢ilir

<220>

<221> gesitli_odzellik

<222>(12)..(12)

<223>n, A, U, T, G ve C arasmdan se¢ilen nukleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasindan segilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222> (14)..(14)
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<223>n, A, U, T, G ve C arasmdan se¢ilen nukleotit veya bunun bir
nikleotit analogu arasindan seg¢ilir

<220>

<221> ¢esitli_odzellik

<222> (16)..(16)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen nikleotit veya bunun bir
nukleotit analogu arasindan segilir

<400> 7

ngnbyynnun vndncn 16

<210> 8

<211> 26

<212> RNA

<213> suni

<220>

<223> formiil (1If)'ye gore histon sap-ilmigi sekansi: sap sinirlama
clemanlari ile metazoan histon sap-ilmik konsensus sckansi

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(1)..(6)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen niikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasmdan segilir

<220>

<221> gesitli 0zellik

<222>(8).(8)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan se¢ilen niikleotit veya bunun bir
nukleotit analogu arasindan seg¢ilir

<220>

<221> gesitli_dzellik
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<222>(12)..(13)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen niikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasindan segilir

<220>

<221> ¢esitli dzellik

<222> (15)..(15)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen niikleotit veya bunun bir
nikleotit analogu arasindan seg¢ilir

<220>

<221> ¢esitli_dzellik

<222>(17)..(17)

<223>mn, A, U, T, G ve C arasmdan se¢ilen nukleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasindan seg¢ilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(19).(19)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen niikleotit veya bunun bir
nukleotit analogu arasindan segilir

<220>

<221> gesitli_ozellik

<222>(21)..(26)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen nitkleotit veya bunun bir
niikleotit analogu arasmdan segilir

<400> 8

nnnnnngnby ynnunvndne nnnnnn 26

<210>9

<211> 16
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<212> RNA

<213> suni

<220>

<223> formul (Ig)'ye gore histon sap-ilmigi sekansi: sap sinirlama
elemanlar olmayan omurgali histon sap-i1lmik konsensus sekansi
<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(1).(1)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen niikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasidan segilir

<220>

<221> ¢esith_o6zellik

<222>(8)..(8)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan se¢ilen niikleotit veya bunun bir
niikleotit analogu arasidan segilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222> (16)..(16)

<223>n, A, U, T, G ve C arasmdan seg¢ilen nukleotit veya bunun bir
nikleotit analogu arasindan seg¢ilir

<400> 9

nghyyydnuh abrdcn 16

<210> 10

<211> 26

<212> RNA

<213> suni
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<220>

<223> formill (IIg)'ve gore histon sap-ilmigi sekansi: sap simirlama
elemanlan ile omurgali histon sap-ilmik konsensus sekansi

<220>

<221> ¢esitli dzellik

<222>(1).(2)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen niikleotit veya bunun bir
nikleotit analogu arasindan seg¢ilir

<220>

<221> ¢esitli_dzellik

<222> (4)..(6)

<223>mn, A, U, T, G ve C arasmdan se¢ilen nukleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasindan seg¢ilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(13)..(13)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen niikleotit veya bunun bir
nukleotit analogu arasindan segilir

<220>

<221> gesitli_ozellik

<222> (21)..(25)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen nitkleotit veya bunun bir
niikleotit analogu arasmdan segilir

<400> 10

nnhnnnghyy ydnuhabrdc nnnnnh 26

<210>11

<211> 16
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<212> RNA

<213> suni

<220>

<223> formul (Ih)'ye gore histon sap-ilmigi sekansi: sap sinirlama
elemanlar1 olmayan insan histon sap-ilmik konsensus sekansi (Homo
sapiens)

<400> 11

dghycudyuh asrrcc 16

<210> 12

<211>26

<212> RNA

<213> suni

<220>

<223> formiil (ITh)'ye gore histon sap-ilmigi sekansi; sap sinirlama
elemanlan ile insan histon sap-ilmik konsensus sekansi (Homo
sapiens)

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(1).(1)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen niikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasmdan segilir

<220>

<221> gesitli 0zellik

<222>(25)..(25)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan se¢ilen niikleotit veya bunun bir
nukleotit analogu arasindan seg¢ilir

<400> 12

nhaahdghyc udyuhasrrc cvhbnh 26
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<210> 13

<211> 16

<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formill (Ic)'ye gore histon sap-i1lmigi sekanslan (sap simnirlama
elemanlar olmayan)

<400> 13

vgyyyyhhth rvvrcb 16

<210> 14

<211> 16

<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formiil (Ic)'ye gore histon sap-ilmigi sekanslar (sap smirlama
clemanlan olmayan)

<400> 14

sgyyyttytm arrrcs 16

<210> 15

<211> 16

<212> DNA

<213> Sum

<220>

<223> formill (Ic)'ye gore histon sap-ilmigi sekanslarn (sap smirlama
elemanlart olmayan)

<400> 15

sgyycttttm agrres 16
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<210> 16

<211> 16

<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formill (Ie)'ye gore histon sap-i1lmigi sekanslan (sap simnirlama
elemanlar olmayan)

<220>

<221> ¢esitli_odzellik

<222>(3)..(5)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen nitkleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasmdan se¢ilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(7)..(8)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen niikleotit veya bunun bir
niikleotit analogu arasindan se¢ilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(12)..(14)

<223>n, A, U, T, G ve C arasmdan segilen nitkleotit veya bunun bir
nukleotit analogu arasmdan segilir

<400> 16

dgnnnbnnth vnnnch 16

<210> 17

<211> 16

<212> DNA

<213> Suni
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<220>

<223> formill (Ie)'ye gore histon sap-ilmigi sekanslan (sap sinirlama
elemanlar olmayan)

<220>

<221> ¢esitli dzellik

<222>(3).(5)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen niikleotit veya bunun bir
nikleotit analogu arasindan seg¢ilir

<220>

<221> ¢esitli_dzellik

<222>(13)..(14)

<223>mn, A, U, T, G ve C arasmdan se¢ilen nukleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasindan seg¢ilir

<400> 17

regnnnyhbth rdnncy 16

<210> 18

<211> 16

<212> DNA

<213> Sum

<220>

<223> formill (Ie)'ve gore histon sap-1lmigi sekanslart (sap smirlama
elemanlart olmayan)

<220>

<221> ¢esitli_6zellik

<222>(3)..(3)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan se¢ilen niikleotit veya bunun bir

nitkleotit analogu arasindan segilir
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<221> gesitli_dzellik
<222> (14)..(14)

<223>n, A, U, T, G ve C arasidan segilen niikleotit veya bunun bir

151

niikleotit analogu arasmdan segilir

<400> 18
rgndbyhyth rdhney
<210> 19

<211> 16

<212> DNA
<213> Sum

<220>

<223> formill (If)'ye gore histon sap-ilmigi sekanslari {sap smirlama

elemanlar olmayan)
<400> 19
vgyyytyhth rvrreb
<210> 20

<211> 16

<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formiul (If)'ye gore histon sap-1lmigi sekanslar1 (sap simrlama

elemanlar olmayan)

<400> 20

sgyycttytm agrrcs
<210>21

211> 16

16

16

16
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<212> DNA
<213> Sumi
<22(0>

<223> formul (If)'ye gore histon sap-i1lmigi sekanslari {sap sinirlama

elemanlart olmayan)
<400> 21
sgyycttttm agrres
<210> 22

<211> 16

<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formill (Ig)'ye gore histon sap-ilmigi sekanslar (sap simirlama

elemanlar olmayan)
<400> 22
ggyycttyth agrree
<210>23

<211> 16

<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formil (Ig)'ye gore histon sap-ilmigi sekanslari (sap simirlama

elemanlar olmayan)
<400> 23
ggcycttytm agrgcece
<210> 24

211> 16

16

16

16
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<212> DNA
<213> Sumi
<22(0>

<223> formul (Ig)'ye gore histon sap-1lmigi sekanslar1 (sap sinirlama

elemanlart olmayan)
<400> 24
ggctcttttm agrgec
<210> 25

<211> 16

<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formil (Ih)'ye gore histon sap-ilmigi sekanslar (sap simirlama

elemanlar olmayan)
<400> 25
dghyctdyth asrrcc
<210> 26

<211> 16

<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formil (Ih)'ye gore histon sap-ilmigi sekanslari (sap simirlama

elemanlar olmayan)
<400> 26

ggcyctttth agrgee
<210>27

211> 16

16

16

16

153
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<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formul (Ih)'ye gore histon sap-1lmigi sekanslar1 (sap sinirlama
elemanlart olmayan)

<400> 27

ggeycttttm agrgec 16

<210> 28

<211> 26

<212> DNA

<213> Sum

<220>

<223> formill (Ilc)'ye gore histon sap-ilmigi sekansi (sap simirlama
elemanlar ile)

<220>

<221> gesithi_ozellik

<222>(25).(26)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen nikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasindan scgilir

<400> 28

hhhhvveyyy yhhthrvvre bvhhnn 26

<210> 29

<211>26

<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formiil (Ilc)'ye gore histon sap-ilmigi sekansi (sap sinirlama

clemanlari ilc)
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<400> 29

mhmhmsgyyy ttytmarrrc smchhh 26

<210> 30

<211> 26

<212> DNA

<213> Sum

<220>

<223> formill (Ilc)'ye gore histon sap-ilmigi sekansi (sap sinirlama
elemanlan ile)

<400> 30

mmmmmsgyyc ttttmagrrc sachmh 26

<210> 31

<211> 26

<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formill (Ile)'ye gore histon sap-ilmigi sekansi (sap simirlama
clemanlar ile)

<220>

<221> gesitli_ozellik

<222>(1).(5)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen nitkleotit veya bunun bir
niikleotit analogu arasmdan segilir

<220>

<221> ¢esitli_odzellik

<222>(8).(10)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen niikleotit veya bunun bir

nitkleotit analogu arasindan segilir



10

15

20

25

156

<220>

<221> ¢gesitli_odzellik

<222> (12)..(13)

<223>n, A, U, T, G ve C arasidan segilen niikleotit veya bunun bir
niikleotit analogu arasmdan segilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(17)..(19)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen niikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasidan segilir

<220>

<221> ¢esith_o6zellik

<222>(22)..(22)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan se¢ilen niikleotit veya bunun bir
niikleotit analogu arasidan segilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(24)..(26)

<223>n, A, U, T, G ve C arasmdan seg¢ilen nukleotit veya bunun bir
nikleotit analogu arasindan seg¢ilir

<400> 31

nnnnndgnnn bnnthvnnne hnhnnn 26

<210> 32

<211>26

<212> DNA

<213> Suni
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<220>

<223> formill (Ile)'ye gore histon sap-ilmigi sekansi (sap simirlama
elemanlari ile)

<220>

<221> ¢esitli dzellik

<222>(1).(2)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen niikleotit veya bunun bir
nikleotit analogu arasindan seg¢ilir

<220>

<221> ¢esitli_dzellik

<222>(5).(5)

<223>mn, A, U, T, G ve C arasmdan se¢ilen nukleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasindan seg¢ilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(8)..(10)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen niikleotit veya bunun bir
nukleotit analogu arasindan segilir

<220>

<221> gesitli_ozellik

<222> (18)..(19)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen nitkleotit veya bunun bir
niikleotit analogu arasmdan segilir

<220>

<221> ¢esitli_odzellik

<222>(25)..(26)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen niikleotit veya bunun bir

nitkleotit analogu arasindan segilir
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<400> 32

nnhhnrgnnn yhbthrdnne ydhhnn 26

<210> 33

<211> 26

<212> DNA

<213> Sum

<220>

<223> formill (Ile)'ye gore histon sap-ilmigi sekansi (sap sinirlama
elemanlan ile)

<220>

<221> ¢esitli_odzellik

<222>(1).(1)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen niikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasindan segilir

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(8).(8)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen nikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasindan scgilir

<220>

<221> ¢esitli_ odzellik

<222>(19).(19)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan se¢ilen niikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasmdan segilir

<400> 33

nhhhvrgndb yhythrdhne yrhhhh 26

<210> 34

<211>26
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25
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<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formul (IIf)'ye gore histon sap-1lmigi sekansi (sap sinirlama
elemanlarn 1le)

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(26).. (26)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen niikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasidan segilir

<400> 34

hhmhmvgyyy tyhthrvrre bvmhhn 26

<210> 35

<211>26

<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formul (IIf)'ye gore histon sap-1lmigi sekansi (sap smirlama
clemanlan il¢)

<400> 35

mmmmmsgyyc ttytmagrre smchhh 26

<210> 36

<211>26

<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formil (IIf)'ye gore histon sap-ilmigi sekansi (sap sinirlama

clemanlari ilc)
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<400> 36

mmmmmsgyyc ttttmagrre sachmh 26

<210> 37

<211> 26

<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formiil (Ilg)'ye gore histon sap-ilmigi sekansi (sap smirlama
elemanlan ile)

<220>

<221> ¢esitli_odzellik

<222>(24)..(25)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan secilen niikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasindan segilir

<400> 37

hhmamggyyc ttythagrre cvhnom 26

<210> 38

<211>26

<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formil (IIg)'ye gore histon sap-1lmigi sekansi (sap simirlama
elemanlan 1le)

<400> 38

hhaamggcyc ttytmagrge cvechhm 26

<210> 39

<211> 26
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<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formul (IIg)'ye gore histon sap-1lmigi sekansi (sap sinirlama
elemanlarn 1le)

<400> 39

mmaamggctc ttttmagrge cmcymm 26

<210> 40

<211> 26

<212> DNA

<213> Sum

<220>

<223> formill (ITh)'ye gore histon sap-i1lmigi sekansi (sap simirlama
elemanlar ile)

<220>

<221> gesithi_ozellik

<222>(1).(1)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen nikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasindan scgilir

<220>

<221> ¢esitli_ odzellik

<222>(25).(25)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan se¢ilen niikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasmdan segilir

<400> 40

nhaahdghyc tdythasrrc cvhbnh 26

<210> 41

<211>26
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<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formul (ITh)'ye gore histon sap-1lmigi sekansi (sap sinirlama
elemanlarn 1le)

<220>

<221> ¢esitli_ozellik

<222>(25)..(25)

<223>n, A, U, T, G ve C arasindan segilen niikleotit veya bunun bir
nitkleotit analogu arasidan segilir

<400> 41

hhaamggcyc tttthagrge cvmynm 26

<210> 42

<211>26

<212> DNA

<213> Suni

<220>

<223> formil (ITh)'ye gore histon sap-1lmigi sekansi (sap smirlama
clemanlan il¢)

<400> 42

hmaaaggcyc ttttimagrge crmyhm 26

<210> 43

<211> 1747

<212> RNA

<213> suni

<220>

<223> ppLuc(GC)-ag'nin mRNA sekansi

<400> 43



5

9ggigaaragc
cecgouggag
QUUQCCYYUT
guacuucgag
CCACCQQRUC
ccucuucauc
gaacagcaug
gauccugaac
gacogacuac
cuuCaacyAg
CRUGRACEQC
cugogugoge
cgocauccug
coucaucuge
gagocugeag
CQOCAAGRgT
gegcgocoag
cauccgecag

ggacgacang

ccuggacacc
Qaugaucaug
cgycuggcug
cgaccggcug
gagcauccug
CQaogCTgC
gsaggagauc
cgugguguuc
cogogagauc
agacugacua

auagauc

<210> 44

uugaggaugy
qacgggaccy
acgsucgccu
augagoguge
FUGQUFUGCY
gyoguggecey
Jogaucagoes
qugcCagaaga
cagggcuuee
uacgacuucy
2gCgQCHgCa
uacucgcacyg
agogugguge
qeCUUCagey
gacuacaaga
acccugaucy
cugagcasgy
ggcuacggoes

cegggcgeey

ggcaagacos
agogQcuacy
cacagoggeg
aagucgcuga
cuccagoacs
qagougecgg
guogacuacy
guggacgagy
cugaucaagg

gocegawggy

<211> 1806

aggacgccaa
coggegagea
UoaCCYacya
gocuggecga
CQUsgAACEg
uegeecegge
ageogacogu
aQCugeccau
agucgaugua
ucccggagag
coOggocugee
cocgggacos
CqUUCCaAcsa
uggucougau
uccagagege
acasguacqga
aggugggcoa
ugacogagag

ugggcaaggu

ugggcgugas

acaucgcoccoua
UCAAQUACAS
cCaacaucun
COQCOgugIuL
uggccagecs
UCCCQaAgYY
CCaAgaagYG

oCUCCCAADG

163

gaacaucaag
gouccacaayg
ocacaucgag
ggccaugaag
ccugcaguuc
gaacgacauc
Fuguuegug
cauccegaag
cacguucgug
cuucgacegg
J2a000QQ9UQ
caucuucgge
cggouucggc
guacogguug
geugcucgug
ccugucgaac
ggacguggce
cacgagegeg

ggucccguuc

cragegygge
99aggccace
cugggacgag
gogcuaccag
ogacgoegge
QUUGCLGQRg
ggugaccacc
CCugaccggy
oggcaagauc

ggccoucoue

aagggcocgy
gccaugaage
gucgacauca
cgguacggcce
wuCaUQeCeY
vacascgage
Mjcaargaargg
aucaucaucs
aceagecace
gacaagacca
QeCCugeege
aaccagauca
auguucacga
QA0QAQTAQC
ccgacocugu
cugcacgags
aagogguuac
auoCugauca

uucgaggeca

gagcugugcg
aacgcccuca
gacgagcacu
guggcgecgg
guggecggge
Cacggcaaga
Jccaagaagc
BAgCUCGACy
Qgacguguaag

coecuccuuge

cgeccuucua
gguacgeccu
CCuacQogga
ugaacaccaa
ugcuggQcece
g9gagcugcu
gocugeagas
uggacagcaa
ucecgecggg
ucgcecugau
SCOQIACCHC
ucccggacac
cocugggeua
uguuCTUIog
uCaAgCUUCUY
ucgocagegg
acouccogoy

coccegagoq

ucgacaagga
ucuucaucgu
CCQagcugoa
ugocggacga
CCAUgACQTS
LgOYYYICOY
ccoggasgau
acuaguusua

acogagauna

&0
120
180
240
300
360
29
480
540
€00
660
720
780
840
900
960

1020
1080

1140

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1747



<212> RNA

<213> sumi

<220>

le4

<223> ppLuc(GC)-ag-A64'in mRNA sckansi

<400> 44
gggagaaagc
ceegeuggag
IIUPACYYYS
guacuucgag
ccaccggaue
coucyucaus
gaacagcaug
gauccugaac
gacogacuac
cuucaacgag
caugsacagce
cugogugege
cgecauccug
ecucaucuge
gagccugeag

CQCCaagagce

uugaggaugy

acgaucgccu
augsgeguge
guggugugcy
gocguggecy
gggaucagcc
Jugoagaaga
cagggcuucs
uacgacuucg
agoggcagea
uscucgcacy
agogugguge
ggcuucoggy
gACUBCARGA

acCCugaucy

aggacgccaa
coggogagea
UCACCYACHT
gecuggeega
coosgaacey
uogeeoogye
agccgaccgu
agougoccau
aguogsugua
ucceggagag
coggecuges
coogggacen
CQUUCCACCE
ugguecugan
uccagsgege

acasguacga

gaacaucaag
gocuccacaag
ocacaucgag
ggccaugasgy
ccugeaguue
gaacgacauc
qougquucquy
cauccagsaag
cacguucgug
cuucgaccgy
GaagougTLy
caucuucgge
oggeuucgge
guacegguue
gougcucgug

ccugucgaac

aagggcocgy
gccaugaage
gucgacauca
cgguacggee
vucavgecyy
vacaacgage
agcaagaagg
sucaucaucsa
sccagecacc
gacaagacca
geecugesge
aaccagauca
auguucacgs
gaggaggage
ccgacecugu

cugcacgaga

cgoccuucua
gguacgeccu
ccuacgogga
ugaacaccas
ugeugYYCcec
g9gagcugeu
goccugcagaa
uggacagoaa
ucoogoogYq
ucgeoocugau
acoggaccge
uccoggacac
cecugggcua
uguuccugog
ucageuucuy

VCGCCAQCAG

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
960



Fggogecceg
cauUCOgeCag
geacgacaag
CCUQQacace
gaugaucaug
CQICugeCuq
ogacogacug
gagcauccug
agacgcogyc
gaaggagauc
ogugguguuc
ccgogagauc
agACUGACUS
acaasaasaa

248348

<210> 45

cugagcaagg
YICURCYYCT
ccgegegecy
ggcaagaccs
agoggeuacg
CACAQCOQUCY
aaquogauga
cuccagcact
Jagougoaqgg
QuUOgACUACy
QuUgQacgagy
cugaucaagg
qeccgauwgyg

asaaaaasaasa

211> 1772
<212> RNA

<213> suni

<220>

<223> ppLuc(GC)-ag-histonSL'nin mRNA sekansi

aggugggcga
UGeCCYRGAs
ugggCaaggu
ugggcgugas
ugaacaaccae
ACAUCQHCCUR
ucaaguacas
oCcaacaucuu
cogegguggu
uggccageca
ucccgaago9
CCRAGARGYY
CTUCCCRACY

aaaaasasaa

165

ggccguggee
CACQAQCYCY
ggucccguuc
CCagogg9gc
ggaggcecace
CUQQIaceRy
Fggcusccay
cgacgeegge
qQugcuggay
gougaccace
cougacceQy
cQgCasgaus
ggccouccuc

asasasaaaa

aagegguuce
succugauca
uucgaggcca
gagcugugcyg
aacgccecuca
SACHRYCACY
qugQogcogy
guggccgoge
cacggoasga
geciagaagc
aagcucgacg
gecquguaay
cocuccuuge

asasaaaasaaaa

accuccoggg
cCOCCQagUg
agguggugga
VgCgIYIPCe
ucgacaagga
VCUUCIUCTY
aagagcugga
ugccggacga
coaugacgga
ugeggggcgy
ccoggaagau
ACUAQUUAGA
ACOgagauvaE

aaasaaaassa

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
16890
1749
1800

1806



5

<400> 45
YGgagaasqgc
ccogcuggag
QQugcCoeQc
guacuucgag
CCACCAgauC
cocucuucauc
Qaacagcauy
gauccugaac
gacogacuac
cuucaacgag

caugaacagc

cugogugege
cgccauccuyg
coucaucuge
gagocugeag
cgecaagage
ggyogeccey
cauccgecag
ggacgacasg
ccuggacacc
gaugaucaug
CgacuQocug
cgaccggeug
gagcauccug
0Qq4090CQeQC
9aaggagauc
cqugguguuc
cogogagauc
agacugacua

SLAZAUCUCH

<210> 46

uugaggaugy
gacgggaccg
scgaucgeeu
asugagoguge
Quggugugcu
Sgceguogeey
gygaucagoc
gugcagaaga
cagggcuuce
vacgasuucy

SQOOUTHgCE

ugcucgcacg
agogugguge
GEoUUCouTY
gacuacaaga
ACCCUGaUCY
cugagcaagy
gycuacggee
ccgogegecy
gycaagacca
agoggcuacy
cacagcoacy
aagucgcuga
cuccagoace
gagcugaogy
gucgacuacy
guggecygagy
CugaAucCaagy
goocgavggg

saggcucuuu

<211> 1835

sggscgccas
coggegagea
UCACCYBCYC
gecuggeoga
COQMQRACAQ
ucgeccegge
agccgaccgu
agcugeccan
agucgaugua
ucceggagag

coggecugee

cocgggacoe
cguuccacca
ugguccugau
uccagagege
ACAAgUACYS
aggugggcga
ugaccgagac
uQOgCaaggu
uggyCgugaa
uglacaacee
acaucgocud
ucaaguacaa
ccaacaucuu
COogueguggu
uggccageca
uCCCgRAYg
COAMQAAGYG
CCUCCCaA0G

UCAJAGCCAC

166

gaacaucaag
gcuccacaag
ccacauvcgag
ggccaugaag
cCuglaguuc
gaacgacauc
QQuguucguy
cauco ng'ug
cacguucguy
cuucgacogy

F8ATQAATUY

caucuucgge
oggeuucgge
guacogguuc
gougcucgug
CCugucCgaac
ggccguggee
cacgagegeg
ggucceguuc
ccagogggge
ggaggecace
CUgEOsCIM
gggcuaccag
ogacgeegge
Qgugcuggag
ggugaccacec
CCuUgACCOgy
oggcaagauc
ggeccuctuc

ca

aaguucccygy
gccaugaage
guegacauca
cgguacgges
uucaugeeag
UACBACGAgT
agcaagaagy
aucaucauca
A4CCAYCCACT
gacaagacca

Qcocugecye

aaccagauca
auguucacgs
Qaggaggagc
ccgacecugu
cugcacgags
aagogguucce
auccugauca
uucgaggcca
gagcugugeg
aaogoccuca
gacgageacu
guggcgoagg
quggceaggc
cacggcaaga
goccaagaage
sagcucgacy
gucqguguaag

cecuccuwge

cgoccuucua
gguacgcccu
cCuacQoqgs
ugaacaccaa
ugCUIQICaC
gggagcugcu
gccugcagas
uggacagcaa
ucecgecygg
ucgeecugau

scCoggaccge

ucccggacac
cCTUgggCua
uguuccugoy
ucagouucuu
UCQCCAQCOY
accucocgyg
cocecgaggg
AQQUOTUOga
ugogygggece
uCGACIIPYI
uCUUCAUCgY
cogagougga
ugccggacga
CCAUga0Yga
ugogYPICeg
cocgyLsga
acuaguuaua

acogagauua

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1149
1200
1269
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1772



<212> RNA

<213> sumi

<220>

167

<223> ppLuc(GC)-ag-Ab64-histonSL'nin mRNA sekansi

<400> 46
gggagaaage
coccogcuggag
UUGCCOYQC
guacuucgag
ceaccqghue
ccucuucauc
geacagcaug

gauscugasc

uugaggaugyg
gaoQgJaccy
FY.- T QRATTN
sugagogugc
quUgQuFugcu
99°guggecy
gugaucagec

gugcagasga

aggacgccaa
coggogages
UCACCQICHC
gocuggoega
cogagascag
UOPCCOogYe
agccgaccgu

agcugeccan

gaacaucaag
gouccacasg
CCACBUCOag
ggocaugasg
ceugeaguue
gaacgacauc
Qgouguucgug

cauccagasg

aagggcocgy
gccaugaagc
Qucgacauca
SgguACggec
uucaugeegy
UACAACGAGC
agcaagaagy

AUCALCAVCE

cgoccuucua
gguacgcccu
CCUaCYCQga
ugaacadcas
ugeLgYICHS
g9gagcugcu
gcocugeagaa

uggacagcas

60
120
180
240
300
360
420
480



gacogacuac
CuucCaacgag
caugaacagc
ougogugoge
cgctauccoug
occucaucuge
gagocugoag
cgcoaagage
ggogocoay
cauccgecay
ggasgacaag
ccuggescece
gaugaucauy
cggcuggcug
cgaccggeug
gagcauccug
cgacgoogge
gsaggagauc
cguaguguuc
ccgogagauc
agacugacua
SusASA8R8S

aaasaaugea

<210> 47

cagggcuuce
uaCgacuucyg
agoggcagca
udcucgoacy
A3SQugguge
gESuucoygy
gacuacaaga
accecugsucy
cugagcaagy
gycuacggec
ccgggegeeg
Jecssgeces
ageggcuacy
cacagoggog
aagucgcuga
cuccagcace
gagcugecgg
quogacuacy
QUOOICOITY
cugaucaagg
qCCCgaugue
8888848888

ucasaggouc

<211> 1869
<212> RNA

<213> suni

<220>

agucgaugua
ucccggagag
coggecugos
coogggaces
CQUUCCACCE
uggucougau
uccagagege
acaaguacga
aggugggcya
ugaccgagac

UOUICTUgAS
UGASCAACTS
acaucgccua
ucsaguacaa
ccaacaucuu
cogegguggu
uggecageca
UCCCQAMTUO
coaagaaggg
CCUCCTAOY

884885888408

uwsucagage

168

cacguucgug
cuucgaccgg
TaagIeITLY
caucuucegge
COYCUUCHYC
guacogguua
geougeuequg
ccugucgasc
geccguggoa
cacgagcegey
ggucceguuc
CTegOYTIIS
ggaggccace
cugggacgag
gggcuaccag
cgacgecgge
ggugcuggag
ggugaccace
COuGACCOA0
oggcaagauc
ggcccuccuc
[YYYYTYYYTY

cacca

AdcCaAgCCacc

gacaagacca
g9coougcoge
aaccagauca
suguucacgs
qaggaggage
cegacecugu
cugcacgaga
aagogguuac
auccugauca
uucgaggcca
Jegougugcy
aacgcccuca
gacgagcacu
quggcgecgy
quggecygggc
CACQJCAAga
gccasgaage
aagecucgacy
googuguaag
cococuccuugc

4834483883

<223> ppLuc(GC)-ag-A120"in mRNA sekansi

ucocgoogyyg
ucgceccugau
acoggaoagc
vecoggacac
ccouggIculd
uguuccugeg
ucagcuuouu
ucgccagegg
accuccoggy
ccoccgagyg
aggugTugga
UgORITIICL
ucgacaagga
ucuucaucgu
ccgagcuggsa
ugccgyacga
ccaungacgga
wYCHIYICYY
cCoQuaagIu
acuaguuaua
acogagauus

4884854882

540
600
660
720
780
840
9200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
15060
1560
1620
1680
1749
1800

1835



<400> 47
gIgagaaagc
cCCgouggag

guUGCCOggT

guacuucgag
ccaccggauc
ccucuucauc
gaacagcauy
gauccugaac
gacogacuac
cuucaacgag
caugaacagc
cugSQuUICHe
cgecauccug
ccucaucuge
FAFSCUGCay
cQCCaagage
9ggogecoey
cauocgccag
ggacgacaag
ccuggacace
Qaugaucaug
cggouggcug
cgaccgocug
Qagcauccuy
cgacgooggc
Jaaggagauc
cQugguguUuC
cogogagauc
agacugacua
auagaucusa
aaaasaanaa

uugaggaugg

qacgggaccy

acgaucgeeu

gUgaucages
gugcagaaga
cagggouuce
vacgacuucy
agoggcagca
YUCUCgCacy
agogugugc
ggcuucoggyg
GecuRCaAYS
acecugaucg
cugagcaagy
ggCuaCggo
ccgggegeog
gocadgaces
agoggcuacy
cacageggeg
sagucgeuga
cuccageace
gagcugocgy
gucgacuacg
guggacgagyg
cugaucaagy
gococqavwggg
Aassdasasaaa

aggacgccaa

CoQgCgagea

ucacogacge

gocuggecga
cggagaacayd
ucgroooggc
agoogacegu
agcugcccau
agucgaugua
ucooggagay
coggocugee
CCCQQUaces
cguuccaces
ugguccugau
uccagagcye
SCAMUSCTA
aggugggcgs
ugaccgagac
ugggcaaggu
ugIGcguUQls
ugsacaacee
acaucgccua
UCRIQUACAR
ccaacaucun
cogogguggu
uggccageca
ucccgaagee
ccaagaaggg
CCUCCCascy
aaasaassas

169

gaacaucasg
gouccacasg

cCacaucgag

ggccaugaag
ccugeaguuc
gaacgacauc
qQuguucgug
cauccagaag
cacguucguyg
cuucgaccoq
gaagaegggug
caucuucgyc
cQgcuucgge
guacogguuc
geugcucquy
CCuUQUOQaac
ggccquggoee
cacgagogey
ggucccguuc
CCAQOQAIYC
ggaggocace
cugggacqgag
gogcusccay
cgacguogQe
gougcuggag
ggugaccacc
ccugaccggg
cggcaagaut
ggcccuccuc
adaasaaaas

aagggeecgg

gocaugasge

gucgacauca

ogguacggoc
VUCANGCOQY
uacaacgagc
agoasqgasgg
aucaucauca
accagccaac
gscaaqaoca
gececcugonge
aaccagaucs
auguucacgs
gaggaggagc
ccgacceugu
cugcacqage
aagogguuce
auccugauca
vucgaggcoa
QaQcuquyaQ
aacgoccuca
gacgagcacu
FUGIOQCOgY
qugygoagege
cacggcaaga
gccaagaage
aagcucgacy
gccguguaag
cocouceuuge
4aaaABadla

AsAssnaAas

cgoccuucua

gguacgcccu

ccuacgegga

ugaascaccoaa
ugcugggege
Yygagcugeu
gocugcagaa
uggacagcaa
uccogcogey
uggoccugau
acoggacoge
uceogQoacac
ccocugggous
uguuccugeg
ucagCUUCUY
uCgeoegoay
accuceogygy
Cocccgaygy
agguggugga
ugeRQQIgce
uagsacaagga
ucuucauvagu
COogageugas
vgcoggacga
ccaugacggs
WJCQPQYCoy

ccocggaagau

acuaguuava
accgagauua
asaasaasaa

60
120

180

240
300
360
420
480
540
600
6860
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
16420
1680
1740
1800
1860

1869



170

<210> 48

<211> 1858

<212> RNA

<213> suni

<220>

<223> ppLuc(GC)-ag-Ab64-ag'nin mRNA sekansi



<400> 48
gggagaaage
ccogouggag
QuUIcCPQgc
guacuucgag
ccaccggauc
ocucuucauc
gaacagcaug
gauccugaac
gacogacuac
COUCAACQYA]
caugeacsyc
cugogugoge
cgecauceuy
ccucaucuge
gagoTugoag
cgccaagage
YUYogucooy
cauccgecag
9gacgacasyg
ccuggacacc
gaugaucaug
oggouggoug
cgaccggoug
gagcauccoug
cgaogoogyc
gaaggagauc
agugguguuc
ccgogagauc

agacugacua

AUSAZRAARR

aaaaaaugca

uugaggaugy

scgaucgecy
augagceguge
quggugugcu
Seoguogeey
Jugaucagos
Qugcagaaga
cagggcuuce
vaACgACULCY
8gogyceyca
uucucgcacy
AQOQUPQUET
gycuuceqgyy
gacuacaaga
acccugaucg
CugagCaagy
ggcuacggcee
CCYUgTYcoy
ggcaagaccc
agoggcuacy
cacagoggcey
aagucgcuga
CUCCAQCICS
qagcugccgy
gucgacuacy
GUOQACYATY
cugaucasgg

geccgaugoy

SRaABAARAL

uccugoccga

aggacgccaa
coggogagea
uescCgecye
gocuggecga
cggagsacag
wegueaegyd
ageegacogu
agcugeccau
agucgaugua
ucccggagag
cogyccugoee
ccogggacee
CguuCChCEs
dgguccugau
uCTaAgRgegT
acasguacga
AQUuUOQJUCYa
ugaccgagac

uggucsaggu

acaucgacua

ucaag a

171

gaacaucaag
gcuccacaag
ccacsucgeg
ggccaugaag
ccugcaguuc
gaacgacauc
gguguuegug
cauccagaasg
cacguucquyg
cuucgacegg
S8ageUuUuy
caucuucggc
eggcuucgge
guacogguuc
gTugTucgug
ccugucgaac
ggecguggRc
cacgagegeq
ggucccguuc
ccagogggge

Qgaggccace

CCRACALCVWL

cogocgguggu

uggccageca

UOCOGRAGYY

ccaagaaggg

cCuccoaang

SAARARARAR

ugggecucee

ggugcuggay

ggugaccacc

QOUGALCYYY
oggcaagaue

ggocouccus

AARALRARER

23COgQOCCy

Aagggcocygy
gocaugaage
gucgecauca
cgguacggec
uucaugeegg
uacaacgage
3gCAaagaagyg
sucaucauca
accagecacc
gacaagacca
gcocugocge
aaccagauca
auguucacga
9aggaggage
Togaccougy
cugcacgaga
48goCYYuucs
auccugauca
uncgaggccs
gagcugugceyg
aacgcccuca
gacgagcacu
guggcgocgy
QUIICCYROC
CacggCcaaga
gccaagaage
A8gCUCGATY
gocguguaag

cocuccuge

SARLZRARRA

couccecuce

cgeccuucua
gguacgcecu
cCuacgegge
UgAACACCAS
ugcugggege
9ugagcugcu
gocugeagaa
uggacagcas
uecegecgeg
ucgCCougau
8COQYaccgc
UCCCggacac
ccougggcus
uguuccugoeg
BCcagouucyu
ucgccagegyg
ACCUCOOYW
ceccegaggg
agguggugga
ugegggggec
UCQACAMQOA
ucuucaucgu
cogageugga
ugoCggacoa
cCCaugacgga
LugCggggeag
ccogyasgau
acuaguuaua

ACOgAgaAULA

SALARERAAR

vugcaccg

&0
120
180
240
300
360
20
4480
540
600
660
20
780
840
900
960

1020
10840
1140
1200
1260
1320
1380
1449
1500
1560
1620
1680

1744

1800

1838



<210> 49

<211> 1894
<212> RNA

<213> suni

<220>

172

<223> ppLuc(GC)-ag-A64-aCPSL'nin mRNA sekansi

<400> 49
g9gigaaagc
cecogouggag
WUGACYPYYS
guacuucgag
ccaccggauc
cduduucauc
gaacagcaug
gauccugasc
gacogacuac
CUNCABCGAg
caugaacage
cugogugege
cgecauccug
coucaUCUGT
gagocugeay
cgocaagege

acuggacacc
gaugaucaug
cQaTugecuy
ogacaggoug
gagcauccug

CQeQCCYQC

uugaggaugg
gacgggaccy
acgaucgacn
augagoguges
Quggugugcu
JeoguUggccy
gggaucagee
qugcagaaga
cagggeuues
uacgacULCy
agoggcagea
uucucgcacy
agegugguge
QaCUUCCGYY
gacuacaaga
accougaucg
cugagcaagy
ggcuacggoc
ccgggcgecy
ggcaagacece
agoggcuacy
CaCAgTOUCy
aaquegouga
CucCCagCacs

qagougecgy

aggacgccaa
coggogagea
uCACCQACYS
gocuggecga
cgyagaacag
usgueoagYy
agccgaccgu
agcugeccau
agucgaugua
ucceggagag
coggraugoe
coogggacea
CQUUCTACCE
wUgguecugau
uocagagege
acaaguacgs
aggugggcga
ugaccgagac
ugggcsaggu

ugggogugaa

dgaacaaccc
acaucgecud
ucaaguacaa
CCARCAUCUU

CCHCPGuUGQU

gaacaucaag
gouccacaag
ocacaucysy
ggccaugaag
ccugecaguuc
gascgacauc
gguguucgug
cauccagaag
cacguucguy
cuucQaceyyq
Saageggguy
caucuucggc
cggouucgge
Juaccgguuc
geugeucgug
ccugucgsac
ggccguggcc
cacgagogoyg
ggucccguue
caagoguoge
ggaggcocace
CUQTOeCaey
Qggcuaccag
Sgacgecgge

GuUGCLgIsy

Aagggeoogy
gccaugaage
gucgacauca
cgguacggce
uucaugoegy
USCAACYAGS
agcaagaagg
aucaucauca
accagecace
gacaagacca
geoccugoeege
aaccagauca
auguucacgs
J8QUaggagc
cagacccugu
cugcacgags
aagcgguuce
auccugauca
uucgaggcca
gagcugugcg
aacgcoocuca
gecgsgeacu
quggegeegy
quggccgggce

CacQPQChaga

cgoccuucua
gguacgeecu
CCUACQOgga
ugaacaccaa
ugouggycge
Yugagcugcu
gecugcagaa
uggacagcaa
uceegeegog
ucgeecugau
acoggacege
ucccggacan
cocugggcua
uguuccUgCy
ucageuucuu
ucgecagegyg
accucccqyq
ccoccogaggg
aggquggugga
ugegIIgYee
ucgacaagga
ueuLCAUCTU
cegageugga
ugccggacgs

CCAUQACOTs

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€04
€60
720
780
8490
900
960

1020
1080
1140
1200
12648
1320
1380
1440

1500



gaaggagauc
cgugguguuc
ccgogagauc
agacugacua
auaiaaaiaa
asasaaugua

SuaACaUVAgC

<210> 50

guogacuacg
quggacgagy
cugaucaagg
qcoogaugeq
azasasasas

ucaauuwocua

acagcgccau

<211> 1909
<212> RNA

<213> suni

<220>

uggccageoa
WCCCGaagIy
cCaagaaggg
cCucCCaacqg
aassassaas
cacgugaggc

ugcauguagg

173

ggugaccace
cecugaccgQy
oggcaagauc
@gcccuccuc
aasdsaaaas

gougugauuc

aauu

gccaagaage
sagcucgacyg
gccguguaag
cecuccuuge
83433335853

Qcuaucecee

ugeqguIIcyyg
ccoggaagau
acuaguuaua
acogagauua
aaaaaasaas

uucaguccou

<223> ppLuc(GC)-ag-A64-PolioCLnin mRNA sekansi

1560
1620
1680
1740
1800
1860

1894



<400> 50
gggagaaage
ccegouggag
QUUQCCYYUT
guacuucgag
CCACCQQRUC
ccucuucauc
gaacagcaug
gauccugaac
gacogacuac
cuuCaacyAg
CRUGRACEQC
cugogugoge
cgocauccug
coucaucuge
gagocugeag
CQOCAAGRgT
gegcgocoag
cauccgecag

ggacgacang

ccuggacacc
gaugaucaug
cggcuggeug
cgacoggcuyg
gagcauccug
agacgooggc
gaaggagauc
ogugguguuc
ccgogagauc

agacugacua

aUaasasasa
aaasaauvgca

cggcuaguac

uugaggaugy
qacgggaccy
acgsucgccu
augagoguge
FUGQUFUGCY
gyoguggecey
Jogaucagoes
qugcCagaaga
cagggcuuee
uacgacuucy
2gCgQCHgCa
uacucgcacyg
agogugguge
qeCUUCagey
gacuacaaga
acccugaucy
cugagcasgy
ggcuacgges

cegggcgeey

ggcaagaccos
agoggcuacy
cacageggeg
sagucgcugs
CUCCAJCACT
gagcougoogy
guogacuacy
guggacgagy
cugaucaagg
gocogaugyy
43iisaaaaa
ucaauucuaa

ucogguauuy

aggacgccaa
coggegagea
QOACCQacga
gecuggeega
CQQagaaCag
uegeecegge
ageegacegu
aQCugeccau
agucgaugua
ucceggagag
cOQggCougee
cocgggacos
CqUUCCaAcsa
ugguCoUgau
uccagagege
acasguacqga
agguoggcga
ugacogagag

ugggcaaggu

ugggcgugaa
UgABCABCES
acaucgccua
ucasguacas
ccaacaucuu
acQegIuggu
uGGCCAQOCa
uccagaagoeg
ccaagasgyg
ccucccascy
aaaaaassas
sacagcucug

cgguacccuu

174

gaacaucaag
gouccacaayg
ocacaucgag
ggccaugaag
ccugcaguuc
gaacgacauc
Fuguuegug
cauccegaag
cacguucgug
cuucgacegg
J2a000QQ9UQ
caucuucgge
cggouucggc
guacogguug
gcugcucguy
ccugucgaac
ggacguggce
cacgagegeg

ggucccguuc

coagogggge
ggaggccaca
cugggacgag
gogcusceaqg
cgacqgecgge
qQugCUgIay
ggugaccace
cougacugog
COgCasgauc
ggccouccue
4483483338
goguuguacc

guacgccugu

aagggcocgy
gccaugaage
gucgacauca
cgguacggcce
wuCaUQeCeY
vacascgage
Mjcaargaargg
aucaucaucs
aceagecace
gacaagacca
QeCCugeege
aaccagauca
auguucacga
QA0QAQTAQC
ccgacocugu
cugcacgags
aagogguuac
auoCugauca

uucgaggeca

gagcougugeyg
ascgeccuaa
gacgagcacuy
QUIYOGTOgy
quggeegage
cacggcaaga
gccargaage
aageucgacy
geocgquguaag
cecuceuuge
assaasaaas
caccccagag

uwuuagaavy

cgeccuucua
gguacgeccu
CCuacQogga
ugaacaccaa
ugcuggQcece
g9gagcugcu
gocugeagas
uggacagcaa
ucecgecggg
ucgcecugau
SCOQIACCHC
ucccggacac
cocugggeua
uguuCTUIog
uCaAgCUUCUY
ucgocagegg
acouccogoy

coccegagoq

ugogzggggec
ucgacaagga
ucuucaucgu
cegegeugs
ugecggacgs
ccaugacgga
wgCIIIgcay
cucggaagau
acuaguuauva
accgagauua

a3aaiaanaa

gocoacgugy

&0
120
180
240
300
360
29
480
540
€00
660
720
780
840
900
960

1020
1080

1140

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1360
1620
1680
1740
1800
1860

1909



<210> 51

<211> 1841
<212> RNA

<213> suni

<220>

175

<223> ppLuc(GC)-ag-A64-G30'an mRNA sekansi

<400> 51
gggagaasyc
ccogeuggag
YJuUgCcPggc
guacuucgag
ccaccggauc
coucuucauc
gsacagcaug
gauccugasc
IeCOQACUSE
cuucsacgag
CaAUQRACAgE
cugoQuUOeee
ogcoauccug

ocucaucuge

ungaggaugg

acgaucgcen
sugageguge
guggugugcu
gecgugccy
Jygaucagoc
gugcagaaga
cagYITULCS
uacgacuucg
agoggeagea
UUCUCQCACY
8GOGUIGUGT

gocuucogeg

aggacgccaa
coggogagea
UCACCQACGS
goocuggacga
cggagaacag
uogoooCggc
agoogacogu
agcugcececau
agucgaugus
ucccggagag
coggecuged
CCOQOQRCCe
cguuccecce

ugguecugan

gaacaucaag
gcuccacaag
cecacavcgag
ggccaugesg
ccugcaguuc
geacgacauc
Quuguucgug
CAUCCAgARY
SHCQULCGUQ
cuucgacogg
FRAGYIUY
CauCuUUCOQC
ogycuucggc

guacogguuc

aagggoocgy
gccaugaage
gucgacauca
ogguacggoc
uucaugeegg
uaCaaCYagc
sgcaagaagy
aucaucauca
SCCAQCCACT
gacaagacca
geocugecge
SACCAQAUCE
suguucacga

qaggaggagc

cgoccuucaa
gguacgcccu
ccuacgegga
ugaacsccaa
ugcugggcegce
gygagcugcu
goougoagas
uggacagcaa
VCCCIOCQUY
ucgcecugau
acoQgaccge
UCCCOGACAc
cCcocug@gcus

uguuecugog

60
120
180
240
300
360
4290
480
540
600
660
720
780

840



gagocugcag
CUCCRAgRgC
gQogogococy
cauccgeoag
guacgacaag
couggacace
gaugaucaug
cggcuggtuy
SYASTQUTug
Qagoaucaug
cgacgcogge
Q88QQagauC
ogugguguuc
cCgogagauc

agacugacua

AUAAZIAARD

488488uQCa

<210> 52

gacuacaaga
ACCCUGIUCY
cugagcaagy
gecuacggee
aegQgcgacy
ggcaagacee
JGOGICUICY
CACRQGOQUOY
A8guUCHCUGE
cuccagoaco
gagcugecgy
quogscuscy
quggacgagg
TUGAUCARGY
geecgangyg
23212233332

UGPOIINUTT

<211> 1841
<212> RNA

<213> suni

<220>

<223> ppLuc(GC)-ag-A64-U30in mRNA sekans:

uccagagege
ACRAQUACYS
aQQugQgcga
ugaccgagac
aggucaaggu
ugggcgugaa
UGASCARCTC
acaucgecua
UCRIGUICEE
coascaucuu
cogegguggu
uggccegoce
ucccgaageg
CTARGAMGO0
coucecaacy

AA22A22222

QOUIPITOQ

176

gcugcucguy
CCUgUCERAC
Jgeogugeoc
CACGMCGLg
ggucccguuc
ccagegggQc
guaggccace
cugugacgay
FHICUACTEY
ogacgccggc
gugcuggsg
Qgugsccace
ceugaceggg
cYgCRAgELE
gycccuceue

d2323322322

QAUTIITONY

ccgacccugu
cugcacgaga
aagogguuece
auccugauca
uucgaggoca
gagcugugeg
aacgcccucs
gacgageacu
SUgQCQCoY
QUIQCCYOUCT
cacggcasga
gccasgasge
sagcucgacq
gccguguaag
cocuccuuge

A2232233322

ucageuucuu
LCGCCageoq
acCuCCogYg
cooecogagag
agguggugga
ugogggggec
UCQacCadggs
ucuucaucgu
CCHAgTUYGR
ugoaggacga
CCAUgACgga
ugegINMIcIe
ceoggaagau
acuaguuaua
acogagauua

3322323322

9040

260
1020
1080
1140
1200
1260
1329
1280
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1841



<400> 52
g9gagaaage
CeCQCuQoRg
JUUGCCPQUC
guacuucgay
ccaccggauc
coucuucauc
gaacagcaug
gsuocugasc

gacogacuac

cuucaacgag
caugaacage
Qugogugogc
ogecauccug
ccucaucuge
JeqcCugcay
cgecaagage
gggogececyg
cauccgeeag
gusogacsag
ccuggacacc
gaugaucaug
cggcuggcuyg
cgaccgocuy
gagcauccug
cgasgcogge
gaaggagauc
cgugguguuc
cocgogagauc
agecugacua
auaaaasaaa

aaasaaugea

uugaggaugg
98cg9gacey
acgaucgeccu
augageguge
guggugugcuy

gygaucagce
gugcagaaga

cagggcuuee

uacgacuucy
agoggeagea
uucuogoacy
agogugguyge
ggeuucegyg
gscuscasgs
ACCCUGAUCY
Cugagcaagy
gecuacggee
ccgugcycey
gycaagacce
agoggcuacy
cacagoggcy
sagucgcuga
cuccageacc
gagcugeegy
gucgacuacy
FuggRCgagy
cugaucaagyg
goCCQaugeg
aassasaaas

uguutiuuau

aggacgccaa
cCQgcgagea
ucsccgacge
gecuggecga
COUagancag
uogLCTOgY
agccgacegu
agougoccsau

agucgaugua

ucccggagag
coggecugec
coogggacoa
cguuccaccea
ugguccugau
UCCHGAICYC
ACAAGUACGA
AJUGQICIa
uGACCYBgac
uQQUTEagU
ugggcgugaa
ugaacaacec
acaucgccua
ucasguacas
ccaacaucun
cegegguggu
uggccagoca
ucCCoaaAggg
cCaagaageg
CTUCCCABO]
asasaaassa

auuuuuaul

177

gaacaucaag
QCUCCACENg
ccacaucgag
ggecaugaag
ccugeaguuc
gaacgacauc
gguguucgug
cauccagasy

cacguuegug

cuucgacogy
gaaguoggug
caucuucgQc
oggeuuegge
guaccgguuc
qcugcucguy
ccugucgaac
gcogquggec
CACGAQCYCy
ggucocguuc
ccagegeggc
g9aggccace
cugggacgsg
qoucusccag
ogacgeogge
ggugruggeg
ggugaccacc
cougaccggy
oggcaagauc
gucccuccue
aasasasasaa

ugugunuuG

aagggcocgy
gocaugasge
gucgacauca
cgguacggee
VUCHUGECTY
uACAACIAYC
agcaagaagyg
aucaucauca

accagocacc

gacaagacca
gececugecge
aaccagauca
suguucacga
93ggaggagc
ccgacecugu
cugcacgaga
sagcgguuce
succugauvca
uucgaggoca
9agcugugeg
aacgcocuca
gacgagcacu
QUEICQTCaY
JuggcoeIgyc
cacggoAsga
gccaagaage
aagcucgacyg
gccguguaag
cecuccuuge
asasaasaas

o

cgoccuucua
IuaCYCCCu
ccuacgcgga
ugaacaccaa
ugCuGICQC
gugagougcu
gocugcagas
uggacagcas

uccegecqgog

ucgcocugau
accggaccge
ucoaggacac
cocugggcus
uguuccugeg
ucagcuucuy
ucgccagegy
accucccggg
CCOCOYAYYY
agguggugga
ugogggggce
uCQACAAQYA
ucuucaucgu
cCgagTuggs
ugocggacga
ccaugacgga
ugeGIIICIg
cocoggaagau
acuaguuaua
ACCQAgAULS

assa888884

&0
120
180
240
300
360
420
480

540

600
€60
720
780
840
900
960
1020
108¢
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1749
1800

1841



178

<210> 53

<211> 1857

<212> RNA

<213> suni

<220>

<223> ppLuc(GC)-ag-A64-SL'nin mRNA sekansi
<400> 53

g9ygagaaagc uugaggaugg aAQJACHCCAA GAACAUCARM] AAgQUCCCgg CcgoCcuucua
CCCgCugys] QACQUUACCY COQUCHAQCA QCUCCACAd] QCCAMUGRRGC JUUaCgCCCu
QIUYCCPOYT ACHAUCHECU UCACCGACHS COACAUCHS] QUOGACAUCE CCUACHAYTA
guUACUUCOA] AUJSgCgUEC GOCUGICCTs JGCCAUGAd] COJUACHQEC UGAACACCAR

CCACCEAUC GUQUUIUICU COYSQPRaCEd CCUGCAgUUE UUCAUQCCJY UGCUIYJICIC

60
12¢
180
240

300



cocucuucauc
gascagcaug
gauocugasc
gacogacuac
cuucsacgag
caugascage
QuGOguPOgT
cgecauccug
couchucuge
gagoougcag
cgrcaagage
999TOCCeey
cauccgecag
guacgacaag
ccuggacacce
gaugaucaug
oggcuggouy
CQacCggcug
gagcauccuy
ogacgeegge
gaaggagauc
cgugguguuc
cogogagauc
agacugacua
AUARRAAARA

S88348uQCa

<210> 54

ggoguggeey
g9gauCagQes
gugcagaags
cagggcuuce
uacgacuucy
8gCQQgTagCA
uuCuUCYOacy
agogugguge
FYCUUCCQLQ
gacuacaaga
acccugaucy
Cugagcagg
gucuacggee
ccgggogeoy
ggcaagacce
2900QCudcy
cacagegyey
S2QUCYCUgs
cuccageace
gagougoeqg
guogacuacg
guggacgagy
CuUQauUCAAgY
geccgauggg
SAABRAARAR

UBAUQYCQEC

<211> 1838
<212>RNA

<213> suni

<220>

uogceccgge
agccgaccgu
agougoocau
agucgaugua
ucccggagag
coggecugec
coogggacoa
cguuccacca
ugguecugau
uoCagagega
acaaguacgas
A90uUIGOCOA
ugaccgagac
ugggcaaggu
ugggogugas
ugascaacee
acaucgacua
UCABJUACAS
CCAACAUCUL
cogegguggu
uggccageca
ucccgaageg
CCAAQAAgYY
CCUCCCAACH
aAzanasasas

cguguccace

179

gaacgacauc
Fguguucgug
cauccagesy
cacgquuegug
cuucgacegq
F8AQQQUoVY
cauCuUuCYQYC
oggcuucggc
guaccgguue
gougoucgug
ccugucgaac
goccgugece
cacgagcygcy
ggucoccguuc
ccageggggc
Qoageccace
cugggacgeyg
P9UCuaCCag
SgacgCeOQc
Qgugcugegay
ggugaccacc
ccugaccygy
oggcesgeuc
ggcccuoTuC
AssARaanan

acggauvauvca

<223> ppLuc(GC)-ag-A64-N32

uacaacgage
2CAAGRNGQ
sucaucauca
accagecace
gacaagacca
gcccugeoge
saccagauca
auguucacga
QAIQACIIRC
cogaccougu
cugcacgaga
aagogguuce
auccugauca
wucgaggooa
gagcugugcey
ascgoccuca
Qacgageacu
QuUIICYTCOQ
QUGQCCYIIT
cacggcaaga
gccaagasge
aagcucgacg
Yccgugusag
ccocuccuuge
IYTFYTTTYY

CCQuUaawage

gggagcugeu
gocugcagas
uggacagcaa
uccageegyg
ucgCCoougay
scoggacegc
ucocggacac
cocugggcua
uuucCugog
ucAgCuuauUY
ucgecagegg
acCuccogQQ
ccocccgagoq
agguggugya
LgCgogggce
uCGacaSgga
ucuucasungu
CCGageugoa
ugcCogacys
ccaugacgga
ugeguggcog
ccoggaagaun
acuaguuauS
ACCgAGAUUA
SaaaaASAAR

€QoQoce

360
420
480
540
600
660
729
780
840
900
960
1020
1080
1148
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1564
1620
1680
1740
1800

1857



<400> 54
gQgagaaagc
cccgouggag
QJugoogggc
guacuuogag
ccaceggauc
coucuuoauc
Qascagoaug
gauccugaac
gaccgacuac
cuucaaogag
csugsacegc
cugogugoge
ogccaucoug
ccucaucuge
gagccugcag
egecaagage
g9gegecceyg
Cauccgocag
ggacgacaag
ccuggacace
gaugaucaug
cggcuggcug
ogaccggoug
gagrauvccug
cgacgoogge
Gaaggagauc
egugguguuc
cogegagauc
SQacugacua
susassasaa

asasaauvgca

<210> 55

uugagYaugy
gacgggaccyg
acgauogccu
augagoguge
quggugugcn
YGCTUIQacy
gegsucages
gugoagaags
cagggcuuce
uacgacuucy
sgeggcsgcs
uucuoYcacy
agcguygugc
FgCuvcogay
gacuacaaga
acccugauey
cugagcaagy
ggcuacggee
ccgggogeeg
ggcaagacee
ageggeuacy
cacagoggeg
aaguogcuga
cuccageace
Jagouwgecgy
gucgacuacyg
quggscqgagy
cugavcaegy
gocccgauggy
sasasassaas

uwgcccgougua

<211> 747

aggacgecan
coggogagea
ucacogacgs
gccuggocga
cggagaacag
usgeocagYe
agcogaocgy
agougogcau
agucgsugua
ucccggagag
cCPPCCLgTe
ccogggacce
OgUBCCacca
ugouccugav
uccagageoge
acaaguacga
aggugggcga
ugaccgagac
ugggcaaggu
ugggcgugaa
ugaacaaccce
acauogcocua
ucaaguacaa
ccaacaucuu
ccgegguggy
uggcoageca
ueCoGAAgYY
CCaagaagYy
ocucocaacy
aasaasaasa

gacasuugga

180

gaacaucasy
geuccacaasg
ecacaucgag
guccaugasg
ccugoaguue
gaaogacane
guuguuCgug
cauoccagaag
cacgquucgug
CUBOYACCYY
Gsa99eaTg
CAuCUUCYYC
cggouucgge
guaccoguuc
gougoucqgug
scugucgaac
ggocqguggcee
cacgagcgog
ggucccguuc
ccagegggge
Qgaggccacc
cugggacgag
gggcuaccag
cgacgecgoc
quugcuggag
ggugaccace
ccugaccygg
cgycasgauvo
ggcoouccue
aaasasasaa

agyuoggauva

230390cogy
gccaugaage
gucgacausa
egouacggoc
nuCAUGEOOy
uacasagage
sgcasgaagy
aucaucauoca
accagacace
gaceagaccs
grecugooge
aaccagauvca
suguucsogs
QAP AYC
cCgacccugu
eugcacgaga
azgegguucc
AUCCUGauCEa
aucgaggeca
gagcugugeg
ascgoccuca
gacgagcacu
quggFcgeogy
quggccggac
cacggcaaga
gccaagaage
s2goucgacy
googuguasg
cccuccuugo

asasaaaasa

cgoccavous
gguacgeccu
ecuacgoggs
ugaacacoaa
ugUQYYOYC
gogageugou
goocugoagss
uggacagoas
uccoguogeg
uCYaccugau
SCOQgacoge
uccoggacac
ccougggous
uguuctugog
uCagCUBCHY
uegecagegy
accucceggqg
cccacgaggg
AgJuggugga
ugoQegggee
ucgacaaggs
ucuucawvcgu
cegagougga
ugccggacga
ccaugacqgga
uGOIIIICHT
ceoggeagan
acuaguuauva

ACOGAGaAUUA

48883834888

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
80
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440

1360
1620
1680
1740
1800

1838
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<212> RNA

<213> sumi

<220>

181

<223> NY-ESO-1{GC)-ag-A64-C30'un mRNA sekansi

<400> 55
gggagaaage
Qacgggcocy
gaggccggeg
cCCPICoQUy
ugcoggugeg
WUCYCGacLe
cugeceguge
agyougacay
cugagccuge
agcggccage
ggeocuccuc
aaasaaaaaa

ceeeceeece

<210> 56

<211> 761

uuaccaugca
FTYgCCoguy
ceacoggegg
gcgoecogey
gegoecegegg
CQAuQIaQeT
cgggegugrTu
cogoggacca
ugauguggau
geoggugace
cccuccuuge
aaaaasaaaa

UCUAgACRAL

<212>RNA

<213> sum

<22(0>

<223> NY-ESO-1{GC)-ag-A64-C30-histonSL'nin mRNA sekansi

g9ccgagygc
cauccoggac
goggggeceg
gooccogcac

cgagcuggee
ccugasggag
coggcageug
cacccaguge
acuaguuauva
accgagauua
aaasaasaaa

uggsauu

ogcggcacog
ggccogugcy
oggggcgecy
Qocyecyeey
oggeuccugg
ogacgoegee
uucacgguga
cagcuguoga
vuccugeogy
agacugacua
auaasaaaaa

aaaaaautauu

goggcuogac
99sacgoggy
gogecgoceg
CCAQCHAcCu
aguucuaccu
uvageccagae
gcggcaacau
ucagcageoug
vguuccugge
gcecgavggy
aaadaasiaa

CCCCCCooccoe

cggcgacgoc
cgUccogyec
ggogagegge
qaacgQguc
ggccangeog
CQoCCoQCog
COUGACTAUC
ccuccageag
ccagoogeec
ccucccaacy
addadaiasd

cCCoCcooceee

60
120
180
2490
300
360
420
480
340
6040
660
720

747
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<400> 56
qyuagaasge
gacgggccey
g8ggccogcy
cceggegggy
wjcoggugcy
uucgogacac
cugccoguge
oggcugacay

gugagecuge

ageggccagc

ggoocuccuc
833834802

cococceocoe

<210> 57

uuaccaugea
geggcccgyy
cCcaccgucqgy
gegeecogeg
gcgccegegy
ogaugyayggc
cgFgcgUgTu
ccgoggacca

ugavguggau

googgugace
cocucouuge
8338035802

ccaaaggcuc

<211> 646
<212> RNA

<213> suni

<220>

<223> Survivin{ GC)-ag-A64-C30-histonSL'nin mRNA sekansi

<400> 57
90gag8aEge
gaccaccgea
gagoggavgy
Cagugcuucu
gagcacaaga
cugacgcucqg
gagaccaaca
gagcageugy
ccaacgggec
aaaaaaasaa

cecCCeCeoe

VBACCAUGYY
ucuogaocuu
ccgagyecgy
ucCugCuucaa
agcacagoag
g9gaguuccu
acasgasgaa
cocgocaugga
cuccuccecu
aaanaassaa

CCCCCCCcaa

ggoagaggga
caucccggac
OQUOGCCog
gggccogeac
cCoggagage

ccugaaggag
coggcageug

cacccaguge

ACLAGUIALR

accgagacua

uvuuCagage

CQCCOCCace
caagaacagg
cuucauccag
ggagcuggag
eQgougages
gaagouggac
ggaguucgag
cugaccacua
ccuugcaccg
4483330328

aggcutuuun

182

ogaggaacog

gecegugeqg

99cggegecy
oggcuCCugy

uucacgguga
cagouguoge

e Ccugoogg

agacugacua
FTTYTYYITYY
S48 80UQCH

caccaggaauc

cugeogeeye
coguuccugqy
ugcoccaceyg
ggcugggage
uuacugagey
c9g5a9co99
gagaccgecs
guuauaagac
Agauuiauaa
frerrtyvey)

cagagecace

gaggaaogac
g9sacqgoggq
gcgccgoccy
coageggocu
aguucuaccu
uggoccagga
goggcaacau
ucagcagoug

uguuccugge

gecogavggg
322222322
BeCCCLCCCe

ccuggcagee
agggcugege
agaacgagee
oggacgacga
ugaagaagaa
CCALQAACIA
agaagyugcy
ugacuagooc
aaaasaaaaa
asugcaucce

agsauvu

aggagacygcoe
cggccogggc
99cgagcyggc
gaacggguge
ggccauwgcog
cgoacogcog
cowgaccauc
couccageag

ccageogece

QUUCCUCHay
gugcacoceg
ggaccuggec
ccogaucgag
quuogaggay
gaucgcgaag
geggyccauc
gaugggocuc
43433333832

cocooceococc

60
120
180
240
300
360
420
480

540

600
660
720

761

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

646



<210> 58

<211> 1813
<212> RNA

<213> suni

<220>

<223> MAGE-CI(GC)-ag-A64-C30-histonSL'nin mRNA sekansi

<400> 58
g9gagaaage

SgCoCCguu

uuaccaugoa
ccaucugcag
cocococooga
ugcacuccea
geccgeugea
ucocccague

cgecoccaggg

gucceogoug
CucCagoacc
Jogccogguc
gagccoccug
gaucccccag
coogoocyay

cgaggscuuc

183

cagggcgagy

oCccuccagcc

cagueccocy
uwCCCogeuwyy
uwgugsggaca

caguccagcc

aguuccagag
uccogcagag
wgcacaocoo

agagegecce

cucccugcag
cuuvccoogag
geagagceec
€gaQg9coag
cagecucuce
couccacuue

cgugagcauc

60
120
180
240
300
360

420



ugcuccageou
CCCQagQQQec
cuggocucac
caguccecge
caguccagee
occcgagagac
uucagegaqy
YAQUCCGRCE
acgcucgacqg
cageccauca
coggugaucy
gagguggacc
ugecuguccg
aucuucauca
IICTUGCOTT
Jucwgggugc
UACOAgUUCS
uuccuggoga

cugaaggacg

ccacgagccu
CogcgCague
ucougcagayg
ugcagageee
cogugucecay
eccugeague
aguccagcuc
geoucaccga
agaaggugga
ccasggcocga
uCOQUasgyyUC
cegacgacucs
acgagcagyyg
agggcaccua
ceggcogega
aggageacua
uguwagugece
ugcucaagaa

uggaggageyg

acegagageqy

auaagacuga

ULAAVAILARA

4880880000

agecaccaga

cguscagouc

guagecogau

BALRIRAIAD

QCauciocee

agu

gucccuccec
CoCCCugCag
cucocaogeg
CQUCUCCage
Cunccoguee
cooagugaus
cocogucgac
CUoCGagage
cgagcuggoe
gaugcugace
gogcgaguuc
cuacgucuue
gavgagccag
cgccagegag
geacuucgoe
coucgaguac
CogCgeCcac
cacgguacos
ggcccaggee
CYUQAWQaQC
gggacuacca
2233222322

CCOCCCCoCC

184

cagagcuucc
CYCCCCgugs
a4gacogoags
uuccocucca
agcaccuccs
agcuucucca
gaguacacca
CUQaNCgIgs
cgguuccuge
AACQUCAVCY
sucgagaucc
gugaacacge
aaccgecugc
gaggucaucu
wucgYggagc
cgogagguge
AgCgaQQucs
aucaocuucc
aucaucgaca
cocagcuucy
acgggoacuc
22322232232

coccoceeCe

oggaguccce
QCuUGCUNCUY
Q9acogoccga
QCACCUCCAg
QCuUCCCugag
Quucoacqag
gcuccagega
QCgagesccu
uccugaagua
CCOGCUBCac
ucuuCYgIau
uggaccucac
ucauvccugag
gggacgugcu
ccogggagey
ccarcagoue
uCAAQCOIRE
oguocagcua
ccaccgacga
CCaQoQagug
cuccocucau
4322232222

CCOCCadnQy

ccagageeeg
CAQCUACECT
9UQoccogco
CUCCOUCAGT
caagagcuce
caucucoocy
cacccugeoug
guucacCUaC
ccaggugaag
cggouaAcuLe
cagccugagy
cagegaggge
ccuguccauc
cuccgggauc
Jcugaccaag
CoOgReCegy
QOVGQuUII &g
caaggaogcoo
cuccacggec
accacuaquy
ugcaccgaga
EYTTPTRVYY )

CUCUIuVCag

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1813
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SEKIL 22
D = saat
E = kontrol

F = ortalama
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G = In vivo lusiferaz ekspresyonu

SEKIL 26
H = Sayimlar

[ = Izotip kontrolil

SEKIL 27
J = Tampon

K =u¢ nokta titeri




















































































