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OZET

DOGAL OLMAYAN AMINO ASIT REPLIKASYONUNA BAGIMLI
MIKROORGANIZMALAR VE ASILAR

Dogal olmayan, dogadisi veya dogal olmayan sekilde kodlanmig amino asitlerin kullanimi
yoluyla, sinirlt replikasyon kabiliyetine sahip tam organizma astlarin saglandigi, boylece
as1 glivenliginin ve etkinliginin arttirildigt usuller dahil olmak {izere, asilarin iiretimi igin

bilesimler ve usuller.
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ISTEMLER

1. Dogal olmayan bir amino asidin, replikasyon i¢in gercken bir gen iriiniine bolgeye
Ozgil olarak dahil edildigi bir hiicre olup, burada bahsedilen hiicre, s6z konusu dogal
olmayan amino asidin mevcudiyetinde replikasyon kabiliyetine sahiptir ve séz konusu
dogal olmayan amino asit mevcut olmadiginda siirl bir replikasyon kabiliyetine sahiptir

veya hig sahip degildir.

2 Istem 1'e uygun hiicre olup, burada hiicre, bir mycobacterium avium alt tiirii

paratuberculosis (MAP) hiicresidir.

3. Istem 2'ye uygun MAP olup, burada birden ¢ok dogal olmayan amino asit,

replikasyon i¢in gereken birden ¢ok gen tiriiniine dahil edilir.

4. Istem 1'e uygun hiicre olup, burada hiicre, bir E. coli hiicresidir.
5. Istem 1'e uygun hiicre olup, burada hiicre, bir bakteri hiicresidir.
6. istem 1 ila 5'ten herhangi birine uygun hiicre olup, burada dogal clmayan amino

asit, p-karboksi fenilalanin, p-nitrofenilalanin, p-silfotirosin, p-karboksifenilalanin, bir o-
nitrofenilalanin, bir m-nitrofenilalanin, bir p-boronil fenilalanin, bir o-boronilfenilalanin,
bir m-boronilfenilalanin, bir p-aminofenilalanin, bir o-aminofenil alanin, bir m-
aminofenilalanin, bir p-acilfenilalanin, bir o-agilfenilalanin, bir m-agcilfenilalanin, bir p-
OMe fenilalanin, bir 0-OMe fenilalanin, bir m-OMe fenilalanin, bir p-siilfofenil alanin, bir
o-siilfofenilalanin, bir m-siilfofenilalanin, bir 5-nitro His, bir 3-nitro Tyr, bir 2-nitro Tyr,
bir nitro sibstitientli Leu, bir nitro stbstitiientli His, bir nitro siibstitiienthi De, bir nitro
siibstitiientli Trp, bir 2-nitro Trp, bir 4-nitro Trp, bir 5-nitro Trp, bir 6-nitro Trp, bir 7-nitro
Trp, 3-amino tirosin, 2-aminotirosin, O-siilfotirosin,  2-siilfooksifenilalanin, 3-
siilfooksioksifenilalanin, o-karboksifenilalanin, m-karboksifenilalanin, bir p-asetil-L-fenil
alanin, bir p-proparjil-fenilalanin, O-metil-L-tirosin, bir L-3-(2-naftil)alanin, bir 3-metil-
fenilalanin, bir O-4-alil-L-tirosin, bir 4-propil-L-tirosin, bir tri-O-asetil-GlcNAc¢[-serin, bir
L-Dopa, bir florlu femlalanin, bir izopropil-L-fenilalanin, bir p-azido-L-fenilalanin, bir p-
acil-L-fenilalanin, bir p-benzoil-L-fenilalanin, bir L-fosfoserin, bir fosfonoserin, bir
fosfonotirosin, bir p-iyodo-fenilalanin, bir p-bromofenilalanin, bir p-amino-L-fenilalanin,

bir izopropil-L-fenilalanin ve bir p-proparjiloksi-fenilalaninden olusan gruptan secilir.

7. [stem 6'ya uygun hiicre olup, burada dogal olmayan amino asit, p-asetil

fenilalanindir,
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8. Istem S ila 7'den herhangi birine uygun hiicre olup, burada hiicre, bir E. coli
hiicresidir ve replikasyon igin gereken gen Urlingi, ileS, IspA, ispH, fisL, ftsI, murE, murD,
ftsW, murG, murC, ftsQ, fisA, {tsZ, secA, map, rpsB, pyrH, frr, uppS, cdsA, fabZ, IpxA,
lpxB, dnaE, accA, proS, nusB, dxs, ispA, dnaX, adk, cysS, mrdB, mrdA, holA, leuS, gInS,
serS, msbA, kdsB, asnS, fabA, rne, fabD, fabG, tmk, holB, lolC, IoID, lolE, trmU, prsA,
topA, fabl, pheS, rplT, infC, nadE, aspS, argS, rplY, nrdA, nrdB, fabB, gltX, ligA, zipA,
yfgE, hisS, acpS, 1plS, trmD, rpsP, fth, grpE, plsC, parC, parE, ribB, rpoD, rpsQ, yhbZ,
rpsl, pIM, def, rpsM, secY, rplO, msE, tpIR, rplF, rpsN, rplX, rpIN, rpsQ, rpsS, mlB,
plW, rplD, rplC, mps), fusA, rpsL, trpS, ftsY, glyS, kdtA, ¢oaD, dut, gmk, dnaA, glmU,
engB, murl, rpll, rplL, rpoB, rpoC, dnaB, groS, grol, efp, rpsF, ppa, valS, dnaC ve

dnaT'den olusan gruptan segilir.

9. Istem 8'e uygun hiicre olup, burada replikasyon igin gereken gen {iriinii, metiyonin

aminopeptidazdir (map).

10.  Bir asi olup, Istem 1 ila 9'dan herhangi birin uygun hiicreyi icerir.
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TARIFNAME

DOGAL OLMAYAN AMINO ASIT REPLIKASYONUNA BAGIMLI
MIKROORGANIZMALAR VE ASILAR

Aciklama
MEVCUT BULUSUN ALANI

Bu bulus, hiicreler ve hiicreleri igeren asilarla ilgilidir. Bazi diizenlemelerde mevcut bulus,
dogal olmayan, dogadis1 veya dogal olmayan sekilde kodlannmis amino asitlerin kullanimi
yoluyla, tam organizma asilar dahil olmak iizere, sinirl replikasyon kabiliyetlerine sahip

olan veya hig¢ sahip olmayan bilesimlerle ilgilidir.
MEVCUT BULUSLA ILGILi BILINEN HUSUSLAR

Simdive kadar, nispeten yavas bir teknik ilerleme gerceklesmistir ve Louis Pasteur'iin
oliimiiniin ardindan 100 yildan uzun bir siire gegtigi halde, "IIT" (Isolation, Inactivation,
Injection (Izolasyon, Inaktivasyon, Enjeksiyon)) protokolii gecerliligini siirdiirmektedir.
Bununla birlikte, molekiiler biyoloji ve rekombinant protein teknolojisinin ortaya
¢cikmasiyla, insanlar alt birim asilan ve genetik olarak tasarlanmis tam organizma benzeri
asilar gelistirmeye baslamislardir. Daha yakin zamanlarda, immiinolojideki gelismeler,
Toll Benzeri Reseptor (TLR) ligandlar dahil olmak tlizere, cesitli immiinopotansiyatér
siniflarinin kullanimii  saglamistir. Genel olarak daha yeni nesil asilar ve bunlarn

adjuvanlan kimyasal ve genetik a¢idan giderek daha i1yi tamimlanmis hale gelmektedir.

Viriisler, bakteriler, protozoanlar, mantarlar gibi patojenlere karsi terapdtiklerin ve
ozellikle asilarin gelistirilmesine devam edilmektedir. Bu tiir aragtirmalarin, insanlar dahil
olmak {izere, hayvanlarda hastaligin yayilmasinin &nlenmesinde ¢ok degerli oldugu
kamtlanmigtir. Gergekten de modern tipta, asilamayr da igeren imminoterapi, ¢igek
hastaligin1 ortadan kaldirmus ve ¢ocuk felci, tetanos, tiiberkiiloz, su ¢igedi ve kizamik gibi

hastaliklart hemen hemen yok etmistir.

Genel olarak, ideal asilar uzun bir raf émriine sahiptir, dnceden secilmis patojene ve tiim
fenotipik varyantlarina karst uzun siireli immiinite indiikleme kabiliyetine sahiptir, asinin
hedefledigi hastaliga yol agma kabiliyetine sahip degildir, terapdtik ve profilaktik agidan
etkindir, ekonomik standart metodolojiler kullamilarak kolayca hazirlanir ve sahada

kolayca uygulanabilir,
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Ticari olarak temin edilebilen agilarin baslica dort sinifi mevcuttur. Bunlar, canh olmayan
tam organizma asilarim, zayiflatilmig canl agilan, vektodr asilarimi ve alt birim asilan icerir,
Proteinler gibi canli olmayan malzemelerle asilama, genellikle bir antikor tepkisine veya
CD4+ yardimer T hiicre tepkisine yol agarken, canli malzemelerle (6rnegin, enfeksiydz
viriisler) asilama genellikle bir CD8+ sitotoksik T-lenfosit {(CTL) tepkisine yol acar. Bir
CTL tepkisi, enfeksiydz virlisler ve bakteriler gibi patojenlere karsi koruma igin ¢ok
onemlidir. Bu, pratik bir sorun olusturur, ¢iinkii bir CTL tepkisi elde etmenin tek kesin
yolu, kendileri patojenik olan canli maddeler kullanmaktir. Bu sorun, genellikle
zayiflatilmig viriis ve bakteri suslani kullanilarak ya da asilama i¢in kullamlabilen tam
hiicreleri dldiirerek c¢ozillir. Bu stratejiler ise yaramistir, ancak zayiflatilmis suslarin
kullanilmasi, her zaman, zayiflatilmis maddenin konak¢inin i¢inde genetik olarak tekrar
birlesmesi ve bir virulan susa doniisme riskini tagir. Bu nedenle, spesifik bir sekilde,
proteinler gibi canli olmayan malzemelerle asilama yoluyla CD8+ CTL tepkisine vol

acabilen terapdtiklere ve usullere ihtiyag duyulmaktadir.

Alt birim asilar, bu sorunlardan bazilarinin ele alinmasi i¢in bir ara¢ saglamistir. Bu tlr
agsilar genellikle ilgilenilen bir patojenden tiiretilmis bir hiicre alti bilesen igerir. Bir alt
birim bileseni, patojenin tanimlanmis bir hiicre alt1 fraksiyonundan {retilebilir;
saflastirilmig bir protein, niikleik asit veya bir polisakarit olabilir. Bu elemanlarin tiimii,
ilgilenilen patojene karsi bir immiin tepkiyi stimiile etme kabiliyetine sahip bir antijenik
determinanta sahiptir. Genel olarak, alt birim agimin hiicre alti bileseni, par¢alanmis
patojenin  bir terkibinin saflagtirilmasiyla elde edilir veya iyi bilinen prosediirler

kullanilarak sentezlenir,

Bununla birlikte, alt birim asilarla ilgili baz1 sinirlamalar meveuttur. Ilk olarak, bu tip bir
asinin iiretiminin bir kosulu, antijenik determinanti/determinantlar: karakterize etmek ve
tanimlamak gereckmesidir. Bu, &zellikle oldukca degisken antijenik determinantlara karst
bunlarin kullaniminda sinirlamalar getirir. ikinci olarak, alt birim asilar genellikle
sitotoksik T hiicre tepkilerini stimiile etmekte etkisizdir. Ugiincii olarak, alt birim asilarla
kazandirilan immiinite ¢ogu zaman kisa Omiirliidir ve dolayisiyla devamli destek
enjeksiyonlar1 gerektirir. Cok az sayida rekombinant olarak eksprese edilen alt birim
asinin, agillanng hayvanlarda {insanlar dahil) giigli ve uzun siireli immiinite indiikledigi
gdsterilmistir. Onemli bir istisna, insanlarda kullanilan rekombinant yiizey antijeni Hepatit
B agisidir. Bu tip asilarin kullanimiyla iliskili sorunlardan birinin, gii¢li hiimoral immiinite

ve giiglii hiicre aracili immiinitenin indiiklenecegi sekilde, antijenlerin immiin sistemine
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dogru bir bigimde sunulmasiyla ilgili oldugu goriilmektedir. Ozel olarak, mevcut
rekombinant (alt birim) asilarin, asilannis hayvanlarnn, bir patojenin neden oldugu dogal
enfeksiyonlara maruz kaldiklarinda ¢ok hizli tepki verecekleri sekilde giiclii 'bellek'

tepkileri meydana getirmedigi goriilmektedir.

Sadece Ornek olarak, sigir viral ishal virGsii (BVDYV) gibi pestiviriislerden hazirlanan
mevcut alt birim asilardaki eksiklikler kapsamli bir sekilde rapor edilmistir. Bu ¢alismalar,
agtlarda biiyiik miktarlarda rekombinant protein kullanilsa bile, yetersiz koruma oranlarimin
goriildiigiinii ortaya koymustur; bu da, asilarin, canli BVDV izolatlariyla bagigiklamaya

karg1 korumada (homolog koruma veya heterolog koruma) basarisiz oldugunu gosterir.

Etkin bir asinin hentiz gelistirilmedigi birgok enfeksiydz hastalik mevcuttur ve halen
kullanilabilen agilarin birgogu, hastalifa karsi sadece kismi koruma saglar. Ayrica, as
alaninda bosluklar mevcuttur. Canh asilar, diger ast tiirlerine kiyasla daha gii¢lii, daha
genis ve daha kalici immiinite meydana getirir. immiin baskilama uygulanmis bireylerde
bile hastalia vol agamayacak daha giivenli bir canli as1 aracina ihtiyag duyulmaktadir.
Ayrica, sadece antikor bazli immiinite degil, hiicre aracili immiinite de indiikleyen asilara
da ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica, dogrudan patojenlerin ¢ogunun giris yaptigi viicudun
mukoza yiizeylerinde koruyucu immiin tepkiler indiiklenmesi de gerekmektedir. Bu
nedenle, gelismis asilara ihtiyag duyulmaktadir. Mevcut bulug, mevcut dnceki teknige
kiyasla bu dezavantajlardan en azindan bazilanm gideren gelismis bir terapotik asi

saglamaya ¢aligmaktadir.

WO 01/00234'te, astlar olugturmakta kullamilabilen zayiflatilmis hiicreleri iiretme usulleri
aciklanmaktadir. Bahsedilen hiicreler, ¢ogalmak igin baskilayici tRNA'ya ihtiyag duyar,

ancak ¢ogalmak i¢in dogal olmayan bir amino asidin meveudiyetine ihtiya¢ duymaz.
MEVCUT BULUSUN OZETI

Mevcut agiklamada, kimyasal olarak diizenlenmis replikasyona bagimli tam organizmalar
saglanmaktadir. Bazi diizenlemelerde mevcut agiklama, cogalma kabiliyetinin dogal
olmayan bir amino asidin mevcudiyetine bagimli oldugu bir modifikasyon i¢eren kimyasal
olarak diizenlenmis bir tam organizma saglamaktadir. Baz1 diizenlemelerde mevcut
aciklama, organizmanin ¢ogalma kabiliyetinin, dogal olmayan bir amino asidin
mevcudiyetinde kiiltiirlenmesine bagh oldugu bir veya daha ¢ok modifikasyon iceren bir
tam organizma saglar. Bazi diizenlemelerde mevcut agiklama, organizmanin ¢ogalma

kabiliyetinin, bir veya daha ¢ok sayida dogal olmayan amino asidin mevcudiyetinde
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kiiltiirlenmesine bagh oldugu bir veya daha ¢ok modifikasyon igeren bir tam organizma
saglar. Baz1 diizenlemelerde mevcut agiklama, organizmanin ¢ogalma kabiliyetinin, bir
veya daha ¢ok sayida dogal olmayan amino asidin mevcudiyetinde kiltlirlenmesine bagh
oldugu iki veya daha c¢ok modifikasyon iceren bir tam organizma saglar. Mevcut
aciklamanin baz1 diizenlemelerinde, tam organizma, azaltilmis bir as1 (bdlgeye 6zgii olarak
dahil edilmis bir veya daha ¢ok sayida dogal olmayan amino asitle diizenlenmis bir as1)
olup, burada immiinize edici maddenin replikasyonu veya ekspresyonu, dogal olmayan bir

amino asidin mevcut olmasi veya mevcut olmamasi yoluyla diizenlenir.

Meveut aciklamamin  bazi  diizenlemelerinde, tam organizmanin replikasyonu  veya
ekspresyonu, tek bir genetik moditfikasyon vasitasiyla, dogal olmayan bir amino asidin
mevcut olmasit veya mevcut olmamasi yoluyla diizenlenir. Mevcut agiklamanin bazi
diizenlemelerinde, tam organizmanin replikasyonu veya ekspresyonu, bir veya daha ¢ok
genetik modifikasyon vasitasiyla, dogal olmayan bir amino asidin mevcut olmasi veya
mevcut olmamast yoluyla diizenlenir. Mevcut agiklamanin bazi diizenlemelerinde, tam
organizmanin replikasyonu veya ekspresyonu, iki adet genetik modifikasyon vasitasiyla,
dogal olmayan bir amino asidin mevcut olmasi veya mevcut olmamasi yoluyla diizenlenir.
Mevecut aciklamanin bazi diizenlemelerinde, tam organizmanin replikasyonu veya
ekspresyonu, ii¢ adet genetik modifikasyon vasitasiyla, dogal olmayan bir amino asidin
mevcut olmasi1 veya mevcut olmamasi yoluyla diizenlenir. Mevcut agiklamanin bazi
diizenlemelerinde, tam organizmanin replikasyonu veya ekspresyonu, dort adet genetik
modifikasyon vasitasiyla, dogal olmayan bir amino asidin mevcut olmasi veya mevcut
olmamas:t yoluyla diizenlenir, Mevcut agiklamanin bazi  diizenlemelerinde, tam
organizmanin replikasyonu veya ekspresyonu, bes adet genetik modifikasyon vasitasiyla,
dogal olmayan bir amino asidin mevcut olmasi veya mevcut olmamasi yoluyla diizenlenir.
Meveut agiklamanin bazi  diizenlemelerinde, tam organizmanm replikasyonu veya
ekspresyonu, dort veva daha ¢ok genetik modifikasyon vasitasiyla, dogal olmayan bir

amino asidin mevcut olmasi veya mevcut olmamasi yoluyla diizenlenir.

Meveut bulus, dogal olmayan bir amino asidin, replikasyon i¢in gereken bir gen triiniine
bélgeye 6zgii olarak dahil edildigi bir hiicre saglamakta olup, burada bahsedilen hiicre, s6z
konusu dogal olmayan amino asidin mevcudiyetinde replikasyon kabiliyetine sahiptir ve
s0z konusu dogal olmayan amino asit mevcut olmadifinda sinirli bir replikasyon
kabiliyetine sahiptir veya hi¢ sahip degildir. Mevcut bulug ayrica, bu tiir bir hiicre igeren

bir as1 saglamaktadir. Mevcut bulus ayrica bu tiir bir hiicre, farmasétik agidan gecerli bir
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tasiyic1 ve istege bagh olarak bir veya daha ¢ok baska biyolojik a¢idan aktif madde i¢eren

bir a1 formiilasyonu saglamaktadir. Hiicre, bir tam organizma igin bir drnektir.

Organizmalara, antijenlere, proteinlere veya 0z proteinlere karst se¢ici olarak bir immiin
tepki indiikleme va da yabanci antijenlerin spesifik epitoplarinin immiinojenikligini
artirma kabiliyeti, gesitli hastalik evrelert (smirlayicit olmamak lzere, kanser ve protein
katlanma hastaliklarn dahil) ve enfeksiydz hastahklar (6rmegin, bakteri veya viris
enfeksiyonlar) i¢in asilarm dretiminde oOnemlidir. Meveut bulug, tam organizma
agilamalarinda  kullanilacak replikasyona bagimhi  ve/veya eksik replikasyonlu
immiinojenojenleri iiretmek igin, dogal olmayan amino asitlerin organizmalara dahil
edilmesinden yararlanir. Pasif immiinizasyonda kullanilacak antikorlar iiretmek igin dogal
olmayan amino asitlerin organizmalara dahil edilmesi de agiklanmaktadir. Mevcut
aciklama ayrica, agilamalarda kullanilacak immiinojenleri liretmek i¢in dogal olmayan
amino asitlerin proteinlere, antijenlere ve/veya polipeptitlere dahil edilmesinden vararlanir.
Bu bulusta, dogal olmayan amino asitlerin eklendigi immiinojenler, asilanacak/immiinize
edilecek denegin icindeki hedef parcalara (6rnegin, hastalikla ilgili parcalar) tekabiil eder
va da denegin icinde olmasi miimkiin olan hedef par¢alara (d6rnegin, hastalikla ilgili
parcalar) tekabiil eder. Dogal olmayan amino asidi igeren immiinojenin bir denege verildigi
diizenlemelerde, dogal olmayan amino asidin mevcudiyeti, hedef (6rnegin, hastalikla ilgili)

pargaya karsi ¢capraz reaktif immiinojene karsi immiinojenik bir tepkiye yol agar.

Denegin iginde olan veya denegin iginde olmasi mimkiin olan bir hedef parcaya (6rnegin
bir polipeptit, bir karbonhidrat veya bu ikisinin bir kombinasyonu) karst bir denckte
immiinolojik bir tepki, dmegin B hiicresi aracili bir tepki ve/veya T hiicresi aracili bir tepki
iiretmeye veya bu tepkiyi arttirmaya yonelik usuller saglanmaktadir. Bu usuller, genetik
olarak modifiye edilmis, dogal olmayan amino aside bagimli bir organizmanin
saglanmasini ve bu organizmanin denege verilmesini igerir. Usuller ayrica, bir veya daha
¢ok dogadist amino asit igeren, genetik olarak modifiye edilmis, dogal olmayan bir
immiinojenin saglanmasimi ve dogal olmayan immiinojenin denege verilmesini igerir.
Denek (6rnegin, bir insan, maymun, fare, sican, giftlik hayvani, domuz, sigir, tavuk, kafes
kusu, biiylik kafes kusu, ev hayvani, kdpek, kedi, siirlingen ve/veya bir amfibik hayvan),
dogadis1 immiinojene karsi bir veya daha ¢ok antikor tiretmekte olup, bu antikorlar, hedef
par¢aya kars: ¢apraz reaktiftir (dolayisiyla, hedefe karsi immiinojenik tepki tiretir veya bu

tepkiyi arttirir).
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Belirli diizenlemelerde, genetik olarak modifiye edilmis tam organizma, karsisinda denegin
immiinize edilmesi arzu edilen herhangi bir tam organizma, érnegin bir bakteri, bir viris,
bir mantar, bir Mikoplazma, bir protozoan, bir helmint veya bir prion olabilir. Bir tam
organizma asisi, istege bagh olarak asagidakilerden birini veya daha fazlasini igerebilir: bir
bakteri antijeni, bir viriis antijeni, bir mantar antijeni, bir mikoplazm antijent, bir protozoa
antijeni, bir helmint antijeni, bir prion antijent, bir HIV antijeni, HIVgpl20, HIV gp4l,
HIV gag, HIV pol, HIV env, HTV tat, HIV nef, HIV rev, bir kalisiviriis kapsid antijeni, bir
hepatit B niive antijeni, bir hepatit B yiizey antijeni, hepatit delta ajani, bir herpes simpleks
viriis glikoproteini, bir varisella zoster viriis glikoproteini, bir grip viriisii hemagliitinin, bir
grip viriisii néraminidaz, bir grip viriisii niikleoprotein, bir HPV kapsid protein, bir
parainfluenza viriis hemagliitinin/néraminidaz, bir polioviriis kapsid polipeptid, bir Hep A
antijeni, bir vaksinia viris polipeptid, bir kuduz virlis glikoproteini G, B. burgdorferi
OspA, H. influenzae tip b dis membran proteini, Mycobacterium lipoarabinomannan,
Mycobacterium mAPG, S. pyogenes M proteini, S. pneumoniae kapsiiler polisakarit, Y.
pestis Fl, Y. pestis V antijeni, P. falciparum circumsporozoite (PfCSP), P. falciparum
sporozoit yiizey proteini 2 (PfSSP2), karaciger evre antijeni 1'in (PfLSAl c-term) P.
falciparum karboksil terminusu, P. falciparum eksport protein 1 (PfExp-1), Pfs 48/45, Pfs
28, Pfs 25 veya Pfs 230.

Genetik olarak modifiye edilmis, dogal olmayan amino asit replikasyonuna bagumli
organizma, asagidakilerden biri veya daha fazlas: olabilir: bir bakteri, bir viriis, bir mantar,
bir Mikoplazma, bir protozoan, bir helmint, bir prion, bir Actinomyces, bir Bacillus, bir
Bacteroides, bir Bordetella, bir Bartonella, bir Borrelia, bir Brucella, bir Campylobacter,
bir Capnocytophaga, bir Chlamydia, bir Clostridium, bir Corynebacterium, bir Coxiella,
bir Dermatophilus, bir Enterococcus, bir Ehrlichia, bir Escherichia, bir Francisella, bir
Fusobacterium, bir Haemobartonella, bir Haemophilus, bir Helikobakter, bir Klebsiella, bir
L form bakteri, bir Leptospira, bir Listeria, bir Mycobacterium, bir Mikoplazma, bir
Neisseria, bir Neorickettsia, bir Nocardia, bir Pasteurella, bir Peptococcus, bir
Peptostreptococcus, bir Pneumococcus, bir Proteus, bir Pseudomonas, bir Rickettsia, bir
Rochalimaea, bir Salmonella, bir Shigella, bir Staphylococcus, bir Streptococcus, bir
Treponema, bir Yersinia, bir adenoviriis, bir alfaviriis, bir kalisiviriis, bir koronaviriis, bir
CMYV, bir kiopek genclik hastalifi viriisii, bir Ebola viriisii, bir enteroviriis, bir EBV, bir
flaviviriis, bir Hep C, bir hepadnaviriis, bir Hep B, bir hepititus delta ajani, bir Hep E veya

F virilisti, bir GBV-C, bir herpesviriis, bir herpes simpleks viriisii, bir varicella zoster
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viriisii, bir bagisiklik eksikligi viriisti, bir HIV, bir enfeksiy6z peritonitis virlisii, bir grip
viriisii, bir grip A virlis{i, bir 16semi virlisli, bir Marburg viriisii, bir ortomiksoviriis, bir
papilloma viriisti, bir HPV, bir parainfluenza virlisii, bir paramiksoviriis, bir RSV, bir
parvoviriis, bir pestiviriis, bir pikorna virlisii, bir polioviriis, bir poks viriisii, bir vaksinia
viriisi, bir kuduz virlisii, bir reoviris, bir retroviriis, bir rotaviriis, bir Absidia, bir
Acremonium, bir Alternaria, bir Aspergillus, bir Basidiobolus, bir Bipolaris, bir
Blastomyces, bir Candida, bir Coccidioides, bir Conidiobolus, bir Cryptococcus, bir
Curvalaria, bir Epidermophyton, bir Exophiala, bir Geotrichum, bir Histoplasma, bir
Madurella, bir Malassezia, bir Microsporum, bir Moniliella, bir Mortierella, bir Mucor, bir
Paecilomyces, bir Penicillium, bir Phialemonium, bir Phialophora, bir Prototheca, bir
Pseudallescheria, bir Pseudomicrodochium, bir Pythium, bir Rhinosporidium, bir
Rhizopus, bir Scolecobasidium, bir Sporothrix, bir Stemphylium, bir Trichophyton, bir
Trichosporon, bir Xylohypha, bir Babesia, bir Balantidium, bir Besnoitia, bir
Cryptosporidium, bir Eimeria, bir Encephalitozoon, bir Entamoeba, bir Giardia, bir
Hammondia, bir Hepatozoon, bir Isospora, bir Leishmania, bir Microsporidia, bir
Neospora, bir Nosema, bir Pentatrichomonas, bir Plasmodium, bir P. falciparum, bir
Pneumocystis, bir Sarcocystis, bir Schistosoma, bir Theileria, bir Toxoplasma, bir
Trypanosoma, bir Acanthocheilonema, bir Aelurostrongylus, bir Ancylostoma, bir
Angiostrongylus, bir Ascaris, bir Brugia, bir Bunostomum, bir Capillaria, bir Chabertia, bir
Cooperia, bir Crenosoma, bir Dictyocaulus, bir Dioctophyme, bir Dipetalonema, bir
Diphyllobothrium, bir Diplydium, bir Dirofilaria, bir Dracunculus, an Enterobius, bir
Filaroides, bir Haemonchus, bir Lagochilascaris, bir Loa polypeptide, bir Mansonella, bir
Muellerius, bir Nanophyetus, bir Necator, bir Nematodirus, bir Oesophagostomum, bir
Onchocerca, bir Opisthorchis, bir Ostertagia, bir Parafilaria, bir Paragonimus, bir
Parascaris, bir Physaloptera, bir Protostrongylus, bir Setaria, bir Spirocerca, bir Spirometra,
bir Stephanofilaria, bir Strongyloides, bir Strongylus, bir Thelazia, bir Toxascaris, bir
Toxocara, bir Trichinella, bir Trichostrongylus, bir Trichuris, bir Uncinaria veya bir

Wuchereria.

Ayrica, drnegin bir denekte B hiicresi aracili bir tepki ve/veya T hiicresi aracili bir tepki
iretme yoluyla, denekte bir hastalik evresini profilaktik veya terapétik olarak tedavi etme
usulleri aciklanmaktadir. Cesitli diizenlemelerde, hastalik evresi bir bakteri enfeksiyonu,
bir virlis enfeksiyonu, bir mantar enfeksiyonu, bir Mikoplazma enfeksiyonu, bir prion

enfeksiyonu, bir protozoa protozoan veya bir helmint enfeksiyonu olabilir, ancak bunlarla
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sinirli degildir. Bu dzellige uygun usullerin bir kiimesi, genetigi modifiye edilmis bir tam
organizmanin bir denege, imegin bir insana, bir maymuna, bir fareye, bir sicana, bir
domuza, bir si@ira, bir tavuga, bir kafes kusuna, bir biiylik kafes kusuna, bir siirlingene
veya bir amfibik hayvana verilmesini icerir. Bdylece genetifi modifiye edilmis tam
organizma, denegin i¢inde antikorlarin iiretimini stimiile eder. Usullerin ikinci bir kiimesi,
bir antikor tepkisinin Uretilmesini iceren bir veya daha cok hastalik, rahatsizlik veya
organizmaya kargt bir antikor iiretme ve sonradan bir denege verilen antikoru veya
antikorlan izole etme yoluyla bir denekte bir hastalik evresini profilaktik veya terapétik

olarak tedavi etmeyi kapsar.

En ileri protein miihendisligi teknolojisi olan Ambrx' teknolojisiyle, dogal olmayan amino
asitlerin bdlgeye oOzgli olarak dahil edilmesi, as1 gelistirmede biiviik bir imkan
saglamaktadir. Antijenleri immiinopotansiyatorlerle birlestirme yoluyla, kimyasal olarak
iyl tamimlanmis nanoyapilar olusturabilir. Alt birim as1 gelistirmek i¢in kullanilabilen bu

nanoyapilar, antijen bilgilerine ve immiinopotansiyalizasyon fonksiyonelligine sahiptir.

Ilave olarak, Ambrx teknolojisi, dogal olmayan amino asitlerin, proteine dogal olmayan
fonksiyonel gruplar eklemek i¢in araclar yerine, patojenik organizmalarda zorunlu genlerin
ekspresyonu igin anahtarlar olarak gdrev yapacag zayiflatilmis tam organizma benzeri
yeni asilar olusturmak igin de kullanilabilir. Ortaya ¢ikan organizmalar, vahsi tip
organizmaya benzeyebilir, ancak sadece, dogada mevcut olmayan Ambrx dogal olmayan

amino asitlerinin mevcudiyetinde replikasyon kabiliyetine sahip olacaktir.

Alt Birim Asi:

Alt birim asilarin disik etkinliginden dolayi, bir immiin tepki stimiile etmek igin
adjuvanlar gereklidir. Geleneksel olarak, adjuvanlar, antijenlerle karnsimlar halinde
tormiile edilir. Antijenler, uygulamadan sonra, dendritik hiicre (DC) tarafindan alinir ve T
hiicrelerine verilir. Adjuvanlar, sitokin salimi, gelismis antijen sunumu ve dendritik hiicre
olgunlagmasi i¢in dendritik hiicreleri stimiile eder. Bu iki bagimsiz siire¢ (antijen sunumu
ve immiinoaktivasyon) ayni DC'de birlestiklerinde, etkin bir antijene 6zgli immiin tepki
elde edilir. Nispeten biiyiik bir dozaj gereklidir. Bununla birlikte, biylk adjuvan dozaj,
istenmeyen bir yan etki olan antijenden bagimsiz immiin aktivasyona neden olur. Bu
nedenle, dogal olarak bu yaklasim ideal degildir ve as1 {izerinde diisiik bir etkinlife ve

yiiksek toksisiteye yol agar.
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Yeni bulunan bir¢gok adjuvan, alum gibi gelencksel adjuvanlarin aksine, molekiiler olarak
iyl tammlanmistir. Ambrx teknolojisi, benzersiz bolgeye 6zgii, dogal olmayan amino asit
ilavesi ve bdélgeye 6zgii konjligasyon imkanlariyla, bize yiiksek giic ve diisiik toksisiteye
sahip gelecek nesil asilar1 olusturmak igin gerekli araglari saglamaktadir. Ambrx alt birim
astlarinin temel 6zelligi, antijen ve immiinopotansiyatdriin, bir adet kimyasal olarak 1yi
tanimlanmis nanoyapi i¢inde kombinasyonu olacaktir. iki siire¢ (antijen sunumu ve immiin

aktivasyon), bir DC tarafindan alindiginda, ayn1 DC'de birlesirler.

Dogal olmayan amino asitlerin bdlgeye 6zgii olarak dahil edilmesi, mononitrofenil,
dinitrofenil gibi olduk¢a immiinojenik pargalar iceren dogal olmayan amino asitleri,
dogrudan protein antijenlerine dahil etmemize imkan veren bir teknolojidir. Yakin
zamanlarda, Toll Benzeri Reseptdr 7 (TLR7) ligand imidazokuinolin gibi kiiglik molekiillii
immiinopotansiyatorler kullanilabilir hale gelmektedir. Yan zincirleri olarak bu kiigiik
molekiillii immiinopotansiyatorlere sahip dogal olmayan amino asitlerin tasarlanmasi ve

bunlarin bir protein antijenine dahil edilmesi, uygulanabilir bir iglemdir.

Ambrx'in bolgeye 6zgii konjligasyon teknolojisi, daha da fazla esneklik saglamaktadir.
Sadece siéz konusu kiigiik molekiilleri degil, baska c¢esitli immiinopotansiyatdrleri de
(0rnegin, lipid, lipopeptid, polisakarit, DNA, RNA ve nanopartikiiller) protein

antijenlerinin ylizeyine konjiige etmemize imkan verir.

Tek zineirli DNA'nin protein yiizeylerine bolgeye 6zgl konjligasyonu, as1 tasariminda bir
baska serbestlik boyutunu olusturur. Metilatli olmayan CpG igeren DNA'lar, ilging bir
sekilde hiicre ylizeyinin iistiinde degil, hiicrelerin i¢inde meveut olan TLR-9 ligandlandir.
Antijene ¢slenik DNA, sadece immiinopotansiyator olarak degil, ayni zamanda diziye zgi
hibridizasyon islemleri yoluyla bir ila ic boyut ve birden ¢ok antijen degerlikli nanoyam
olusturmak i¢in bir yap1 blogu olarak da gorev yapabilir. Bu genel sema, antijenleri, APC
hedefleme reaktifleri ve diger TLR ligandlart gibi baska elemanlarla birlestirmek igin de
kullanilabilir. APC hedeflemesinin (antikor veya peptit) ast etkinliligini arttirabildigi ve
capraz sunumu destekleyebildigi gdsterilmistir. Iki farkli TLR ligandinin kombinasyonu,

daha biiyiik sinerjistik etkiye sahip olacaktir.

Ambrx bolgeye Ozgii konjiigasyonu, asilarin kesin tasanm ve optimizasyonuna imkan
verir. Ambrx teknolojisi olmadan, bolgeye 6zgii olmayan bir konjligasyon islemi, protein
antijenindeki modifikasyon bdlgeleri iizerinde simirli denetime sahiptir veya hi¢ sahip
degildir. Spesifik olmayan konjligasyon, T ve B epitoplarint degistirebilir. Antijenin,
antikor tamima igin kritik olan 3D konformasyonunu da modifiye edebilir. Ayrica, bazi
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modifikasyonlar, antijen islemeyi engelleyebilir. Bu faktorlerin tiimi, spesifik olmayan

sekilde eslenik agiy1 daha az etkin hale getirir,

Tam organizma asisi:

Asi1 bilimi, tam organizma asilariyla baslamistir ve bugiin hala bunlar, zayiflatilmis canli
veya Oldiriilmiis olarak sinmiflandirilan en basarili asilardir. Tam organizma asilarinin esasi,
konak¢ida ¢ok smirli replikasyon imkanlarina sahip olarak veya hi¢c sahip olmadan
koruyucu bir immiin tepkiye yol agmak ig¢in, aginm, patojenik organizmanin kendisine

miimkiin oldugu kadar yakin olmasinin gerekmesidir.

Bu durumda, replikasyonun sinirli olmasi veya hi¢ olmamasi arzu edilirse, daha iyi ve daha
giivenli asilar olusturmak {izere, mikroorganizmalarin yasam dongiisiinii denetlemek igin
kiigiik molekiller kullanmak miimkiin miidiir? Ambrx teknolojisi kullanildiginda, yanit
artik olumludur. Dogal olmayan amino asidin, bir bakteri, virlis, hatta parazit i¢inde,
mikroorganizmanin replikasyonu i¢in zorunlu olan bir gene dahil edilmesi halinde, bu
organizmalarin yasami, dogal olmayan amino asidin mevcudiyetine bagimli olacaktir.
Dahil edilen dogal olmayan amino asidin dogada mevcut olmamasi nedeniyle, sonug,
konakg¢inin icinde ¢ogalma kabiliyetine sahip olmayan, hemen hemen tam viriis ve hiicre
bilesenlerine ve yapilarina sahip, viriisler ve bakteriler gibi organizmalar olacaktir. Ilave
olarak, Ambrx teknolojisiyle modifiye edilmis virlis veya bakteri, sadece asinin kendisi

olarak degil, ayn1 zamanda gen ve antijen iletimi igin vektorler olarak da gorev yapabilir.

Ambrx alt birim as1 platformu, hem enfeksiydoz hastalik, hem terapotik kanser agisi
alanlarinda ¢ok ¢esitli uygulamalara sahiptir. Mevcut kanser agilart genellikle etkisizdir.
Sistemik T hiicre aktivasyonu ve negatif diizenleyici yol inhibisyonu yaklasimlar
onerilmistir ve bunlarin bazilar klinik deney siirecindedir. T hiicre aktivasyonu ile antijen
tanimanin ayrilmasi, agir yan etkilere neden olabilir. Kanser asilarinin etkisizligi, agir yan
etkilere yol agmadan giliglii, timdre o6zgii immiin tepkiler indiikleme teknolojisinin
eksiklifinden kaynaklanir. Ambrx, T hiicre ve B hiicre tepkileri dahil olmak iizere, kansere
Ozgil giigli immiin tepkilere yol agabilen nanoyapilar olusturma teknolojisini saglar ve
bunu gerceklestirerek, hem terapstik hem koruyucu agidan avantajli imkanlarla yeni bir

alan agar.

Tam organizma as1 platformu, enfeksiydz hastalik alaninda sayisiz uygulama alani
bulabilir. Kiiltiirlenebilen ve mutasyon gergeklestirebilen bir genoma sahip olan viriis,

bakteri, hatta parazit, iyl adaylardir. Mevcut bulusun asilarn, ast gelistirme alaninda risk
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yonetimini ileriye goétiirecektir ve bu asilar, hem kimyasal hem genetik agidan daha iyi

tamimlanmistir ve daha 6nce goriilmemis etkinlikler saglar.

Genetik kodu genisletmek icin, ortogonal tRNA'larin bilesimleri ve liretim usulleri
saglanmaktadir. Aminoacil-tRNA sentetazlar, aciklandigr gibi tRNA'lari, dogal olmayan
sekilde kodlanms bir amino asitle aminoaciller. Bu translasyonel bilesenler, tRNA
tarafindan taninan bir selektdr kodona tepki olarak, secilmis bir amino asidi, biiyiiyen bir
polipeptit zincirinde (niikleik asit translasyonu sirasinda) spesifik bir konuma dahil etmek

icin kullanilabilir.

Bir hiicrede, belirtilen bir konumda se¢ilmis bir amino asitle bir protein {iretme usulleri de
agiklanmaktacdir, Ornegin bir usul, bir hiicrenin uygun bir ortamda biiyiitiilmesini (burada
hiicre, en az bir adet selektdr kodon igeren ve bir proteini kodlayan bir niikleik asit igerir),
ve se¢ilmis amino asidin saglanmasini igerir. Bu hiicre ayrica, hiicrenin iginde fonksiyon
gerceklestiren ve selektor kodonu tamiyan bir ortogonal tRNA (O-tRNA); ve tercih edilen
sekilde O-tRNA'y1 secilmis amino asitle aminoagcilleyen bir ortogonal aminoagil-tRNA
sentetaz (O-RS) igerir. Tipik olarak O-tRNA, aym tiirden bir sentetaz mevcudiyetinde

baskilama aktivitesi icerir. Bu usulle iiretilen bir protein de aciklanmaktadir.
CIZIMLERE YONELIK OZET ACIKLAMALAR

Sekil 1 - TWC kokii mutasyon bélgeleriyle birlikte J17 tRNA'nin yonca yapragi yapisi

gosterilmektedir.

Sekil 2 - J17 veya J17 mutantlan (F12, F13, F14) kullanilarak, insan biiyiime hormonunda
bir amber mutasyonu gosterilmektedir. Her numune i¢in toplam hiicre ligazi SDS PAGE

ile analiz edilmistir.,

Sekil 3 - F13 kullamlarak farkh hiicre tiirlerinde, insan bilyiime hormonunda bir amber

mutasyonunun baskilanmasi gdsterilmektedir.

Sekil 4 - Ambrx Baskilama Sistemi igeren pVKI10-camR vektdriintin bir diyagrami

gdsterilmektedir.

Sekil 5 - Lambda Red bilesenleri (bet, gam, ekzontlikleaz) iceren pKD46 vektdriiniin bir

diyagrann gdosterilmektedir.

Sekil 6 - Ormek S'te kullanilan &rtiisen primerlerin ve usullerin bir semas1 gdsterilmektedir.
Primerler, oklar ve sayisal tanmimlayici ile belirtilmektedir ve érnegin Y31 ve N51 klonlar

igin primer 1'ler sirasiyla DIZI ID NO: 18 ve 26 olacaktir; Y31 ve N51 klonlari igin primer
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2'ler swrastyla DiZI ID NO: 19 ve 27 olacaktir; Y31 ve N51 klonlan icin primer 3'ler
strastyla DIZI ID NO: 20 ve 28 olacaktir; Y31 ve N51 klonlan icin primer 4'ler sirasiyla
DIZI ID NO: 21 ve 29 olacaktir; Y31 ve N51 klonlar icin primer 5'er sirasiyla DIZI ID
NO: 22 ve 30 olacaktir; Y31 ve N51 klonlar icin primer 6'lar sirasiyla DIZ[ ID NO: 23 ve
31 olacaktir; Y31 ve N5I klonlart i¢in primer 7'ler sirasiyla DIZI ID NO: 24 ve 32
olacaktir; Y31 ve N51 klonlart igin primer 8'ler sirastyla DIZI ID NO: 25 ve 33 olacaktir.
PCR iiriinleri bir harfle belirtilmektedir. Amber bdlge igeren metiyonin amino peptidaz,
amber mutasyon (A ve B} lzerinde drtiismeli PCR ile olusturuldu ve bdylece bir tam
organizma olarak, £. cofi i¢in kosullu olarak §liimciil olmas: saglandi. Mutant metiyonin
amino peptidaz daha sonra bir tam gene (C) kaynastinld: ve akis asag1 ydnde seg¢im igin bir
secilebilir isaret (D) ve mutant metiyonin amino peptidazin kismi bir parcasiyla (E)

birlestirildi.

Sekil 7 - Yapay amino asit bagimliliginin taranmasi ig¢in bir sema gosterilmektedir.
Gosterilen ii¢ asama: 1) plakalarin islenmesiyle, KanR, AmpR pozitif transformantlar gibi
transformantlar se¢me; 2) hayatta kalanlan KanR, AmpR, + dogal olmayan amino asit
iginde kiltlirleme; ve 3) ayrn ayri kolonileri, dogal olmayan amino asit iceren ve igermeyen
plakalarda biiylitme ve dogal olmayan amino asit mevcudiyetinde biiyliyen ve dogal

olmayan amino asit olmadan kiiltiirlendiginde 6len kolonileri segme.

Sekil 8 - Y31'de metiyonin amino peptidaz geninde bir amber mutasyonu i¢in taranmakta
olan, her biri LB agar ile ve 50 pg/mL Ampisilin ve 50 ng/mL Kanamisin igeren ortamla
kapl iki E. coli hiicre kiiltiirii plakast gdsterilmekte olup, soldaki plaka ayrica 2 mM para-
asetilfenilalanin igerirken, sagdaki plaka igermez. A12, C5 ve E3, kimyasal olarak

diizenlenmis replikasyona bagimhi E. coli'nin édmekleridir.

Sekil 9 - N51'te metiyonin amino peptidaz geninde bir amber mutasyonu igin taranmakta
olan, her biri LB agar ile ve 50 ug/mL Ampisilin ve 50 ug/mL Kanamisin igeren ortamla
kapli iki E. coli hiicre kiiltiirQi plakasi gosterilmekte olup, soldaki plaka ayrica 2 mM para-
asetilfenilalanin igerirken, sagdaki plaka icermez. Al12, C5 ve E3, kimyasal olarak

diizenlenmig replikasyona bagimh £. coli'nin 6rnekleridir.

Sekil 10A ve 10B - Permisif ve permisif olmayan ortamlarda biiylime gdsterilmektedir.
Gecelik kiiltiirler, her panelin sag lst kosesinde gdsterilen optimum diliisyon oranlarinda
glilkoz (baklava bigimleri) veya arabinoz (daireler) ortaminda inokiile edildi. OD60O0,
37°C'de sallamali bir Spectramax plaka okuyucuda 96 hazneli bir plakada, numunelerin
mikroskopi i¢in periyodik olarak almmasi ve arabinoz plakalarina yerlestirilmesi voluyla
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izlendi. Sag eksende verilen yasama kabiliveti degisimi (liggenler), OD600 ile bdlme
yoluyla normallestirilen CFU konsantrasyonu kullamilarak hesaplandi. Bu deger, her
zaman noktasi i¢cin T = 0'daki degere bollinmiis olup, o degerin logu burada sunulmaktadir.
Doymus inokiiliimden &l¢iilen ve diliisyon icin diizeltilen T = 0'daki her OD birimi i¢in
milimetre basina CFU sayilan asagidaka gibiydi: WT, 4.6 x 10%; fir mutants, 3.2 x 10%;
gcpE mutantt, 3.4 x 109; IpxC mutant1, 2.2 x 109; map mutanti, 2.9 x 109; murA mutanti,
8.7 x 10% ppa mutant, 1.5 x 10°; rpsd4 mutanti, 1.2 x 10°. Bozulan Kkiiltiirlerin
dinamiklerini en iyi sekilde gostermek icin, OD, logaritmik degil lineer bir dlgekte
gosterilir, ve sag eksenin 6lgedi, edilim ¢izgilerinin ¢akigmasim dnlemek iizere, 1pxC ve
map i¢in farkhidir. murd Olglimiiniin son iki zaman noktasi i¢in higbir koloni
biiyiitiilmemistir. Herring ve Blattner JOURNAL OF BACTERIOLOGY, 2004, sf. 2673-
2681'den.

Sekil 11 - Reversiyon oranlarinin karakterizasyonunun bir semasi gosterilmekte olup,
burada genetik olarak modifiye edilmis, dogal olmayan amino asit replikasyonuna bagimli
hiicreler, ortam + dogal olmayan aminec asit icinde 1.0 optik yogunluga kadar biiyiitiiliir;
daha sonra bu hiicreler, koloni olusturucu birimleri hesaplamak i¢in ilave dogal olmayan
amino asit igeren ortamda seri diliisyonlarda plakalara yerlestirilir ve revertantlarin
saptanmasi i¢in, geri kalan hiicreler, dogal olmayan amino asit mevcut olmaksizin

kiltirlenir.

Sekil 12 - Bir mutajenez stratejisinin semasi gosterilmektedir. Ortiisme uzatma PCR'si ile,
WT sablonu genomik DNA'dan lineer bir DNA fragmam dretilir. Primerlerin pozisyonlar
tek tarafli oklarla belirtilmektedir, PCR filizyon firiiniiniin hiicrelere elektroporasyonu
yapilir ve ¢ift rekombinasyon olaymdan kaynaklanan entegrasyonlar se¢ilir, Takipgi amber
stop kodonu tasiyan bir klonun tanimlanmasindan sonra, [-Scel geni indlklenerek, Camr'yi
kodlayan genin giderilmesi saglanir. Kopyalanmis kisa bir rejyon iginde rekombinasyon,

aksi halde 1z i¢ermeyecek bir amber mutantin olusmasina yol agar.
Sekil 13 - Takip¢i mutajenezde kullanilan plazmitler gdsterilmektedir.

Sekil 14 - £. coli'de bir kosullu 6liimeil mutant olusturulmas: i¢in, iistten baslayarak, 1) bir
kosullu mutant sablonu olusturma; 2} lambda RED rekombinant, amber baskilama
kompetan susuna déniistirme; ve 3} lambda RED rekombinasyonu, asamalarini igeren bir

sema gosterilmektedir.
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Sekil 15 - E. coli'de bir kosullu dliimciil mutantin karakterize edilmesi igin, tistten
baglayarak, 1) basanyla ddniistiiriilmils bir organizmanm bagiml olacag dogal olmayan
amino asidin mevcut oldugu ve mevcut olmadigi durumda, bliviimeyi karakterize etme; 2)
mutasyonu bakterisidal veya bakteriyostatik olarak karakterize etme, ve 3) revertant

sikligini karakterize etme, asamalarini igeren bir sema gosterilmektedir
Sekil 16 - MAP kalint1 segimlerinin yapisal bir gériiniimi gosterilmektedir.
Sekil 17 - MAP kalint1 secimlerinin yapisal bir gériinimi gésterilmektedir.
TANIMLAR

Burada ve ekteki istemlerde kullamldig gibi, i¢erigin agikca baska tiirlii gerektirdigi yverler
diginda, tekil bigimler ¢ogul kargiliklarini da igerir. Dolayisiyla, "bir hiicre"ye yapilan atif,
iki veya daha ¢ok hiicrenin bir kombinasyonunu igerir ve bunlarn, teknikte normal
deneyim sahibi kisilerce bilinen esdegerlerini ve benzerlerini de kapsar. "Bakteriler"e

yapilan atif, bakteri karisimlarini ve benzerlerini de kapsar.

Burada ve asagida, tarifnamenin geri kalaninda basgka tlirlii tamimlanmadikga, burada
kullanilan tiim teknik ve bilimsel terimler, bulusun ilgili oldugu alanda normal deneyim

sahibi kisilerce yaygin olarak anlasilan anlamlan tagir.

Proteinler ve/veya protein dizileri, dogal veya yapay olarak, ortak bir atasal protein veya
protein dizisinden tiiretildiklerinde, "homolog"dur. Benzer sekilde, niikleik asitler ve/veya
niikleik asit dizileri, dogal veya yapay olarak, ortak bir atasal niikleik asit veya niikleik asit
dizisinden tiiretildiklerinde, homologdur. Ornegin, dogal olarak meydana gelen herhangi
bir niikleik asit, mevecut herhangi bir mutajenez usuliiyle, bir veya daha ¢ok selektor kodon
icerecek sekilde modifiye edilebilir, Bu mutajenize olmus niikleik asit, eksprese
edildiginde, bir veya daha c¢ok secilmis amino asit, dmegin dogadist amino asit iceren bir
polipeptiti kodlar. Mutasyon islemi, elbette, ilave olarak bir veva daha ¢ok standart kodonu
degistirebilir ve boylece ortaya ¢ikan mutant proteinde de bir veya daha gok standart amino
asidi degistirebilir. Bir veya daha ¢ok standart amino asit, dogadis1 bir amino asit veya
dogal bir amino asit haline getirilebilir. Homoloji, genelde iki veya daha ¢ok niikleik asit
veya protein (veya bunlarn dizileri) arasindaki dizi benzerliginden g¢ikarilir. Dizilerin
arasindaki, homoloji kurulmasinda yararli olan kesin benzerlik yiizdesi, s6z konusu niikleik
aside ve proteine gore degisir, ancak dizi benzerliginin %25 kadar kii¢iikk bir kismu,
homoloji kurmak i¢in rutin olarak kullamlir. Homoloji kurmak i¢in, ornegin %30, %35,

%40, %45, %50, %55, %60, %065, %70, %75, %80, %8S, %90, %91, %92, %93, %94,
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%95, %96, %97, %98 veya %99 veya daha yiiksek seviyelerde dizi benzerligi de
kullanilabilir, Dizi benzerligi  ylzdelerini  belirleme  usulleri  (Grmegin, varsayilan
parametrelerin kullanildigt BLASTP ve BLASTN) burada agiklanmaktadir ve genel olarak

kullanilabilir.

Burada kullanildigi sekilde "ortogonal" terimi, ilgilenilen bir sistem (Ornegin, bir
translasyonel sistem, Ornegin bir hiicre) tarafindan daha az verimlilikle kullanilan bir
molekiilii (drnegin, bir ortogonal tRNA (O-tRNA) ve/veya bir ortogonal aminoagil tRNA
sentetaz1 (O-RS)) ifade eder. Ortogonal, bir ortogonal tRNA ve/veya ortogonal RS'nin,
ilgilenilen translasyon sisteminde fonksiyon gerceklestirme kabiliyetinin olmamasini veya
verimliligin azalmasim (6rnegin, %20'den az verimli, %10'dan az verimli, %5'ten az
verimli, veya %l'den az verimli) ifade eder. Ornegin, ilgilenilen bir translasyon
sistemindeki bir ortogonal tRNA, bir endojen RS tarafindan bir endojen tRNA'nin
aminoagilasyonuyla karsilastirildiginda, ilgilenilen bir translasyon sisteminin herhangi bir
endojen RS'si tarafindan daha az, hatta sifir verimlilikle aminoagillenir. Bir bagka ornekte,
bir ortogonal RS, endojen tRNA'min bir endojen RS tarafindan aminoacilasyonuyla
karsilastirildiginda, ilgilenilen translasyon sistemindeki herhangi bir endojen tRNA'y1 daha
az, hatta sifir verimlilikle aminoagiller. Ikinci bir ortogonal molekiil, birinci ortogenal
molekiille birlikte islev géren hiicrenin igine katilabilir. Ornegin, bir ortogonal tRNA/RS
¢ifti, hiicrenin icinde, miutekabil bir tRNA/RS endojen ¢iftine gore verimli bir sekilde
(0rnegin, yaklagik %50 verimlilik, yaklagik %60 verimlilik, yaklasik %70 verimlilik,
yaklagik %75 verimlilik, yaklasik %80 verimlilik, yaklagik %85 verimlilik, yaklasik %90
verimlilik, yaklasik %95 verimlilik veva yaklasik %99 veya daha yiiksek verimlilik)
birlikte islev goren, cklenmis tamamlayici bilesenler icerir. "Ortogonalitede gelisme", bir
baslangi¢ malzemesine veya dogal olarak meydana gelen bir tRNA veya RS've kiyasla

artan ortogonaliteyi ifade eder.

"Ayni tirden" tertmi, birlikte islev géren bilesenleri, drnegin bir tRNA ve bir aminoagil-

tRNA sentetaz ifade eder. Bu bilesenler, tamamlayici olarak da ifade edilebilir.

"Tercihen aminoagiller” terimi, dogal olarak meydana gelen bir tRNA'y1, veya O-tRNA'y1
olusturmak i¢in kullamlan bir baslangic malzemesini aminoagilleyen O-RS ile
kargilastinlldiginda, bir O-RS'nin, secilmis bir amino asitle, érnegin dogadist bir amino
asitle bir O-tRNA'yr aminoagilledigi bir verimliligi itade eder (Ornegin yaklasik %70
verimli, yaklasik %75 verimli, yaklasik %80 verimli, yaklagik %85 verimli, yaklagik %90

verimli, yaklasik %95 verimli veya yaklasik %99 veya daha fazla verimli). Dogadis1 amino
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asit, daha sonra, yiiksek dogrulukla biiyiiyen bir polipeptit zincirine, drnegin, belirtilen bir
selektor kodon igin yaklagik %70'ten fazla verimlilikle, belirtilen bir selektor kodon igin
yaklasik %75'ten fazla verimlilikle, belirtilen bir selektdr kodon i¢cin yaklasik %80'den
tazla verimlilikle, belirtilen bir selektér kodon i¢in yaklasik %85'ten fazla verimlilikle,
belirtilen bir selektdr kodon i¢in yaklasik %90'dan fazla verimlilikle, belirtilen bir selektér
kodon igin yaklagik %95'ten fazla verimlilikle, veya belirtilen bir selektér kodon igin

yaklagik %99'dan fazla verimlilikle dahil edilir.

Bir "profilaktik tedavi", bir hastalik, patoloji veya tibbi rahatsizligin belirtilerini veya
semptomlarini gostermeyen, ya da bir hastalik, patoloji veya rahatsizhifin sadece erken
belirtilerini veya semptomlarim gosteren bir denege uygulanan bir tedavidir; bu durumda
tedavi, hastalik, patoloji veya tibbi rahatsizligin gelisme riskini hafifletme, onleme veya
azaltma amaciyla uygulanir. Profilaktik bir tedavi, bir hastalik veya rahatsizlida kars
koruyucu bir tedavi olarak islev goriir. Bir "profilaktik aktivite", bir patoloji, hastalik veya
rahatsizligin belirtilerini veya semptomlarimi géstermeyen (veya sadece bunlarin erken
belirtilerini veya semptomlarnim gésteren) bir denege verildiginde, denegin, patoloji,
hastalik veya rahatsizlig1 gelistirme riskini hafifleten, dénleyen veya azaltan dogadisi bir
immiinojen ve/veya antikor veya bunlarn bilesimi gibi bir maddenin bir aktivitesidir.
"Profilaktik agidan yararli" bir madde veya bilesik (drnegin, bu maddenin dogadisi bir
immiinojeni ve/veya antikoru), patoloji, hastalik veya rahatsizligi hafifletme, onleme,

tedavi etme veya gelisimini azaltmada yararli maddeyi veya bilesigi ifade eder.

Tedaviler, asilar ve/veya profilaktik tedaviler, bunlara ihtiyact olan bir hastaya
uygulanabilir. Tedaviler, asilar ve/veya profilaktik tedaviler ayrica, drmegin sigir, domuz,
keci, koyun, tavuk gibi evcil ¢iftlik hayvanlan ve/veya yaygin ¢iftlik hayvanlan ve kedi,
képek, papagan, muhabbet kusu ve benzerleri gibi genel ev hayvanlart dahil, ancak

bunlarla sinirli olmamak iizere, ¢esitli hayvanlara da uygulanabilir.

"Selektdr kodon" terimi, translasyon isleminde O-tRNA tarafindan taninan ve bir endojen
tRNA tarafindan taninmayan kodonlari ifade eder. O-tRNA antikodon ilmegi, mRNA'daki
selektdr kodonu tamir ve onun amino asidini, drnegin, dogadisi bir amino asit gibi secilmis
bir amino asidini, bu bdlgede polipeptite dahil eder. Selektdr kodonlar, 6rnegin, amber,
okra ve opal kodonlar dahil, ancak bunlarla sinirh olmamak tzere, stop kodonlan gibi
nonsens kodonlar; dort veya daha ¢ok bazl kodon; nadir kodonlar; dogal veya dogadis
baz ciftlerinden tiiretilmis kodonlar ve/veya benzerlerini igerebilir. Belirtilen bir sistem

icin, bir selektor kodon ayrica, dogal {i¢c bazli kodondan birini igerebilmekte olup, burada
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endojen sistem, s6z konusu dogal ti¢ bazlh kodonu kullanmaz (veya seyrek olarak kullanir).
Omegin bu, dogal {i¢ bazlh kodonu tantyan bir tRNA'n eksik oldugu bir sistemi ve/veya

dogal li¢ bazli kodonun bir nadir kodon oldugu bir sistemi igerir.

Bir baskilayict tRNA, oOrnegin, bir selektér kodona tepki olarak bir amino asidin bir
polipeptit zincirine dahil edilmesi i¢cin bir mekanizma saglama yoluyla, belirli bir
translasyon sisteminde bir haberci RNA'nin {mRNA) okunmasini degistiren bir tRNA'd1r.
Ornegin, bir baskilayici tRNA: bir stop kodonu, dért bazl bir kodon veya bir nadir kodon

iceren, ancak bunlarla sinirli olmayan bir kodon vasitasiyla okuyabilir.

"Baskilama aktivitesi" terimi, bir tRNA'nin, érmegin bir baskilayict tRNA'min, bir selektor
kodon vasitasiyla okuma kabiliyetini ifade eder. Aktivite, bir kontrole (6rnegin, ayni tiirden

bir sentetaz1 eksik olan) kiyasla gdzlenen aktivitenin bir ylizdesi olarak ifade edilebilir.

"Translasyon sistemi" terimi, dogal olarak meydana gelen bir amino asidi, biiyliyen bir
polipeptit zincirine (protein) dahil etmek icin gereken bilesenleri ifade eder. Bir
translasyon sisteminin bilesenleri, 6rnedin ribozomlari, tRNA'lari, sentetazlari, mRNA ve
benzerlerini icerebilir. Mevcut agiklamanmin bilesenleri, bir in vitro veya in vive translasyon
sistemine ilave edilebilir. Translasyon sistemlerinin 6rnekleri, ékaryotik olmayan bir hiicre,
Ornegin bir bakteri (E. coli gibi), bir dkaryotik hiicre, érnegin bir maya hiicresi, bir memeli
hiicresi, bir bitki hiicresi, bir yosun hiicresi, bir mantar hiicresi, bir bdécek hicresi, bir
hiicresiz translasyon sistemi, érnegin bir hiicre lizati ve/veya benzerlerini igerir, ancak

bunlarla sinirh degildir.

Translasyon sistemleri hiicresel veya hiicresiz olabilir, ve prokaryotik veya okaryotik
olabilir. Hiicresel translasyon sistemleri, arzu edilen niikleik asit dizisinin mRNA'ya
kopyalanabildigi ve mRNA'min translasyona ugratilabildigi gecirgen hale getirilmis
hiicreler veya hiicre kiltiirleri gibi tam hiicre terkiplerini igerir, ancak bunlarla sinirl
degildir. Hiicresiz translasyon sistemleri ticari olarak temin edilebilir ve birgok farklr tiir ve
sistem iy1 bilinmektedir. Hiicresiz sistemlerin drnekleri, Escherichia coli lizatlan gibi
prokaryotik lizatlar1 ve bugday tohumu ekstraktlari, bdcek hiicresi lizatlari, tavsan
retikiilosit lizatlari, tavsan oosit lizatlar ve insan hiicresi lizatlar gibi 6karyotik lizatlan
icerir, ancak bunlarla simirh degildir. Ortaya ¢ikan protein glikosilatlanmis, fosforillenmis
veya baska tiirli modifiye edilmis oldugunda okaryotik ekstraktlar veya lizatlar tercih
edilebilir ¢tinkii bu tip bir¢ok modifikasyon, sadece dkaryotik sistemlerde miimkiindiir. Bu
ekstraktlardan ve lizatlardan bazilan ticari olarak temin edilebilir (Promega; Madison,
Wis.; Stratagene; La Jolla, Calif.; Amersham; Arlington Heights, Ill.; GIBCO/BRL; Grand
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Island, N.Y.). Salgilayici proteinlerin translasyonu ig¢in yararli olan, mikrozomal
membranlar igeren kdpek pankreatik ckstraktlan gibi membrandz ekstraktlar da temin

edilebilir.

Sulandirilmis  translasyon  sistemleri  de  kullanilabilir.  Saflastinilmis  translasyon
faktérlerinin karisimlarinin yani sira, lizatlarin kombinasyonlar1 veya baslatma faktéri-1
(IF-1), IF-2, IF-3 (o veya B), uzama faktérii T (EF-Tu) veya terminasyon faktorleri gibi
saflastinlmig translasyon faktorleriyle desteklenen lizatlar da mRNA'y1 proteine ¢evirmek
icin bagariyla kullanilmigtir. Hiicresiz sistemler ayrica, sisteme DNA'nin dahil edildigi,
mRNA'va kopyalandizt ve mRNAnin Current Protocols in Molecular Biology'de (F. M.
Ausubel ve digerleri, editdrler, Wiley Interscience, 1993) agiklandigi gibi translasyona
ugratildign  birlestirilmis  kopyalama/translasyon sistemleri de olabilir. Okaryotik
kopyalama sisteminde kopyalanmis RNA, heteroniikleer RNA (hnRNA) veya 5' ug
kapaklar1 (7-metil guanosin) ve 3' ucu poli A kuyruklu olgun mRNA formunda olabilir; bu,
belirli translasyon sistemlerinde bir avantaj olabilir. Omegin, kapatilmis mRNA'lar,

retikiilosit lizat sisteminde yiiksek verimlilikle translasyona ugratilabilir.

"Secilmis amino asit" terimi, herhangi bir arzu edilen, dogal olarak meydana gelen amino
asidi veya dogadis1 amino asidi ifade eder. Burada kullanildig: sekilde "dogadisi amino
asit" veya "dogal olmayan bir sekilde kodlanmis amino asit" terimi, dogal olarak meydana
gelen 20 genel amino asit ya da selenosistein veya pirolizinden biri olmayan herhangi bir
amino asidi, modifiye edilmis amino asidi ve/veya amino asit analogunu ifade eder. "Dogal
olmayan bir sekilde kodlanmig amino asit" ve "dogadist amino asit” ile esanlamh olarak
kullamlabilen diger terimler, "dogal olmayan amino asit”", "dogal olmayan bir sekilde
meydana gelen amino asit" ve bunlarn ¢esitli tireli ve tiresiz versiyonlaridhr. "Dogal
olmayan bir sekilde kodlanmis amino asit" terimi ayrica, dogal olarak kodlanmis bir amino
asidin (sinirlayict olmamak tlizere, 20 genel amino asit ya da pirolizin ve selenosistein
dahil) modifikasyonu (6rnegin, posttranslasyonel modifikasyonlar) yoluyla meydana gelen,
ancak kendileri, translasyon kompleksi tarafindan biiyiiyen bir polipeptit zincirine dogal
olarak dahil edilmeyen amino asitleri de igerir, ancak bunlarla sinirli degildir. Bu tip dogal
olmayan yolla meydana gelen amino asitlerin 6érnekleri, N-asetilgliikozaminil-L-serin, N-

asetilgliikozaminil-L-treonin ve O-fosfotirosini igerir, ancak bunlarla sinirh degildir.

Dogal Olmayan Amino Asit: Burada kullamldig1 sekilde, dogal olmayan bir amino asit

veya dogadist bir amino asit, selenosistein ve/veya piroliz ile asagidaki yirmi kanonik,

genetik olarak kodlanmis alfa-amino asit disindaki herhangi bir amino asit, modifiye
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edilmis amino asit veya amino asit analogunu ifade eder: alanin, arjinin, asparajin, aspartik
asit, sistein, gliitamin, glitamik asit, glisin, histidin, izoldsin, Idsin, lizin, metiyonin,
fenilalanin, prolin, serin, treonin, triptofan, tirosin, valin. Bulusun ¢esitli diizenlemelerinde,
dogadisi immiinojene dahil edilen bir veya daha ¢ok dogadisi amino asit, herhangi bir
dogadisi amino asit olabilir. Bu nedenle, burada belirli dogadisi amino asitlerden sdz
edilmesinin, bulusu simirlayict bigimde anlasilmasini gerektirmedigi kabul edilecektir. Cok
¢esitli dogadisi amino asit, in vivo olarak, 6rnegin ortogonal elemanlar igeren translasyon
sistemi kullamlarak kodlanmalart yoluyla proteinlere dahil edilmistir. Bir gdzden gec¢irme
i¢in, bakimz drnefin Liu ve digerleri (2007) "Genetic incorporation of unnatural amino
acids into proteins in mammalian cells" Nat Methods 4:239-244; Wang ve digerleri (2006)
"Expanding the genetic code"” Annu Rev Biophys Biomol Struct 35:225-249; Xie ve
Schultz (2006) "A chemical toolkit for proteins-an expanded genetic code" Nat Rev Mol
Cell Biol 7:775-782; Wang ve Schultz "Expanding the Genetic Code," Angewandte
Chemie Int. Ed, 44(1):34-66 (2005) ve Chin ve digerleri {2003) "An expanded eukaryotic
genetic code” Science 301:964-967.

Mevcut bulusun bazi diizenlemelerinde, dogal olarak meydana gelen 20 genel amino asit
ya da dogal olarak meydana gelen nadir amino asitlerden, 6rnegin selenosistein veya
pirolizinden biri olmayan, dogal olmayan amino asitlerin kullanmilmasi arzu edilebilir.
Omegin, dogal olmayan amino asitler, p-nitrofenilalanin, p-siilfotirosin ve p-
karboksifenilalanin, buradaki c¢esitli diizenlemelerde kullanim alami bulmaktadir, Bazi
diizenlemelerde, dogal olmayan amino asit asagidakileri igerir, ancak bunlarla smirh
degildir: p-nitrofenilalanin; bir o-nitrofenilalanin; bir m-nitrofenilalanin; bir p-boronil
fenilalanin; bir o-boronilfenilalanin; bir m-boronilfenilalanin; bir p-aminofenilalanin; bir o-
aminofenilalanin; bir m-aminofenilalanin; bir p-asilfenilalanin; bir o-asilfenilalanin; bir m-
asilfenilalanin; bir p-OMe fenilalanin; bir 0-OMe fenilalanin; bir m-OMe fenilalanin; bir p-
silfofenilalanin; bir o-siilfofemlalamin; bir m-silfofenilalanin; bir 5- nitro His; bir 3-nitro
Tyr; bir 2-nitro Tyr; bir nitro siibstitiientli Leu; bir nitro siibstitiientli His; bir nitro
stibstitlientli De; bir nitro siibstitiientli Trp; bir 2-nitro Trp; bir 4-nitro Trp; bir S-nitro Trp;
bir 6- nitro Trp; bir 7-nitro Trp; 3-aminotirosin, 2-aminotirosin, O-silfotirosin, 2-
siilfooksifenilalanin,  3-stilfooksioksifenilalanin ~ veya  p-karboksifenilalanin,  o-
karboksifenialanin ve m-karboksifenilalanin. Yine bu bulusun, belirli dogal olmayan

amino asitlerle sinirli olmadigi kabul edilecektir.

19



10

15

20

25

30

EP-17501

flave olarak mevcut bulusun cesitli diizenlemelerinde, dogadisi amino asitler, in vitro
olarak, 6rmegin bir baskilayict tRNA'nin, arzu edilen bir dogadisi amino asitle kimyasal
olarak acillendigi ve immiinojen biyosentezini destekleme kabiliyetine sahip bir in vitro
ekstrakta ilave edildigi biyosentetik usuller kullanilarak, immiinojenlere dahil edilebilir. Bu
tip in vitro sentetik usullerin bir aciklamasi i¢in bakiz, 6rnegin, V. W. Cornish, D.
Mendel ve P. G. Schultz, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1995, 34:621 (1995); CJ. Noren,
S.J. Anthony-Cahill, M.C. Griffith, P.G. Schultz, "A general method for site- specific
incorporation of unnatural amino acids into proteins,” Science 244 182-188 (1989); ve,
I.D. Bain, CG. Glabe, T.A. Dix, A.R, Chamberlin, E.S. Diala, "Biosynthetic site-specific
incorporation of a non-natural amino acid into a polypeptide,” J. Am. Chem. Soc. 111 8013-
3014 (1989). Dogadist amino asitler ayrica, mevcut sentetik peptit kimyalar1 (veya dogal
amino asitler, bu tip usullerle dogadist amino asitlere doniistiiriilebilir), ya da
posttransyonel islemlerle, dogal veya sentetik olarak iiretilmis proteinlere ilave edilebilir.
Bununla birlikte, yine bu tip posttranslasyonel ve kimyasal modifikasyonlarin, tipik olarak,
bir molekiiliin sentezi sirasinda bir veya daha ¢ok dogadis1 amino asidin dahil edilmesiyle
(6rnedin, ortogonal translasyon, kati faz sentezi vs. gibi dogrudan dahil etme) birlikte veya
buna ilave olarak yapildig: kabul edilecektir. Bu nedenle, amino asitlerin posttranslasyonel
eklenmesi veya kimyasal modifikasyonu, tipik olarak sadece, molekiiliin sentezi sirasinda
ilave edilmis dogadist amino asitlere dnceden sahip olan molekiiller iizerinde yapilir (veya
hig yapilmaz). Dogadisi amino asitlerin immiinojenlere ortogonal olmayan sekilde dahil

edilmesiyle ilgili ilave bilgiler asagida verilmektedir.

Burada kullamldigr sekilde "tiiretilen” terimi, belirtilen bir molekiil veya organizmadan

izole edilen veya ondan saglanan bilgiler kullanilarak yapilan bir bileseni ifade eder.

Bir "rekombinant konake¢i hiicre"” veya "konakei hiicre”, ekleme i¢in kullanilan usulden
(ornegin, dogrudan alim, transdiksiyon, f-eslestirme veya rekombinant konakg1 hiicreler
olusturmak ig¢in teknikte bilinen diger usuller) bagimsiz olarak, bir ekzojen poliniikleotit
iceren bir hiicreyi ifade eder. Ekzojen poliniikleotit, birlestirilmemis bir vektdr (6rnegin bir

plazmit) olarak korunabilir veya alternatif olarak konak¢i genomuna eklenebilir.

Burada kullamldigi sekilde "ortam" veya "ortamlar" terimi, bakteri konake¢i hiicreleri,
maya konakg¢i hiicreleri, bdcek konake¢r hiicreleri, bitki konaker hiicreleri, Skaryotik
konake hiicreler, memeli konakei hiicreleri, CHO hiicreleri, prokaryotik konake1 hiicreler,
E. coli, veya Pseudomonas konakgt hiicreleri, ve hiicre igerikleri dahil olmak {izere,

herhangi bir konakg1 hiicreyi destekleyebilen veya icerebilen herhangi bir kiiltiir ortamu,
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sollisyon, kati, yar1 kati veya sert destegi i¢erir. Bu nedenle, terim, iginde konakg1 hiicrenin
biiyiidiigii ortami, 6megin bir kiltiir veya tam organizma veya hiicrenin bilyiidiigii ortanm
kapsayabilir, ve ortam (bir ¢oZaltma asamasindan dnceki veya sonraki ortam dahil), eksik
replikasyonlu organizmalarin veya hiicrelerin bliyiimesini desteklemek icin dahil edilmis,
dogal olmayan bir amino aside sahip olabilir. Terim ayrica, antijenlerin hiicre i¢i olarak
uretildigi ve konakgi hiicrelerin, antijenleri veya rekombinant antijenleri agiga ¢ikarmak
icin parcalandifn veya bozuldugu durumda oldugu gibi, konake¢i1 hiicre lizatlart igeren

tamponlar1 veya reaktifleri kapsayabilir.

Burada protein yeniden katlanmasi agisindan kullamldigi sekilde "indirgeyici madde",
siilthidril gruplarmi indirgenmis halde muhafaza eden ve hiicre igi veya hiicreler arasi
disiilfiir baglarini indirgeyen herhangi bir bilesik veya malzeme olarak tanimlanmaktadir.
Uygun indirgeyici maddeler, ditiyotreitol (DTT), 2-merkaptoetanol, ditiyoeritritol, sistein,
sisteamin (2-aminoetantiyol) ve indirgenmis glutationu icerir, ancak bunlarla simirh
degildir. Cok cesitli indirgeyici maddenin, burada agiklanan bilesimlerde kullanilmaya

uygun oldugu, teknikte normal deneyim sahibi kisilerce kolayca gériilebilir.

Burada protein yeniden katlanmasi agisindan kullamldigr sekilde "oksitleyici madde”,
oksitlenmekte olan bir bilesikten bir elektron ¢ikarma kabiliyetine sahip herhangi bir
bilesik veya malzeme olarak tamimlanmaktadir. Uygun oksitleyici maddeler, oksitlenmis
glutation, sistin, sistamin, oksitlenmis ditiyotreitol, oksitlenmis eritritol ve oksijeni igertr,
ancak bunlarla sinich degildir. Cok cesitli oksitleyici maddenin, burada agiklanan usullerde

kullanilmaya uygun oldugu, teknikte normal deneyim sahibi kisilerce kolayca gorilebilir.

Burada kullamildign sekilde "yeniden katlama”, disiilfiir bag: igeren polipeptitleri, diizgiin
olmayan bir sekilde katlanmig veya katlanmamus bir halden, disilfiir baglanna gore dogal
veya diizgliin bir sekilde katlanmus bir konformasyona doniistiiren herhangi bir islem,

reaksiyon veya usulii agiklar.

Burada kullanildi@1 sekilde "birlikte katlama", spesifik olarak, birbiriyle etkilesime giren
en az iki polipeptiti kullanan ve katlanmamus veya diizgiin olmayan sekilde katlanmis
polipeptitlerin dogal, diizgiin katlannms polipeptitlere donilismesine yol acan yeniden

katlama iglemlerini, reaksiyonlarini veya usullerini ifade eder.

Bir "amino terminusu modifikasyon grubu”, bir polipeptitin amino terminusuna
baglanabilen herhangi bir molekiilii ifade eder. Benzer sekilde, bir "karboksi terminusu

modifikasyon grubu", bir polipeptitin karboksi terminusuna baglanabilen herhangi bir
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molekiilii ifade eder. Terminus modifikasyon gruplari, serum albiimin gibi gesitli suda
¢Oziiniir polimerleri, peptitleri veya proteinleri, veya peptitlerin serum yan émriinii arttiran

diger pargalari igerir, ancak bunlarla sinirlt degildir.

non non non "oon

"Fonksivonel grup", "aktif parca", "aktivasyon grubu", "ayrilma grubu", "reaktif bolge",
"kimyasal acidan reaktif grup" ve "kimyasal agidan reaktif parca” terimleri teknikte ve
burada, bir molekiiliin ayri, tanimlanabilir boliimlerini veya birimlerini ifade etmek icin
kullanilmaktadir. Terimler kimya alaninda bir dlciide esanlamhidir ve burada, molekiillerin,
baz1 fonksiyon ve aktiviteleri yerine getiren ve diger molekiillerle reaktif olan bélimlerini

belirtmek igin kullanilir,

"Baglanti" veya "baglayic1" terimi, burada, normalde bir kimyasal reaksiyonun sonucu
olarak olusan ve tipik olarak esdegerli baglantilar olan gruplar1 veya baglan ifade etmek
icin kullanilir. Hidrolitik agidan stabil baglantilar, baglantilarin su i¢inde esas itibariyle
stabil oldugu ve uzun bir siire boyunca, hatta belki sliresiz olarak, sinirlayict olmamak
tizere fizyolojik kosullar dahil olacak sekilde, yararli pH degerlerinde suyla reaksiyona
girmedigi anlamina gelmektedir. Hidrolitik agidan stabil olmayan veya c¢oziinebilir
baglantilar, baglantilarin su veya sulu soliisyonlarda (6rnegin kan dahil) ¢éziinebilir oldugu
anlamina gelir. Enzimatik agidan stabil olmayan veya ¢ozlnebilir baglantilar, baglantinin
bir veya daha ¢ok enzimle ¢dziindiiriilebildigi anlamina gelir. Teknikte anlasildig: sekilde,
PEG ve ilgili polimerler, polimer omurgasinda ya da polimer omurgast ile polimer
molekiiliiniin bir veya daha gok terminal fonksiyonel grubu arasindaki baglayic1 grubunda
¢bziinebilir baglantilar icerebilir. Ornegin, PEG karboksilik asitlerinin veya aktif hale
getirilmis PEG  karboksilik asitlerinin, biyolojik agidan aktif bir maddedeki alkol
gruplaryla reaksiyonu yoluyla olusan ester baglantilari, genellikle maddeyi aciga ¢ikarmak
izere fizyolojik kosullar altinda hidrolizlenir. Diger hidrolitik ag¢idan ¢oziinebilir
baglantilar, karbonat baglantilarint; bir amin ile bir aldehitin reaksiyonundan kaynaklanan
imin baglantilarini; bir alkol ile bir fosfat grubunun reaksiyonundan kaynaklanan fosfat
ester baglantilarini; bir hidrazit ile bir aldehitin reaksiyon {iriinii olan hidrazon
baglantilarini; bir aldehit ile bir alkoliin reaksiyon iiriinii olan asetal baglantilarini; bir
format ile bir alkoliin reaksiyon iirlinii olan ortoester baglantilarim; PEG gibi bir polimerin
bir ucundaki dahil, ancak onunla sinirh olmamak tizere, bir amin grubu, ve bir peptitin bir
karboksil grubu ile olusan peptit baglantilarini; ve bir polimerin bir ucundaki dahil, ancak
onunla sinirli olmamak tizere, bir fosforamidit grubu ve bir oligoniikleotitin bir 5' hidroksil

grubu ile olusan oligoniikleotit baglantilarini i¢erir, ancak bunlarla sinirlt degildir.
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Burada kullanildiginda "biyolojik agidan aktif molekiil”, "biyolojik agidan aktif parca”
veya "biyolojik agidan aktif madde" terimi, viriisler, bakteriler, bakteriyofaj, transpozon,
prion, bdcekler, mantarlar, bitkiler, hayvanlar ve insanlar dahil, ancak bunlarla sinirh
olmamak iizere, bir organizma ile ilgili bir biyolojik sistem, yol, molekiil veya etkilesimin
herhangi bir fiziksel veya biyokimyasal 6zelliklerini etkileyebilen herhangi bir madde
anlamina gelir. Ozel olarak, burada kullanildig1 sekilde biyolojik acidan aktif molekiiller,
insanlarda veya diger hayvanlarda hastalifin teshisi, iyilestirilmesi, hafifletilmesi, tedavisi
veya Onlenmesi ya da insanlarin veya hayvanlarin fiziksel veya ruhsal saghifinin baska
tiirlii iyilestirilmesi i¢in tasarlanmms herhangi bir maddeyi igerir, ancak bunlarla sinirh
degildir. Biyolojik agidan aktif molekiillerin drnekleri, peptitler, proteinler, enzimler,
kiigiik molekiilli ilaglar, asilar, immiinojenler, sert ilaglar, yumusak ilaglar,
karbonhidratlar, inorganik atomlar veya molekiiller, boyar maddeler, lipidler, niikleozitler,
radyoniiklidler, oligoniikleotitler, toksoidler, toksinler, prokaryotik ve Okaryotik hiicreler,
viriisler, polisakaritler, niikleik asitler ve bunlarin viriislerden, bakterilerden, boceklerden,
hayvanlardan ve herhangi bir baska hiicre veya hiicre tiirlinden elde edilmis veya tiiretilmis
boliimleri, lipozomlar, mikropartikiiller ve migelleri icerir, ancak bunlarla simirl degildir.
Bu bulusla kullanilmaya uygun biyolojik agidan aktif madde siniflari, ilaglar, 6n ilaglar,
radyoniiklidleri, gériintileme maddelerini, polimerleri, antibiyotikleri, fungisitleri, anti-
viral maddeleri, antienflamatuar maddeleri, anti-timér maddeleri, kardiyovaskiiler
maddeleri, anti-anksiyete maddeleri, hormonlan, bityiime faktorlerini, steroidal maddeleri,

mikrobiyal olarak tiiretilmis toksinleri ve benzerlerini igerir, ancak bunlarla sinirli degildir.

"Aril" terimi, baska tirli belirtilmedikge, birbirine kaynasmis veya esdegerli bir sekilde
baglanmis tek halkali veya birden ¢ok halkali (simirlayici olmamak lizere, 1 ila 3 halkah
dahil) olabilen ¢oklu doymamis, aromatik, hidrokarbon siibstitlient anlamina gelir.
"Heteroaril" terimi, N, O veya S arasindan se¢ilmis bir ila dort heteroatom igeren aril
gruplarini {(veya halkalarini) ifade etmekte olup, burada azot ve kiikiirt atomlari isteZe bagh
olarak oksitlenir ve azot atomu/atomlari istege bagli olarak kuaternize edilir. Bir heteroaril
grubu, bir heteroatom vasitasiyla molekiiliin geri kalanina baglanabilir. Aril ve heteroaril
gruplarinin sinirlayict olmayan ornekleri, fenil, 1-naftil, 2-naftil, 4-bifenil, 1-pirolil, 2-
pirolil, 3-pirolil, 3-pirazolil, 2-imidazolil, 4-imidazolil, pirazinil, 2-oksazolil, 4-oksazolil,
2-fenil-4-oksazolil, 5-oksazolil, 3-izoksazolil, 4-izoksazolil, 5-izoksazolil, 2-tiyazolil, 4-
tivazolil, 5-tivazolil, 2-fiiril, 3-fiiril, 2-tiyenil, 3-tiyenil, 2-piridil, 3-piridil, 4-piridil, 2-

pirimidil, 4-pirimidil, 5-benzotiyazolil, piirinil, 2-benzimidazolil, 5-indolil, 1-izokuinolil,
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5-1izokuinolil, 2-kuinoksalinil, 5-kuinoksalinil, 3-kuinolil ve 6-kuinolili igerir. Yukarida
belirtilen aril ve heteroaril halka sistemlerinin her biri igin siibstitliientler, asagida aciklanan

gecerli siibstitiientler grubundan segilir.

Kisalik acisindan, "aril" terimi, baska terimlerle (simirlayici olmamak iizere, ariloksi,
ariltiyoksi, arilalkil dahil} birlikte kullamldiginda, burada tanimlandigi gibi hem aril, hem
heteroaril halkalarini igerir. Bu nedenle, "arilalkil" teriminin, bir aril grubunun, i¢inde bir
karbon atomunun (smirlayict olmamak iizere, bir metilen grubu dahil) érmegin bir oksijen
atomuyla (siirlayict  olmamak  tzere, fenoksimetil, 2-piridiloksimetil, 3-(1-
naftiloksi)propil ve benzerleri dahil) degistirilmis oldugu alkil gruplan dahil olmak Uzere,
bir alkil grubuna (simirlayict olmamak {izere, benzil, fenetil, piridilmetil ve benzerleri

dahil) eklendigi radikalleri igermesi amaglanmigtir.

Yukandaki terimlerin her birinin (sinirlayict olmamak iizere, "alkil," "heteroalkil," "aril"
ve "hetercaril" dahil), belirtilen radikalin hem siibstitiie edilmis, hem de siibstitlie
edilmemis formlarini igermesi amaclanmaktadir. Her tip radikal i¢in 0rnek siibstitiientler

asagida verilmektedir.

Alkil ve heteroalkil radikalleri {(¢ogu zaman alkilen, alkenil, heteroalkilen, heteroalkenil,
alkinil, siklealkil, heterosiklealkil, sikloalkenil ve heterosikloalkenil olarak ifade edilen
gruplar dahil) icin siibstitiientler, asagidakilerin arasindan segilen ¢esitli gruplardan biri
olabilir, fakat bunlarla smurlt degildir: Sifir ile (2m'+1) arasindaki bir sayida -OR', =0,
=NR', =N-OR', -NR'R", -SR', -halojen, -SiR'R"R™, OC(O)R', -C(O)R', -CO2R,
-CONR'R", -OC(O)NR'R", -NR"C(O)R’, NR' C(O}NR"R™, -NR"C(O)2R', -NR-
C(NRR"R"™)=NR"", NR C(NR'R")=NR", -S(O)R',-S(0)2R', -S{O)2NR'R", NRSO2R/,
-CN ve -NO2, burada m', s6z konusu radikaldeki karbon atomlarnin toplam sayisidir. Her
bir R, R", R™ ve R"", bagimsiz olarak hidrojen, siibstitlie edilmis veya siibstitiie edilmemis
heteroalkil, siibstitiie edilmis veya siibstitlie edilmemis aril (sinirlayict olmamak tizere, 1-3
halojenle siibstitiie edilmis aril dahil), stibstitiie edilmis veya siibstitiie edilmemis alkil,
alkoksi veya tiyoalkoksi gruplar;, ya da arilalkil gruplarint ifade eder. Ornegin, bu
aciklamanin bir bilegigi birden ¢ok R grubu igerdiginde, R gruplarimin her biri, bu
gruplardan birden fazlast mevcut oldugunda her bir R, R", R"™ ve R"" grubunda oldugu
gibi bagimsiz olarak segilir. R' ve R" ayni azot atomuna baglandiginda, bunlar 5, 6 veya 7
liyeli bir halka olusturmak igin azot atomuyla birlestirilebilir. Ornegin, -NRR" 'nin,
sinirlayict olmamak tizere, 1-pirolidinil ve 4-morfolinili igermesi amaclanmaktadir.

Teknikte deneyimli kisiler, siibstitiientlerle ilgili yukandaki degerlendirmeden, "alkil"

24



10

15

20

25

30

EP-17501

teriminin, haloalkil (sinirlayict olmamak {izere, -CF; ve -CH,CF; dahil) ve agil {sinirlayici
olmamak fizere, -C(O)CHj;, -C(O)CF;, -C{(O)CH,OCH; ve benzerleri dahil) gibi, hidrojen
gruplann disindaki gruplara bagh karbon atomlarini kapsayan gruplan igerdigi anlamina

geldigini anlayacaktir.

Alkil radikali i¢in agiklanan siibstitiientlere benzer sekilde, aril ve heteroaril gruplar igin
siibstitiientler de ¢esitlidir ve smirlayici olmamak lzere, agagidakilerin arasindan secilir:
sifir ile aromatik halka sistemindeki toplam acgik degerlik sayis1 arasinda degisen bir sayida
olmak iizere, halojen, OR', =0, =NR'| =N-OR', -NR'R", -SR', -halojen, -SiR'R"R",
OC(O)R', -C(O)R', CO2R',-CONRR", -OC(O)NR'R", -NR"C(O)R', NR' C(O)NR"R"',
-NR"C(0)2R', NR-C(NR'R"R™)=NR"", NR C(NR'R")=NR™, -S{(O)R', -S(O)2R',
-S(O)2NR'R", NRSO2R', -CN ve -NO2, -R', -N3, -CH(Ph)2, floro(C1-C4)alkoksi, ve
floro(C1-C4jalkil; ve burada R', R", R" ve R"" bagimsiz olarak hidrojen, alkil, heteroalkil,
aril ve heteroaril arasindan segilir. Ornegin, bu agiklamanin bir bilesigi birden ¢ok R grubu
icerdiginde, R gruplarinin her biri, bu gruplardan birden fazlasi mevcut oldugunda her bir

R',R", R"™ ve R"" grubunda oldugu gibi bagimsiz olarak secilir.

"Niikleik asit" terimi, deoksiriboniikleotitleri, deoksiriboniikleozitleri, riboniikleozitleri
veya riboniikleotitleri ve bunlarn, tek veya ¢ift zincirli formdaki polimerlerini ifade eder.
Spesifik olarak sinirlandirilmadikga, bu terim, referans niikleik asitle benzer baglanma
ozelliklerine sahip olan ve dogal olarak meydana gelen niikleotitlerle benzer bir sekilde
metabolize olan, dogal niikleotitlerin bilinen analoglarini igeren niikleik asitleri kapsar.
Spesifik olarak bagka tiirlii simrlandinlmadikga, bu terim ayrica, antisens teknolojisinde
(fosforotiyoatlar, fosforoamidatlar ve benzerleri) kullanilan DNA'min analoglari olan PNA
(peptidoniikleik asit) iceren oligoniikleotit analoglarim ifade eder. Baska tiirlii
belirtilmedikce, belirli bir niikleik asit dizisi ayrica, agik¢a belirtilen dizinin yani sira,
konservatif olarak modifiye edilmis varyantlart (sinirlayict olmamak tizere, dejenere kodon
siibstitiisyonlar1 dahil) ve tamamlayict dizileri de ima yoluyla kapsar. Spesifik olarak,
dejenere kodon siibstitiisyonlari, secilen bir veya daha ¢ok kodonun (veya tiim kodonlarin)
liciincii pozisyonunun karma bazli kalintilar ve/veya deoksiinozin kalintilariyla siibstitiie
edildigi dizilerin olusturulmas: yoluyla gerceklestirilebilir (Batzer ve digerleri, Nucleic
Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka ve digerleri, J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985);
Rossolini ve digerleri, Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)).

Siibstitlient gruplarinin, soldan saga dogru yazilan geleneksel kimyasal formiilleriyle

belirtildigi yerlerde, bunlar, yapinin sagdan sola dogru yazilmasindan kaynaklanan
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kimyasal agidan &zdes siibstitiientleri esit bigimde kapsamaktadir (6rmegin CH20 yapisi, -
OCH2 yapisina esdegerdir).

"Siibstitiientler" terimi, "engelleyici olmayan siibstitliientleri”" igerir, ancak onlarla sinirl
degildir. "Engelleyici olmayan siibstitiientler”, stabil bilesikler saglayan gruplardir. Uygun
engelleyici olmayan siibstitiientler veya radikaller, halo, C1 -C10 alkil, C2-C10 alkenil,
C2-C10 alkinil, C1-C10 alkoksi, C1-C12 aralkil, C1-C12 alkaril, C3-C12 sikloalkil, C3-
C12 sikloalkenil, fenil, sibstitie edilmis fenil, toliioil, ksilenil, bifeml, C2-C12
alkoksialkil, C2-C12 alkoksiaril, C7-C12 ariloksialkil, C7-C12 oksiaril, C1-Cé6
alkilsiilfinil, C1-C10 alkilsiilfonil, m'nin 1 ila 8 oldugu --(CH2)m --O--(C1-C10 alkil), aril,
siibstitiie edilmis aril, siibstitiie edilmis alkoksi, floroalkil, heterosiklik radikal, siibstitiie
edilmis heterosiklik radikal, nitroalkil, --NO2, --CN, --NRC(O)--(C1-C10 alkil), --C(O)--
(C1-C10 alkil), C2-C10 alkil tiyoalkil, --C(O)O--(C1-C10 alkil), --OH, --SO2, =S,-COOH,
--NR2, karbonil, --C(O)--(C1-C10 alkil)-CF3, --C{O)-CF3, --C(O)NR2, --(C1-C10 aril)-S-
-(C6-C10 aril), --C{O)--(C1-C10 aril), m'nin 1 ila 8 oldugu --(CH2)m --O--(--(CH2)m--O--
(C1-C10 alkil), --C(O)NR2, --C(S)NR2, -- SO2NR2, --NRC{0O) NR2,-NRC(S) NR2,
bunlarin tuzlar1 ve benzerlerini igerir, ancak bunlarla sinirli dedildir. Burada kullamldig
sekilde her R; H, alkil veya siibstitile edilmis alkil, aril veya siibstitiie edilmis aril, aralkil

veya alkarildir.
"Halojen" terimi, flor, klor, iyot ve bromu igerir.

"Alkil" terimi, kendi bagina veya bir bagka siibstitlientin pargasi olarak, bagka tiirli
belirtilmedik¢e, tamamen doymus, tekli veya ¢oklu doymamis olabilen, diiz veya
dallanmis zincirli veya siklik hidrokarbon radikali ya da bunlarin kombinasyonu anlamina
gelir ve belirtilen atom sayisina sahip (yani, C1-C10, bir ila on karbon anlamina gelir) iki
ve ¢ok degerlikli radikaller igerebilir. Doymus hidrokarbon radikallerinin érnekleri, metil,
etil, n-propil, izopropil, n-biitil, t-biitil, izobiitil, sec-biitil, sikloheksil, (sikloheksil)metil,
siklopropilmetil, 6rnegin n-pentil, n-heksil, n-heptil, n-oktil ve benzerlerinin homologlarim
ve izomerlerini i¢erir, ancak bunlarla sinirli degildir. Doymamuis bir alkil grubu, bir veya
daha cok cift baga veya ii¢lii baga sahip bir gruptur. Doymamis alkil gruplarinin 6érnekleri,
vinil, 2-propenil, krotil, 2-izopentenil, 2-(biitadienil), 2,4-pentadienil, 3-(1.4-pentadienil),
etinil, 1- ve 3-propinil, 3-biitinil ve daha yiiksek homologlar1 ve izomerleri icerir, ancak
bunlarla sinirh degildir. "Alkil" teriminin, bagka tiirlii belirtilmedikge, "heteroalkil” gibi,
alkilin asagida daha detayl olarak tanimlanan tlrevlerini de igermesi amaclanmstir.

Hidrokarbon gruplariyla sinirlandirlan alkil gruplan, "homoalkil" olarak adlandirilir.
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"Alkilen" terimi, kendi bagmma veya bir baska siibstitlientin pargasi olarak, smirlayici
olmamak iizere, -CH2CH2- ve -CH2CH2CH2CH2- yapilanyla dmeklendirildigi gibi, bir
alkandan tiiretilmis iki degerlikli bir radikal anlamma gelir ve ayrica asagida
"heteroalkilen" olarak agiklanan gruplar1 da icerir. Tipik olarak bir alkil (veya alkilen)
grubu, 10 veya daha az karbon atomuna sahip olan gruplar, burada ag¢iklanan usullerin ve
bilesimlerin dzel bir agiklamasi olmak iizere, 1 1la 24 karbon atomuna sahip olacaktir. Bir
"digiik alkil” veya "diisiik alkilen", genellikle sekiz veya daha az sayida karbon atomuna

sahip olan daha kisa bir alkil veya alkilen grubudur.

"Alkoksi", "alkilamino" ve "alkiltiyo" (veya tiyoalkoksi) terimleri geleneksel anlamlarinda
kullanilmaktadir ve sirasiyla bir oksijen atomu, bir amino grubu veya bir kiikiirt atomu

vasitasiyla molekiiliin geri kalanina baglanan alkil gruplarini ifade eder.

"Heteroalkil" terimi (kendi basima veya bir baska terimle birlikte), baska tiirlii
belirtilmedikge, belirtilen sayida karbon atomu ve O, N, Si ve S'den olusan gruptan
secilmis en az bir adet heteroatomdan stabil bir diiz veya dallanmis zincirli, veya siklik
hidrokarbon radikali veya bunlarin kombinasyonlar anlamina gelir ve burada azot ve
kiikiirt atomlan, istege bagh olarak oksitlenebilir ve azot heteroatomu istege bagh olarak
kuaternize edilebilir. Heteroatom(lar} O, N ve S ve Si, heteroalkil grubunun herhangi bir i¢
pozisyonuna ya da alkil grubunun, molekiiliin geri kalanina eklendigi pozisyona
verlestirilebilir. Ornekler, -CH2-CH2-O-CH3, -CH2-CH2-NH-CH3, -CH2-CH2-N(CH3)-
CH3, -CH2-S-CH2-CH3, -CH2-CH2,-5(0)-CH3, -CH2-CH2-5(0)2-CH3, -CH=CH-O-
CH3, -Si(CH3)3, -CH2-CH=N-OCH3 ve -CH=CH-N(CH3)-CH3'"i igerir, ancak bunlarla
sinirl degildir. En ¢ok iki heteroatom, drnegin -CH2-NH-OCH3 ve -CH2-O-Si(CH3)3 gibi
ardisik olabilir, Benzer sckilde, "heteroalkilen” terimi (kendi basina veya bir bagka
siibstitiientin parcas: olarak), sinirlayici olmamak iizere, -CH2-CH2-S-CH2 CH2- ve
-CH2-S-CH2-CH2-NH-CH2- ile d&rneklendirildigi gibi, heteroalkilden ftiiretilmis iki
degerlikli bir radikal anlamina gelir. Heteroalkilen gruplarinda, ayni veya farkh
heteroatomlar ayrica, zincir terminuslarindan birini veya her ikisini kaplayabilir (sinirlayici
olmamak iizere, alkilenoksi, alkilendioksi, alkilenamino, alkilendiamino, aminooksialkilen
ve benzerleri dahil}. Yine ayrica, alkilen ve heteroalkilen baglama gruplarinda, baglama
gruplarinin yonelimi, baglama gruplarinin formiiliiniin yazildig1 ydne gore belirtilmez.

Ornegin, -C(O)2R' formiilii hem -C(0)2R’, hem -R'C(0)2'yi temsil eder.

"Sikloalkil" ve "heterosikloalkil" terimleri (kendi baslarina veya diger terimlerle birlikte),

baska tiirli belirtilmedikce, sirasiyla "alkil" ve "heteroalkil"in siklik versiyonlarini temsil

27



10

15

20

25

30

EP-17501

eder. Bu nedenle, bir sikloalkil veya heterosikloalkil, doymus, kismen doymamis ve
tamamen doymamis halka baglantilannt igerir, Ek olarak, heterosikloalkil igin, bir
heteroatom, heterosikl'in, molekiiliin geri kalanina baglandigi pozisyonu kaplayabilir.
Sikloalkilin érnekleri, siklopentil, sikloheksil, 1-sikloheksenil, 3-sikloheksenil, sikloheptil
ve benzerlerini igerir, ancak bunlarla smirli degildir. Heterosikloalkilin ornekleri, 1-
(1,2,5,6-tetrahidropiridil), I-piperidinil, 2-piperidinil, 3-piperidinil, 4-morfolinil, 3-
morfolinil, tetrahidrofiiran-2-il, tetrahidrofiiran-3-il, tetrahidrotiyen-2-il, tetrahidrotiyen-3-
il, 1-piperazinil, 2-piperazinil ve benzerlerini icerir, ancak bunlarla smirh degildir. flave
olarak bu terim, bisiklik ve trisiklik halka yapilanmi da kapsar. Benzer sekilde,
"heterosikloalkilen™ terimi (kendi basina veya bir bagka siibstitiientin parcasi olarak),
heterosikloalkilden tliretilmis iki degerlikli bir radikal anlamina gelir; "sikloalkilen" terimi
de (kendi basina veya bir baska siibstitiientin parcasi olarak), sikloalkilden tiiretilmig iki

degerlikli bir radikal anlamina gelir.

"Amino asit” terimi, dogal olarak meydana gelen ve dogal olmayan yolla meydana gelen
amino asitlerin yam sira, dogal olarak meydana gelen amino asitlere benzer bir sekilde
islev gbren amino asit analoglarin1 ve amino asit mimetiklerini ifade eder. Dogal olarak
kodlanan amino asitler, 20 genel amino asit (alanin, arjinin, asparajin, aspartik asit, sistein,
gliitamin, gllitamik asit, glisin, histidin, izoldsin, 18sin, lizin, metiyonin, fenilalanin, prolin,
serin, treonin, triptofan, tirosin ve valin} ve pirolizin ve selenosisteindir. Amino asit
analoglari, dogal olarak meydana gelen bir amino asitle aymi temel kimyasal yapiya sahip
bilesikleri (yani, bir hidrojene, bir karboksil grubuna, bir amino grubuna veya homoserin,
norldsin, metiyonin siilfoksit, metiyonin metil siilfonyum gibi bir R grubuna bagh bir o
karbon) ifade eder. Bu tip analoglar, modifiye edilmis R gruplarina (norlosin gibi) veya
modifive edilmis peptit omurgalarina sahiptir, ancak dogal olarak meydana gelen bir amino
asitle ayni temel kimyasal yapiyr muhafaza eder. Bir amino aside yapilan atif, drnegin
dogal olarak meydana gelen proteojenik L-amino asitleri; D-ammno asitleri; amino asit
varyantlari ve tiirevleri gibi kimyasal olarak modifiye edilmis amino asitleri; a-alanin,
omitin ve benzerleri gibi dogal olarak meydana gelen proteojenik olmayan amino asitleri;
ve teknikte amino asitler icin karakteristik oldugu bilinen 6zelliklere sahip, kimyasal olarak
sentezlenmis bilesikleri igerir. Dogal olmayan yolla meydana gelen amino asitlerin
ornekleri, o-metil amino asitler {6rnegin, ¢-metil alanin}, D-amino asitler, histidin benzeri
amino asitler (drnedin, 2-amino-histidin, a-hidroksi-histidin, homohistidin, o-florometil-

histidin ve a-metil-histidin), yan zincirde fazladan bir metilene sahip amino asitler ("homo"
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amino asitler), ve yan zincirde bir karboksilik asit fonksiyonel grubunun bir siilfonik asit
grubuyla degistirildigi amino asitleri (6rmegin, sisteik asit) igerir, ancak bunlarla simirh
degildir.

Amino asitler burada genel olarak bilinen Ui¢ harfli sembollerivle, ya da IUPAC-IUB
Biyokimya Nomenklatir Komisyonu tarafindan onerilen tek harfli sembolleriyle ifade

edilebilir. Niikleotitler, benzer sekilde, genel olarak kabul edilen tek harfli kodlariyla ifade
edilebilir.

"Konservatif olarak modifiye edilmis varyantlar”, hem amino asit, hem niikleik asit dizileri
icin gegerlidir. Belirli niikleik asit dizileri agisindan, "konservatif olarak modifiye edilmis
varyantlar”, 6zdes veya esas olarak 6zdes amino asit dizilerini kodlayan niikleik asitleri, ya
da niikleik asidin, bir amino asit dizisini kodlamadig1 yerlerde, esas olarak 6zdes dizileri
ifade eder. Genetik kodun yozlasmasindan dolayi, fonksiyonel agidan 6zdes olan ¢ok
sayida niikleik asit, belirtilen herhangi bir proteini kodlar. Ornegin, GCA, GCC, GCG ve
GCU kodonlarinin tiimii, amino asit alanini kedlar. Bu nedenle, bir alaninin bir kodonla
belirtildigi her konumda, kodon, kodlanmis polipeptit degistirilmeden, tanimlanan
miitekabil kodonlardan herhangi biriyle degistirilebilir. Bu tip niikleik asit varyasyonlari,
konservatif olarak moditiye edilmis varyasyonlarin bir tiirii olan "sessiz varyasyonlar"dir.
Burada, bir polipeptiti kodlayan her niikleik asit dizisi, ayn1 zamanda, niikleik asidin her
muhtemel sessiz varyasyonunu da tanimlar. Teknikte normal deneyim sahibi kisiler, bir
niikleik asitteki her kodonun (Metiyonin i¢in normal olarak tek kodon olan AUG ve
triptofan i¢in normal olarak tek kodon olan TGG harig), fonksiyonel agidan 6zdes bir
molekiil saglamak i¢in modifiye edilebildigini kabul edecektir. Buna gdre, bir polipeptiti
kodlayan bir niikleik asidin her sessiz varyasyonu, tammlanan her dizinin igeriginde

mevcuttur.

Amino asit dizileriyle ilgili olarak, teknikte normal deneyim sahibi kisiler, kodlanmis
dizide tek bir amino asidi veya amino asitlerin kiigiik bir yiizdesini degistiren, ekleyen veya
¢tkaran bir niikleik asit, peptit, polipeptit veya protein dizisinde vyapilan tek tek
siibstitlisyon, cikarma veya katmanin bir "konservatif olarak modifiye edilmis varyant”
oldugunu ve burada s6z konusu degisikligin, bir amino asidin ¢ikarilmasina, bir amino
asidin katilmasina veya bir amino asidin kimyasal agidan benzer bir amino asitle
stibstitiisyonuna yol agtifint kabul edecektir. Fonksiyonel olarak benzer amino asitler
saglayan konservatif siibstitlisyon tablolari, teknikte normal deneyim sahibi kigilerce

bilinmektedir. Bu tip konservatif olarak modifiye edilmis varyantlar, bu bulusa ilave
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niteliktedir ve bulusun polimorfik varyantlarini, tiirler arasi homologlarim ve alellerini

dislamaz,

Fonksiyonel olarak benzer amino asitler saglayan konservatif siibstitiisyon tablolari,
teknikte normal deneyim sahibi kisilerce bilinmektedir. Asagidaki sekiz grubun her biri,

bir digeri i¢in konservatif siibstitiisyonlar olan amino asitler igerir:
1) Alanin (A), Glisin (G);
2) Aspartik asit (D), Gliitamik asit (E);
3) Asparajin (N), Gliittamin (Q);
4) Arjinin (R), Lizin (K);
5) Izolésin (1), Lasin (L), Metiyonin (M), Valin (V);
6) Fenilalanin (F), Tirosin (Y), Triptofan {W);
7) Serin (S), Treonin (T}; ve
8) Sistein (C), Metiyonin (M)

(bakiniz, 6rnegin, Creighton, Proteins: Structures and Molecular Properties (W H Freeman

& Co.; 2. Baski (Aralik 1993)

Iki veya daha cok niikleik asit veya polipeptit dizisi baglaminda "6zdes" veya yiizde
"O6zdeslik" terimleri, aym olan iki veya daha ¢ok diziyi veya alt diziyi ifade eder. Diziler,
bir karsilastirma penceresi, va da asagidaki dizi karsilastirma algoritmasindan biri (veya
teknikte normal deneyim sahibi kigilerce kullanilabilen diger algoritmalar) kullanilarak
veya maniiel hizalama ve gorsel denetim yoluyla olgiildiigii sekilde belirlenmis rejyona
gdre maksimum tekabiil etme igin karsilastinldiklarinda ve hizalandiklarinda, ayn1 amino
asit kalintis1 veya niikleotit yiizdesine sahip olmalan halinde "esas itibariyle ozdes"tir
(yani, belirlenmis rejyona gore yaklagik %60 oOzdeslik, yaklasik %65, yaklasik %70,
yaklasik %73, yaklasik %80, yaklasik %85, yaklasik %90 veva yaklasik %95 ézdeslik). Bu
tanim ayrica, bir test dizisinin komplemanini da ifade eder. Ozdeslik, en azindan yaklagik
50 amino asit veya niikleotit uzunlugunda bir rejyon boyunca, veya 75 ila 100 amino asit
veya niikleotit uzunlugunda bir rejyon boyunca, ya da belirtilmedigi vyerlerde, bir
poliniikleotit veya polipeptitin tiim dizisi boyunca mevcut olabilir. Insan disindaki
tirlerden homologlar dahil olmak {izere, mevcut aciklamanin bir polipeptitini kodlayan bir

poliniikleotit, agiklamanin bir poliniikleotit dizisine veya onun bir fragmanina sahip bir
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etiketli probla, siki hibridizasyon kosullan altinda bir kitaphg tarama, ve stz konusu
poliniikleotit dizisini igeren tam uzunlukta ¢DNA ve genomik klonlan izole etme
asamalarini iceren bir islemle elde edilebilir. Bu tip hibridizasyon teknikleri deneyimli

uzmanlarca iyi bilinmektedir.

Dizi karsilagtirmasi igin, tipik olarak bir adet dizi, test dizilerinin karsilastirildigr bir
referans dizisi olarak goérev yapar. Bir dizi karsilastirma algoritmast kullanilirken, test ve
referans dizileri bir bilgisayara girilir, gerekirse alt dizi koordinatlar1 belirtilir ve dizi
algoritma program parametreleri belirtilir. Varsayilan program parametreleri kullamilabilir
veya alternatif parametreler belirtilebilir, Daha sonra dizi karsilastirma algoritmasi,
program parametrelerini temel alarak, referans diziye gore test dizileri icin yiizde dizi

Ozdesliklerini hesaplar.

Burada kullanildig: sekilde bir "karsilagtirma penceresi”, 20 ila 600, genellikle yaklagik 50
ila yaklasik 200, daha genel olarak yaklasik 100 ila vaklasik 150'den olusan gruptan
secilmis herhangi bir sayida bitisik pozisyondan olusan bir segmente referansi icermekte
olup, burada bir dizi, iki dizinin optimum sekilde hizalanmasindan sonra ayni sayida bitisik
pozisyondan olusan bir referans dizisi ile karsilastirilabilir. Karsilastirma igin dizileri
hizalama usulleri, teknikte normal deneyim sahibi kisilerce bilinmektedir. Karsilastirma
icin dizilerin optimum hizalanmasi, Smith ve Waterman'in ((1970) Adv. Appl. Math.
2:482c) lokal homoloji algeritmasini, Needleman ve Wunsch'un ((1970) J. Mol. Biol.
48:443) homoloji hizalama algoritmasini, Pearson ve Lipman'in ({(1988) Proc. Nat'l. Acad.
Sci. USA 85:2444) benzerlik arama usuliinii, bu algoritmalarn bilgisayarl uygulamalarim
(GAP, BESTFIT, FASTA ve TFASTA, Wisconsin Genetics Software Package, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), veya maniicl hizalama ve gorsel
denetimi (bakiniz, érnegin, Ausubel ve digerleri, Current Protocols in Molecular Biology

(1995 eki)) igeren, ancak bunlarla sinirli olmayan yollarla yiirtitiilebilir.

Yiizde dizi 6zdesligini ve dizi benzerligini belirlemek igin uygun bir algoritmanin bir
ornedi, sirasiyla Altschul ve digerleri (1997) Nuc. Acids Res. 25:3389-3402, ve Altschul
ve digerleri (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 kapsaminda aciklanan BLAST ve BLAST
2.0 algoritmalanidir. BLAST analizlerini gerceklestirmek icin yazilim, World Wide Web'de
ncbi.nlm.nih.gov adresinde bulunan National Center for Biotechnology Information'dan
halka agik olarak mevcuttur. BLAST algoritma parametreleri W, T ve X, hizalamanin
hassasiyetini ve hizini belirler. BLASTN program: (niikleotit dizileri i¢in), varsayilanlar

olarak 11 kelime uzunlugu (W), bir tahmin (E) olarak 10, M=5, N=-4 ve her iki zincirin bir
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kargilagtirmasimi kullanir. Amino asit dizileri i¢in, BLASTP programi, varsayilanlar olarak
3 kelime uzunlugu ve tahmin (E) olarak 10, ve BLOSUMG62 puanlama matrisi (bakiniz,
Henikoft ve Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915) hizalamalar (B) 50,
tahmin (E)} olarak 10, M=5, N=-4 ve her iki zincirin bir karsilastirmasini kullanir, BLAST
algoritmasi tipik olarak "diisiik komplekslik" filtresi kapali halde yuritiiliir.

BLAST algoritmasi1 ayrica iki dizi arasindaki benzerligin istatistiksel bir analizini de
gerceklestirir (bakiniz, émegin, Karlin ve Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:5873-5787). BLAST algoritmastyla saglanan bir benzerlik dlgisii, iki niikleotit veya
amino asit dizisi arasinda tesadiifen bir eslegmenin gergeklesme ihtimali igin bir gésterge
saglayan en kiigiik toplam ihtimalidir (P(N)). Ornegin, test niikleik asidi ile referans
niikleik asidinin bir karsilastirmasinda en kiigiik toplam ihtimali yaklasik 0.2'den diisiik,
veya yaklasik 0.01'den diisiik, veya yaklasik 0.001'den diisiik oldugunda, bir niikleik asidin

bir referans diziye benzer oldugu kabul edilir.

"Segici olarak (veya spesifik olarak) hibritlesir" ifadesi, bir molekiiliin, s6z konusu dizi
kompleks bir karisim (sinirlayici olmamak {izere, toplam hiicresel veya kitaplik DNA veya
RNA dabhil) i¢inde mevcut oldugunda, siki hibridizasyon kosullar altinda sadece belirli bir

niikleotit dizisine baglandig1, duplekslendigi veya hibritlestigi anlamina gelir.

"Siki hibridizasyon kosullar1" ifadesi, DNA, RNA, PNA dizilerinin veya diger niikleik asit
mimiklerinin veya bunlarin kombinasyonlarimin, teknikte bilindigi gibi, disiik 1yonik giig
ve yiksek sicaklik kosullarn altinda hibridizasyonu anlamina gelir. Tipik olarak, siki
kosullar altinda, bir prob, niikleik asidin bir kompleks karigiminda (sinirlayic1 olmamak
iizere, toplam hiicresel veya kitaplik DNA veya RNA dahil) hedef alt dizisine hibritlesir,
ancak kompleks kansimdaki diger dizilere hibritlesmez. Siki kosullar diziye baghdir ve
tarkli durumlarda farkli olacaktir. Daha uzun diziler, spesifik olarak daha yiiksek
sicakliklarda hibritlesir. Niikleik asitlerin hibridizasyonuyla ilgili kapsamlt bir kilavuz,
Tijssen, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular BiologyHybridization with
Nucleic Probes, "Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid
assays" (1993) kapsaminda bulunmaktadir. Genel olarak siki kosullar, tanimlanmis bir
iyonik giic ve pH'ta spesifik dizi icin termal erime derecesinin (Tm) yaklasik 5°C ila 10°C
altinda olacak sekilde secilir. Tm, hedefi tamamlayic1 problarin %50'sinin hedef diziye
dengede (hedef diziler fazla miktarda mevcut oldugundan, Tm'de problarin %50'si dengede
tutulur) hibritlestigi sicakliktir (tanimlanmis iyonik gili¢, pH ve niikleik konsantrasyon
altinda). Siki kosullar, tuz konsantrasyonunun pH 7.0 ila 8.3'te yaklasik 1.0 M'den diisiik
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sodyum iyonu, tipik olarak yaklagik 0.01 ila 1.0 M sodyum iyonu konsantrasyonu (veya
diger tuzlar) oldugu ve sicakligin, kisa problar icin (simirlayict olmamak Gzere, 10 ila 50
niikleotit dahil) en az vyaklasik 30°C, vzun problar i¢in (siirlayici olmamak {lizere, 50
niikleotit {istli dahil) en az yaklasik 60°C oldugu kosullar olabilir. Siki kosullar, formamid
gibi destabilize edici maddelerin eklenmesiyle de saglanabilir. Secici veya spesifik
hibridizasyonda, pozitif bir sinyal, arka planin en az iki kati, istege bagli olarak arka plan
hibridizasyonun 10 kati olabilir. Ornek siki hibridizasyon kosullart asagidaki gibi olabilir:
65°C'de 0.2X SSC, ve %0.1 SDS'de yikama ile, 42°C'de inkiibe edilerek %50 formamid,
5X SSC ve %1 SDS, veya 65°C'de inkiibe edilerck 5X SSC, %1 SDS. Bu tip yikamalar 5,
15, 30. 60, 120 dakika veya daha uzun siire boyunca gerceklestirilebilir.

Burada kullanildign sekilde "&karyot" terimi, hayvanlar (sinirlayict olmamak {zere,
memeliler, bocekler, siiriingenler, kuslar vs. dahil), kirpikliler, bitkiler (sinirlayici olmamak
izere, tek c¢enekliler, iki c¢enekliler, yosunlar vs. dahil), mantarlar, mayalar, kamcililar,
mikrosporidia, protistler ve benzerleri gibi Okarya filogenetik bélgesine ait organizmalar

ifade eder.

Burada kullanmildign sekilde "ékaryot olmayan" terimi, dkaryotik olmayan organizmalari
ifade eder. Ornegin, 6karyotik olmayan bir organizma, Obakteriler (simirlayict olmamak
lizere, Escherichia coli, Thermus thermophilus, Bacillus stearothermophilus, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida vs. dahil) {filogenetik
bolgesine, ya da Archaea (smurlayici olmamak {izere, Methanococcus jannaschii,
Methanobacterium thermoautotrophicum, Haloferax volcanii ve Halobacterium tiirii NRC-
1 gibi Halobacterium, Archacoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus

horikoshii, Aeuropyrum pernix vs. dahil) filogenetik bdlgesine ait olabilir.

Burada kullanilan sekilde "denek" terimi, tedavi, gdzlem veya deneyin konusu olan bir
hayvani, bazi diizenlemelerde bir memeliyi, ve diger diizenlemelerde bir insani ifade eder.
Bir hayvan, bir refakat¢t hayvan (6rnedin, kopek, kedi ve benzerlen), ciftlik hayvam
(6rnedin, s1gir, koyun, at ve benzerleri) veya bir laboratuvar hayvani (6rnegin, sican, fare,

kobay ve benzerleri) olabilir.

Burada kullanildigr sekilde "etkin miktar" terimi, verilen modifiye edilmis dogal olmayan
amino asit polipeptitinin, tedavi edilmekte olan hastalik, rahatsizhik veya bozuklugun bir
veya daha ¢ok semptomunu bir 6lgiide giderecek olan miktarimi ifade eder. Burada
aciklanan modifive edilmis dogal olmayan amino asit polipeptiti igeren bilesimler,
profilaktik, arttiric1 ve/veya terapétik tedaviler icin verilebilir.

33



10

15

20

25

30

EP-17501

"Arttirma" veya "arttiric1” terimleri, arzu edilen bir etkinin giliclinii veya sliresini arttirmak
veya uzatmak anlamina gelmektedir. Bu nedenle, terapétik maddelerin etkisini arttirmak
acisindan "arttiric1” terimi, bir sistemdeki diger terapitik maddelerin etkisini {(gii¢ veya
siire olarak) arttirma veya uzatma kabiliyetini ifade eder. Burada kullanmildig1 sekilde
"arttirici-etkin miktar”, arzu edilen bir sistemdeki bir diger terapdtik maddenin etkisini
arttirmak igin yeterli bir miktar ifade eder. Bir hastada kullanildiginda, bu kullanim i¢in
etkin miktarlar, hastalik, bozukluk veya rahatsizligin siddetine ve seyrine, dnceki terapiye,
hastanin saghk durumuna ve ilaglara tepkisine, ve tedaviyi yiiriiten hekimin kararina bagh

olacaktir,

Burada kullamldig: sekilde "pozitif se¢im" veya "tarama isareti”, mevcut oldugunda
(6rnegin eksprese edildiginde, aktif hale getirildiginde vs.), pozitif segim igaretine sahip bir
hiicrenin, pozitif se¢im isaretine sahip olmayanlar arasindan tanimlanmasina yol agan bir

isareti ifade eder.

Burada kullanildigi sekilde "negatif se¢im” veya "tarama isareti”, mevcut oldugunda
(0rnegin cksprese edildiginde, aktif hale getirildiginde vs.), arzu edilen bir 6zellige sahip
olmayan bir hiicrenin (6megin, arzu edilen o&zellige sahip bir hiicreye kiyasla)

tanimlanmasina imkan veren bir isareti ifade eder.

Burada kullanildig: sekilde "haberci" terimi, ilgilenilen bir sistemin hedef bilesenlerini
segmek icin kullamlabilen bir bileseni ifade eder. Ornegin, bir haberci, antibiyotik direnci
veya hassasiyeti kazandiran bir protein, drnegin bir enzim (sinirlayic1 olmamak tizere, -
laktamaz, kloramfenikol asetiltransferaz (CAT) ve benzerleri dahil), bir floresan tarama
isareti (siirlayict olmamak {izere, yesil floresan proteini (Grmegin, GFP), YFP, EGFP, RFP
dahil), bir luminesan isaret (simirlayict olmamak lizere, bir ategbocedi lusiferaz proteini
dahil), afinite bazli bir tarama isareti, ya da lacZ, B-gal/lacZ ([3-galaktosidaz), ADH (alkol
dehidrojenaz), his3, ura3, leu2, lys2 veya benzerleri gibi pozitif veya negatif segilebilir

igaret genlerini igerebilir.

Burada kullamildigr sekilde "okaryot" terimi, hayvanlar (sinirlayici olmamak {izere,
memeliler, bécekler, stiriingenler, kuslar vs. dahil), kirpikliler, bitkiler (smirlayici olmamak
izere, tek cenekliler, iki ¢enekliler, yosunlar vs. dahil), mantarlar, mayalar, kamcililar,
mikrosporidia, protistler ve benzerleri gibi Okarya filogenetik bdlgesine ait organizmalan

ifade eder,
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Burada kullamldigi sekilde "0karyot olmayan” terimi, Okaryotik olmayan organizmalar
ifade eder. Omegin, dkaryotik olmayan bir organizma, Obakteriler (smirlayict olmamak
lizere, Escherichia coli, Thermus thermophilus, Bacillus stearothermophilus, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida vs. dahil) filogenetik
bélgesine, ya da Archaea (6mnegin, Methanococcus jannaschii, Methanobacterium
thermoautotrophicum, Haloferax volcanii ve Halobacterium tiri NRC-1 gibi
Halobacterium, Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus horikoshii,

Aeuropyrum pernix vs. dahil) filogenetik bdlgesine ait olabilir.

Asagidaki sinirlayict olmayan viral zarf proteini drnekleri de dahildir: filoviriisler (Ebola
viriisii gibi), ortomiksoviriisler (grip viriisii gibi), VSV-G, alfa viriisler (Semliki orman
viriisii ve Sindbis virlisii gibi), arena virlisleri (lenfositik koryomenenjit viriisii gibi),
flaviviriisler (keneden bulasan ensefalit virlisii ve Dengue viriisii gibi), rabdoviriisler
(vezikiiler stomatit virlisii ve kuduz virlisii gibi), Moloney 16semi virtisii, HSV,VZV,
Kabakulak viriisii, Rinovirtisler, Kizamik, Kizamik¢ik, Arboviriis, Enteroviriisler (Cocuk
felci, Coxsackie, Echoviriisler gibi), Polioviriis, Coxsackie B, A ve Ekovirlis, Rinoviriisler,
Hepatit viriisleri, Norwalk viriisii, Astroviriisler, Togavirlis, Alfaviriisler, Pestiviriisler,
Koronaviriis, Parainfluenza, Kabakulak viriisii, Kizamik viriisii, Solunum Sinsitiyal Viriisii
(RSV), Bunyaviridae, Reoviridue, Reoviriisler, Rotaviriisler, HTLV, Polyoma virlisleri,
Papilloma viriisleri, Adenoviriisler, Parvoviriisler, EBV, CMV, Varicella Zoster viriisii,

herpes viriisleri ve Poks viriislerinden zarf proteinleri.

Konservatif varyant: "Konservatif varyant" terimi, fonksiyonel olarak, konservatif

varyantm dayandig bilesen, omegin bir O-tRNA veya O-RS gibi goérev yapan, ancak
dizide varyasyonlara sahip olan bir translasyon bilesenini, érmegin bir konservatif varyant
O-tRNA veya bir konservatif varyant O-RS'vi ifade eder. Ornegin, O-tRNA ve konservatif
varyant O-tRNA ayn1 diziye sahip olmadiklart halde, bir O-RS, tamamlayict bir O-tRNA'y1
veya bir konservatif varyant O-tRNA'y1 secilmis bir amino asitle, dregin dogadisi bir
amino asitle aminoagiller. Benzer sekilde, O-RS ve konservatif varyant O-RS ayn diziye
sahip olmadiklan halde, bir tRNA, tamamlayic1 bir O-RS veya bir konservatif varyant O-
RS tarafindan, se¢ilmis bir amino asitle, 6rmegin dogadist bir amino asitle aminoacillenir.
Konservatif varyant, konservatif varyantin miitekabil O-tRNA veya O-RS i¢in tamamlayici
olmas: kosuluyla, dizide orne@in bir varyasyona, iki varyasyona, ii¢ varyasyona, dort

varyasyona ya da bes veya daha ¢ok varyasyona sahip olabilir.
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Secim veya tarama maddesi: Burada kullanildigi sekilde "se¢im veya tarama maddesi”

terimi, meveut oldugunda, bir popiilasyondan belirli bilesenlerin bir segiming/taranmasina
imkan veren bir maddeyi ifade eder. Ornegin, bir se¢im veya tarama maddesi, drnegin bir
besin, bir antibiyotik, bir 1s1k dalga boyu, bir antikor, eksprese edilen bir poliniikleotit veya
benzerlerini igerir, ancak bunlarla simurli degildir. Se¢im maddesi, 6rnegin konsantrasyon,

yogunluk ve benzerlerine gére degisebilir.

"Verimli bir sekilde tanmmayan” terimi, bir adet organizmadan bir RS'nin O-tRNA'y1
aminoacillendigi bir verimliligi (6megin, yaklasik %10'dan az, yaklagik %5'ten az veya

yaklasik %1'den az) ifade eder.
DETAYLI ACIKLAMA

Simdiye kadar, asilar, 6lii veva zayiflatilmis organizmalarla tretilenlerle sinirli olmustur.
Mikroorganizmanin 1s1, UV, formalaldehit iglemiyle dldiirlilmesi, azalan dogal epitoplara
yol acar; zayiflatilmis viriisler ise, 6zellikle gen¢ hastalar, yash hastalar, yetersiz immiin
sistemlerine sahip olanlar i¢in bir risk olusturacak sekilde, tipik olarak son derece diisiik,
ancak sifir olmayan replikasyona neden olan gen cikarma ve tepesini kesme yoluyla

uretilir.

Bir diizenlemede mevcut bulus, modifiye edilmis tam organizma asilar saglar. Bir bagka
diizenlemede mevcut bulus, bir veya daha ¢ok dogal olmayan amino asitte replikasyona
bagimh genetik olarak modifiye edilmis tam organizma asilari saglamaktadir. Mevcut
agiklama, adjuvanlarla veya adjuvanlar olmadan kullanilabilen, dogal mikroorganizmalarin
dahil edildigi asilar saglamaktadir. Bunlar ayrica olduk¢a immiinojenik olan yiiksek
yogunlukta dogal epitoplar saglayabilir ve hiimoral ve T hiicre aracili tepkileri tetikler,
bdylece daha etkin bir ag1 saglar. Mevcut agiklama, bir veya daha ¢ok dogal olmayan,
dogadisi veya dogal olmayan bir sekilde kodlanmis amino asidi, viriis veya bakteride bir
veya daha c¢ok bdlgede dahil eden asilar saglar. Meveut agiklamanin  bazi
diizenlemelerinde, dogal olmayan bir sekilde kodlanmis amino asit, mikroorganizmanin
replikasyon i¢in gereken bir parcasinda dahil edilir, béylece zayiflatilmis virtislerle iliskili
riskler ortadan kaldirilir ve viriisiiVbakteriyi &ldiirme ihtiyact ortadan kaldirilir. Dogal
olmayan bir sekilde kodlanmis amino asidin/asitlerin dahil edildigi as1, yapisal olarak
dogal mikroorganizmaya son derece yakin, ancak replikasyon kabiliyeti olmayan veya
dogal bir ortamda ancak sinirli replikasyon kabiliyeti olan bir mikroorganizma saglar.
Mikroorganizma replikasyonunun mutlak denetimleri, stop kodonu baskilamasi kullanarak
zorunlu gen ekspresyonunu (fonksiyon) denetlemek i¢in, amino asitlerin asagidaki
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aciklanan bolgeye 6zgii sekilde dahil edilmesi kullanilarak gerceklestirilir. Virtislerde, bir
konakg iiretimi hiicre tiirll, gelisme ig¢in gereken dogadisi bir amino asidi bolgeye 6zgii
olarak dahil eder. Bakterilerde, genom, bir veya daha ¢ok sayida bélgeye dzgii olarak dahil

edilmis amino asit icerecek sekilde tasarlanir.

Kontrol i1¢in zorunlu gen fonksiyonu, genetik ve yapisal fonksiyonel seviyelerde
gergeklestirilebilir. Ornegin, Tablo 2 Genetik seviyede, tam uzunlukta zorunlu gen, dogal
olmayan yolla dahil edilmis amino asidin mevcudiyetinde eksprese edilir. Yapisal
fonksiyonel seviyede, zorunlu gen, dogadisi amino asidin sadece spesifik bir bdlgede
mevcudiyetinde fonksiyonel olarak sekilde tasarlanir, Bu bdlgede herhangi bir dogal amino
asidin dahil edilmesi, onun dogal fonksivonunun yok edilmesine yol acar. Dogadist amino
asidi/asitleri se¢me serbestligi, teknikte deneyimli bir kisinin, arzu edilen asinin
imminojenikligini ve ¢ok fazla veya asir1 denetimli replikasyonun serbestligini
diizenlemesini saglamakta olup, burada geleneksel olarak, replikasyonun azaltilmasi ile
tretim arasinda denge kurulmasi gerekli olmustur, ve dogal olmayan bir amino asidin
bélgeye Ozgii olarak dahil edilmesi, dogadist amino asit mevcut olmadiginda sifir

replikasyon kabiliyetine sahip bir as1 i¢in gelistirme araglan saglar.

Bu teknolojinin kullanilmasi i¢in asilarin gelistirilebildigi bakteriler ve virlisler, bilinen
viriisleri icerir. Bu, siirlayict olmayan drneklerde, insan rinoviriisler (HRV), adenovirils,
coxsackie viriisil, grip, parainfluenza, solunum sinsityal viriisii (RSV), Epstein-Barr Virisi
(EBV) ve sitomegaloviriis (CMV) gibi {ist solunum yolunu etkileyen viriisleri; rotaviriis,
Norwalk ajani, hepatit A (HAV), polioviriis ve dier pikorna viriisleri gibi mide-bagirsak
(GI) kanalmi etkileyen virlisleri; simirlayict olmamak {izere, insan bagisiklik eksikligi
viriisii (HIV), insan papilloma virlisi (HPV), herpes simpleks viriisii (HSV) 1, HSV-2,
vzZV, CMV, EBV, HHV-6, HHV-7 ve HHV-8'i iceren cinsel yolla bulasan viriisleri;
CMYV, hepatit B viriisiit (HBV), hepatit C virtisiinii (HCV) igerir. Bakterilerin siirlayic
olmayan  &rnekleri,  Staphylococcus,  Streptococcus, Mycobacterium  (6rnegin,
Mycobacterium avium, ve Mycobacterium avium alt tirli paratuberculosis), Enterococcus,
Corynebacterium, Borrelia, Bacillus, Chlamydia, Mycoplasma ve benzerleri dahil olmak

izere, hem gram pozitif, hem gram negatif bakterileri icerir.

Bir veya daha ¢ok se¢ilmis amino asit, 6rnegin bir dogadisi amino asit iceren proteinlerin
yapimt i¢in uygun translasyon sistemleri, "METHODS AND COMPOSITION FOR THE
PRODUCTION OF ORTHOGONAL tRNA-AMINOACYL t(RNA SYNTHETASE
PAIRS" basglikli A.B.D. patent basvurular1 10/126,931, ve "IN VIVO INCORPORATION
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OF UNNATURAL AMINO ACIDS" bashklh 10/126,927'de aciklanmaktadir. Ayrica
bakimz, "EXPANDING THE EUKARYOTIC GENETIC CODE" bashkh USSN
10/825,867. Bu tip translasyon sistemleri genel olarak bir ortogonal tRNA (O-tRNA), bir
ortogonal aminoacil tRNA sentetaz (O-RS), ve secilmis bir amino asit, érnegin dogadist bir
amino asit iceren hiicreleri kapsamakta olup, burada O-RS, secilmis amino asitle O-
tRNA'y1 aminoaciller. Burada acgiklanan bir ortogonal ¢ift, bir O-tRNA, 6rnegin bir
baskilayict tRNA, bir ¢ergeve kaymasi tRNA veya benzeri ile bir O-RS'den olusur. O-
tRNA, bir birinci selektdr kodonu tamir ve bir selektér kodona tepki olarak aym tiirden bir
sentetaz meveudiyetinde baskilama aktivitesine sahiptir. Hiicre, se¢ilmis amino asidi
bilyiiyen bir polipeptit zincirine dahil etmek igin bilesenleri kullamr. Ornegin, ilgilenilen
bir polipeptiti kodlayan bir poliniikleotiti igeren bir niikleik asit de mevcut olabilir; burada
poliniikleotit, O-tRNA tarafindan taninan bir selektdr kodon igerir. Translasyon sistemi bir
in vitro sistem de olabilir. Burada ag¢iklanan tRNA molekiilleri, translasyonda ribozomlari

kullanan sistemler dahil olmak tizere, herhangi bir translasyon sisteminde yararlidir.

Translasyon sistemi hiicresiz (in-vitro) bir translasyon sistemi de olabilir. Bir sablon olarak
mRNA (in-vitro translasyon) veya bir sablon olarak DNA (birlesik in-vitro kopyalama ve
translasyon) igeren bu sistemlerde, in vitro sentez, ribozomlar tarafindan yénlendirilir.
Hiicresiz protein ekspresyon sistemlerinin gelistirilmesi i¢in Onemli ¢alismalar
yuriitillmiistiir. Bakimiz, 6regin Kim, D.M. ve J.R. Swartz, Biotechnology and
Bioengineering, 74 :309-316 (2001); Kim, D.M. ve J.R. Swartz, Biotechnology Letters, 22,
1537-1542, (2000); Kim, D.M. ve J.R. Swartz, Biotechnology Progress, 16, 385-390,
(2000); Kim, D.M. ve J.R. Swartz, Biotechnology and Bioengineering, 66, 180-188,
(1999); ve Patnaik, R. ve J.R. Swartz, Biotechniques 24, 862-868, (1998); A.B.D. Patenti
No. 6,337,191; A.B.D. Patent Yaym No. 2002/0081660; WO 00/55353; WO 90/05785.
Uygulanabilen bir diger yaklasim, mRNA-peptit flizyon teknigini igerir. Bakiniz, érnegin,
R. Roberts ve J. Szostak, Proc. Natl Acad. Sc1. (USA) 94:12297-12302 (1997); A. Frankel
ve digerleri, Chemistry & Biology 10:1043-1050 (2003). Bu yaklasimda, puromisine
baglanmig bir mRNA sablonu, ribozomdaki bir peptite cevrilir. Bir veya daha ¢ok tRNA
molekiiliiniin modifiye edilmis olmasi halinde, dogal olmayan amino asitler, peptite de
dahil edilebilir. Son mRNA kodonunun okunmasindan sonra, puromisin, peptitin C-
terminusunu yakalar. Bir in vitro deneyde, ortaya ¢ikan mRNA-peptit konjugatinin ilging
ozelliklere sahip oldugu tespit edilirse, 6zdesligi, mRNA dizisinden kolayca ortaya

cikarilabilir. Bu sekilde, arzu edilen 6zelliklere sahip polipeptitlerin tanimlanmast igin, bir
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veya daha ¢ok sayida dogal olmayan sekilde kodlanmig amino asit i¢eren polipeptitlerden
olugan kitapliklar taranabilir, Daha yakin zamanlarda, saflastirilmig bilesenlerle, dogal
olmayan sekilde kodlanmis amino asitlerle siibstitlie edilen peptitlerin sentezine izin veren
in vitro ribozom translasyonlari rapor edilmistir. Bakiniz, érnegin A. Forster ve digerleri,

Proc. Natl Acad. Sci. (USA) 100:6353 (2003).

Dogal olmayan bir amino asidin, bir zorunlu gen iriiniine dahil edildigi bir hiicre (6rnedin,
bir bakteri) acgiklanmaktadir. Mevcut bulusta, bir hiicre, dogal olmayan bir amino asidi,
replikasyon ig¢in gereken bir gen iriiniine dahil etmek iizere genetik olarak modifiye
edilmistir. Mevcut bulusun diger diizenlemelerinde, bir bakteri, dogal elmayan bir amino
asidi, replikasyon i¢in gereken bir gen iriiniine dahil etmek iizere genetik olarak modifiye
edilmistir. Ayrica, dogal olmayan bir amino asidin, bir zorunlu gen tiriiniine dahil edildigi
bir virils agiklanmaktadir. Bu agiklamanin diger diizenlemelerinde, bir viriis, dogal
olmayan bir amino asidi, replikasyon icin gereken bir gen iirlinline dahil etmek {izere
genetik olarak modifiye edilmistir. Mevcut bulusun diger diizenlemelerinde, bir
mycobacterium avium alt tiirli paratuberculosis hiicresi, dogal olmayan bir amino asidi,
replikasyon i¢in gereken bir gen iirliniine dahil etmek {izere genetik olarak modifiye
edilmistir. Mevcut bulusun diger diizenlemelerinde, bir menenjit hiicresi, dogal olmayan
bir amino asidi, replikasyon i¢in gereken bir gen iiriiniine dahil etmek {izere genetik olarak
modifiye edilmistir. Mevcut bulusun diger diizenlemelerinde, bir kuduz hiicresi, dogal
olmayan bir amino asidi, replikasyon igin gereken bir gen Uriinline dahil etmek tizere
genetik olarak modifiye edilmisgtic. Meveut bulusun diger diizenlemelerinde, bir yosun
hiicresi, dogal olmayan bir amino asidi, replikasyon igin gereken bir gen irlinline dahil
etmek lizere genetik olarak modifiye edilmistir. Meveut bulusun diger diizenlemelerinde,
bir viriis hiicresi, dogal olmayan bir amino asidi, replikasyon igin gereken bir gen iiriinline
dahil etmek {izere genetik olarak modifive edilmistir. Mevecut bulusun diger
diizenlemelerinde, bir bakteri hiicresi, dogal olmayan bir amino asidi, replikasyon icin
gereken bir gen triiniine dahil etmek tlizere genetik olarak modifiye edilmistir. Mevcut
bulugun diger diizenlemelerinde, bir mantar hiicresi, dogal olmayan bir amino asidi,
replikasyon icin gereken bir gen iiriinline dahil etmek iizere genetik olarak modifiye
edilmistir. Ayrica, dogal olmayan bir amino asidin, zorunlu bir gen iiriiniine dahil edildigi
mycobacterium avium alt tiirii paratuberculosis, menenjit, kuduz, yosun, viriis, bakteri ve

mantar hiicreleri agiklanmaktadir.
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Mevcut bulusun diger diizenlemelerinde, bir polio hiicresi, dogal olmayan bir amino asidi,
replikasyon igin gereken bir gen iriinline dahil etmek lizere genetik olarak modifiye
edilmistir. Mevcut bulusun diger diizenlemelerinde, bir £. coli hiicresi, dogal olmayan bir
amino asidi, replikasyon i¢in gereken bir gen iirinline dahil etmek iizere genetik olarak
modifiye edilmistir. Mevcut bulusun diger diizenlemelerinde, bir mycobacterium hiicresi,
dogal olmayan bir amino asidi, replikasyon i¢in gereken bir gen (iriniine dahil etmek {izere
genetik olarak modifiye edilmistir. Ayrica, dogal olmayan bir amino asidin, bir zorunlu

gen liriiniine dahil edildigi polio, £. coli ve mycobacterium hiicreleri agiklanmaktadir.

Belirli diizenlemelerde, meveut bulusun genetik olarak modifiye edilmis, dogal olmayan
amino aside bagimli hiicreleri, bir as1 iiretmek igin kullanilabilir. Mevcut bulusun genetik
olarak modifiye edilmis, dogal olmayan amino aside bagimli hiicrelerinin, bir a1 olarak
uygulanabilen antikorlar {iiretmek i¢in kullanilabildigi de aciklanmaktadir. Belirli
diizenlemelerde, mevcut bulusun genetik olarak modifiye edilmis, dogal olmayan amino

aside bagimli hiicreleri, bir inokiilasyonda kullanilabilir.

Belirli diizenlemelerde, mevcut agiklamanin tRNA'sini iceren bir . coli hiicresi, bu tip bir
translasyon sistemini icermektedir. Ornegin, mevcut bulusun E. coli hiicresi, O-tRNA'nin,
bir selektdér kodona tepki olarak aym tiirden bir sentetaz mevcudiyetinde baskilama
aktivitesi igerdigi bir ortogonal tRNA (O-tRNA); bir ortogonal aminoagil-tRNA sentetaz
(O-RS); secilmis bir amino asit; ve poliniikleotitin, O-tRNA tarafindan tanman bir selektdr
kodon igerdigi, ilgilenilen bir polipeptiti kodlayan bir poliniikleotit igeren bir niikleik asidi

kapsar.

Birden ¢ok segilmis amino asidin dahil edilmesine izin veren bir hiicrede birden ¢ok O-
tRNA/O-RS ¢ifti de kullanilabilir, Belirli diizenlemelerde, hiicre ayrica, ilave bir farkli O-
tRNA/O-RS c¢ifti ve ikinci bir secilmis amino asit igerebilmekte olup, burada O-tRNA,
ikinci bir selektdr kodonu tanir; O-RS ise tercihen, ikinci segilmis amino asitle O-tRNA'yi
aminoagiller. Ornegin, bir hiicre ayrica, drnegin, Methanococcus jannaschiinin tirosil-
tRNA sentetazindan tiiretilmis bir amber baskilayici tRNA-aminoagil tRNA sentetaz ¢ifti

icerebilir.

O-tRNA ve/veya O-RS, dogal olarak meydana gelebilir ya da Ormegin, ¢esith
organizmalardan tRNA'larin kitapliklarini ve/veya RS'lerin kitapliklarimi olusturan, dogal
olarak meydana gelen bir tRNA ve/veya RS'nin mutasyonu yoluyla tiiretilebilir, Ornegin,
bir ortogonal tRNA/aminoagil-tRNA sentetaz ¢ifti iiretmek icin bir strateji, konakgt
hiicreye, drnegin, konakei hiicre disindaki bir kaynaktan veya birden ¢ok kaynaktan bir
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heterojen tRNA/sentetaz ¢ifti almmasidir. Heterolog sentetaz adayimin dzellikleri, dmegin,
herhangi bir konakg¢r hiicre tRNA'sim yliklememeyi, heterolog tRNA adaymin ozellikleri
ise, Ornegin, herhangi bir konake: hiicre sentetazi tarafindan aminoacillenmemeyi igerir.

[lave olarak, heterolog tRNA, tiim konake1 hiicre sentetazlarina ortogonaldir.

Bir ortogonal ¢ift olusturmak i¢in ikinci bir strateji, bir O-tRNA veya O-RS taramak
ve/veya se¢mek icin mutant kitapliklarin  olusturulmasimi  kapsar. Bu stratejiler

birlestirilebilir.

Cesitli diizenlemelerde, O-tRNA ve O-RS, en az bir adet organizmadan tiiretilir. Bir bagka
diizenlemede, O-tRNA, bir birinci organizmadan, dogal olarak meydana gelen veya
mutasyona ugratilmis dogal olarak meydana gelen bir tRNA'dan tiiretilir; O-RS ise ikinci
bir organizmadan, dogal olarak meydana gelen veya mutasyona ugratilmis dogal olarak
meydana gelen RS'den tiiretilir. Bir diizenlemede, birinci ve ikinci organizmalar farkhdir.
Ormegin, bir ortogonal cift, Methanobacterium thermoautotrophicum'dan tiretilmis bir
tRNA sentetaz ve bir arke tRNA'sindan (6rnegin, Halobacterium sp. NRC-1'den) tiiretilmis
bir tRNA icerebilir. Alternatif olarak, birinci ve ikinci organizmalar ayni olabilir. Ilave

bilgiler i¢in "Kaynaklar ve Konakc¢1 Organizmalar" baslikli béliime bakiniz.

Mevcut bulusun belirli diizenlemelerinde, meveut agiklamanmn bir O-tRNA'si, DIZI ID
NO.: 1, 2 veya 3'te ortaya kondugu gibi bir poliniikleotit dizisi, ya da onun bir tamamlayic1
polintkleotit dizisi, ya da onun konservatif bir varyasyonunu igerir veya onun tarafindan
kodlanir. Ayrica buradaki "Niikleik Asit ve Polipeptit Dizi ve Varyantlan" baglikli bolime

bakiniz.

Ortogonal tRNA (O-tRNA)

Bir ortogonal tRNA (O-tRNA), se¢ilmis bir amino asidin, dmegin in vivo veya in vitro
olarak, O-tRNA tarafindan tanman bir selektdr kodon iceren bir poliniikleotit tarafindan
kodlanan bir proteine dahil edilmesine aracilik eder. Mevcut agiklamanin bir O-tRNA's1,
kimyasal veya enzimatik aminoagilasyon dahil, ancak bunlarla sinirlt olmamak lizere,
herhangi bir usul veya teknikle, arzu edilen bir amino asitle aminoagillenebilir. Mevcut
aciklamanin aminoagillenmis O-tRNA'st dogrudan bir translasyon sistemine ilave
edilebilir. Mevcut acgiklamanin bir O-tRNA's1, in vitro veya in vivo olarak, bir RS
tarafindan segilmis bir amino asitle aminoagillenebilir. Ayrica, RS, bir O-RS olabilir.
Mevcut agiklamanin bir O-tRNA's1, dogrudan ya da bir O-tRNA veya onun bir bolimiinii

kodlayan bir poliniikleotit saglama yoluyla translasyon sistemine (6rnegin, in vitro
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translasyon bilesenleri, veya bir hiicre) saglanabilir. Omegin, bir O-tRNA veya bir b3limii,
DIZI ID NO.: 1, 2, 3'te ortaya kondugu gibi bir poliniikleotit dizisi veya onun bir

tamamlayici poliniikleotit dizisi veya onun bir konservatif varyasyonu ile kodlanir.

Mevcut aciklamanin bir O-tRNA's1, bir selektér kodona tepki olarak aym tlirden bir
sentetaz mevcudiyetinde baskilama aktivitesi icerir. Baskilama aktivitesi, teknikte bilinen
cesitli deneylerden herhangi biriyle belirlenebilir. Ornegin, bir f-galaktosidaz haberci
deneyi kullanilabilir. Promoter kontrolii altinda lacZ geni eksprese eden bir plazmitin bir
tirevi kullanilmakta olup, 6rmegin burada /acZmin VVLQRRDWEN peptitinin Leu-25',
bir selektdr kodonla (6megin, TAG, TGA, AGGA vs. kodonlan) ya da tirosin, serin, 18sin
vs. i¢in sens kodonlariyla (bir kontrol olarak) degistirilir. Tiiretilmis lacZ plazmiti, mevcut
actklamanin bir O-tRNA'sin1 igeren plazmitle birlikte, uygun bir organizmadan (6rnegin,
ortogonal bilesenlerin kullanilabildigi bir organizmadan) hiicrelere dahil edilir. Ayni tiirden
bir sentetaz da dahil edilebilir (eksprese edildiginde ayni tiirden sentetazi kodlayan bir
polipeptit veya bir poliniikleotit olarak). Hiicreler, ortam iginde arzu edilen yogunluga
kadar, drnegin yaklagik (.5 seviyesinde ODggo'e kadar biiyiitiiliir ve 6rnegin BetaFluor™ [3-
Galaktosidaz Deney Kiti (Novagen) kullanilarak B-galaktosidaz deneyleri yiirtitiiliir. Yiizde
baskilama, karsilastirilabilir bir kontrole, ornegin tiiretilmis lacZ yapisindan gozlenen
degere kiyasla bir numune igin aktivitenin ylizdesi olarak hesaplanmakta olup, burada vapi,

bir selekttr kodon yerine arzu edilen pozisyonda miitekabil bir sens kodonuna sahiptir.

tRNA molekiilinde, Timin (T), Urasil (U) ile degistirilir. Ayrica, bazlarda ilave
modifikasyonlar mevcut olabilir. Ayrica O-tRNAmmm konservatif varyasyonlar
agiklanmaktadir. Ornegin, O-tRNA'in konservatif varyasyonlari, O-tRNA gibi fonksiyon
gerceklestiren molekiilleri icerir ve tRNA L sekilli yapiyr muhafaza eder, ancak aym diziye
sahip degildir (ve vahsi tip tRNA molekillerinden farklidir). Ayrica buradaki "Niikleik
Asit ve Polipeptit Dizi ve Varyantlar" baslikh bélime bakiniz.

Bir O-tRNA iceren bilesim ayrica, bir ortogonal aminoagil-tRNA sentetaz (O-RS)
icerebilmekte olup, burada O-RS, tercihen, O-tRNA'y1 se¢ilmis bir amino asitle (6rnegin,
dogadis1 bir amino asitle) aminoagciller. Belirli diizenlemelerde, bir O-tRNA igeren bir
bilesim ayrica bir translasyon sistemi (6megin, bir in vitro veya bir in vivo translasyon
sistemi) igerebilir. Hiicrede veya diger translasyon sisteminde, poliniikleotitin, O-tRNA
tarafindan tanman bir veya daha ¢ok selektdr kodon ya da bunlardan bir veya daha

fazlasinin bir kombinasyonunu igerdigi, ilgilenilen bir polipeptiti kodlayan bir

42



10

15

20

25

30

EP-17501

poliniikleotiti igeren bir niikleik asit de mevcut olabilir. Ayrica buradaki "Ortogonal

Aminoagil-tRNA Sentetazlar (O-RS)" baglikli boliime bakiniz,

Burada ayrica bir ortogonal tRNA (O-tRNA), 6érnegin bir O-tRNA Uretmek i¢in usuller de
aciklanmaktadir. Bu usulle iiretilen bir tRNA, érnegin bir O-tRNA da mevcut agiklamanin
bir &zelligidir.

Bir ortogonal tRNA iiretme usulleri, bir selektér kodonun (6rnegin, bir amber kodon, bir
opal kodon, dort bazli bir kodon vs.) taninmasina imkan vermek i¢in her bir tRNA
havuzunun antikodon ilmegini mutasyona ugratma ve boylece ¢ok sayida potansiyel O-
tRNA saglama; ve ikincil yapidaki kanonik olmayan baz ¢iftlerini tanimlamak i¢in ¢ok
sayida potansiyel O-tRNA'mn bir iiyesinin ikincil yapisim analiz etme, ve iste§e bagh
olarak kanonik olmayan baz ¢iftlerini mutasyona ugratmay (6rnegin, kanonik olmayan baz
ciftleri, kanonik baz c¢iftleri yoniinde mutasyona ugratilir} icerir. Kanonik olmayan baz
giftleri, ikincil yapmnin kok rejyonunda yer alabilir. Bir O-tRNA, arzu edilen bir RS'ye
yonelik afinitesini korurken, baslangi¢ malzemesine (6rnegin, ¢ok sayida tRNA dizisi)
kiyasla, bir veya daha cok karakteristik veya aktivitenin, arzu edilen bir organizma icin

ortogonalitedeki gelisme gibi bir gelismesine sahip olabilir.

Alternatif olarak, O-tRNA'lar, translasyonu etkileyen veya translasyon mekanizmasinin
bilesenleri olan bir veya daha ¢ok molekiille etkilesimini veya bunlara baglanma afinitesini
modiile etmek i¢in, bilinen bir tRNA'min mutasyona ugratilmasi yoluyla gelistirilebilir. Bu
tip bilesenler, uzama faktorlerini igerir, ancak onlarla sinirh degildir. Bakteri uzama
faktorii EF-Tu, protein sentezindeki uzama agamasmda temel bir rol oynar. tRNA'mn
tRNA sentetaziyla aminoacilasyonunun ardindan, EF-Tu, aminoagillenmig tRNA'y1 baglar
ve onu, ribozomun A bdlgesine getirir. Yilkklenmis amino asit ile tRNA arasindaki ester
bagi, EF-Tu ile aminoagillenmis tRNA arasindaki baglanmadan kaynaklanan spontan
hidrolizden korunur. Stortchevoi ve arkadaslar, T¥C kékiindeki E. coli baslatict (RNA™!
U50:G64 wobble baz ¢iftinin mutantlarini arastirdi, ¢linki bu baz ¢iftinin, muhtemelen EF-
Tu.GTP ile aminoacillenmis tRNA arasindaki zayiflatilmis bir etkilesimden dolayi,
tRNA'nin uzamadaki aktivitesini bloke eden ikincil bir negatif determinant oldugu tespit
edilmisti (JBC 2003 278(20):17672-17679). Ayrica, LaRiviere ve digerleri, Science'da (5
Ekim 2001;294(5540):165-8), amino asit ve tRNA cisminin, EF-Tu'ya genel baglayici
afiniteye termodinamik katkilarini agikladilar. tRNA cismi ve amino asidin katkilarinin
birbirinden bagimsiz oldugu ve tRNA'lar dogru olarak acillendiginde birbirlerini

dengelediklerini belirttiler. EF-Tu.GTP ile, dogadis1 amino asitle aminoagillenmis tRNA
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arasindaki etkilesimde degisiklikler, tRNA™mm, ribozomun A boélgesine yiiklenme
verimliligini etkileyebilir. tRNA ile, translasyon mekanizmasimn EF-Tu gibi diger
bilesenleri arasindaki komplekslerin kristal yapilarinin analiz edilmesiyle de potansiyel
mutasyon bolgeleri tespit edilebilir. Ornegin, Nissen ve digerleri, EF-Tu.GTP'hin,
dogrudan maya fenilalanil-transfer RNA'min (Phe-tRNA) TWC kokiiniin fosfat omurgasina
baglandigini belirttiler (Science 1995 270(5241):1464-1472).

Usuller, istege bagli olarak, bir O-tRNA, O-RS ve/veya bunlarin ciftlerinin, spesifik bir
organizma icin ortogonal olduklann gorillen potansiyel adaylarim belirlemek iizere,
tRNA'arin dizilerinin ve/veya aminoagil-tRNA sentetazlarinin  homolojilerinin  analiz
edilmesini igerir. Analiz i¢in, teknikte bilinen ve burada agiklanan bilgisayar programlari
kullanilabilir. Bir prokaryotik organizmada kullanim igin potansiyel ortogonal translasyon
bilesenlerini se¢mek iizere, prokaryotik organizmalara olagandist homoloji gdstermeyen

bir sentetaz ve/veya bir tRNA secilir.

Bir konsensus stratejisi ile bir tRNA havuzu da iiretilebilir. Ornegin, tRNA havuzu, cok
sayida tRNA dizisini hizalama; bir konsensus dizisi belirleme; ve konsensus dizisinin bir
boliimiinii, ¢ogunu veya tamamini kullanarak bir tRNA kitaplig1 olusturma yoluyla tiretilir.
Ornegin bir konsensus dizisi, bir bilgisayar programi (6rnegin, GCG programi pileup) ile
derlenebilir. Istege baglh olarak, programla belirlenen dejenere pozisyonlar, bu
pozisyonlardaki en sik baz olacak sekilde degistirilir. Bir kitaplik, bu alanda bilinen
tekniklerle, konsensus dizisi kullanilarak sentezlenir. Ornegin, konsensus dizisine dayanan
kitaplig1 saglamak i¢in, tRNA geninin her bolgesinin %90 konsensus dizisi ile %10 diger 3
bazin  bir kansimindan olusan katkili  bir kansim olarak  sentezlenebildigi
oligoniikleotitlerin drtiisme uzantis1 kullanmilabilir. Omegin, %75 konsensus dizisi ve %25
diger 3 bazin bir karisimi, %80 konsensus dizisi ve %20 diger 3 bazin bir karisimi, %95
konsensus dizisi ve %3 diger 3 bazin bir karisimi ve benzerleri gibi baska karigimlar da

kullanilabilir.

Mutant tRNA'larin kitapliklari, bu alanda bilinen ¢esitli mutajenez teknikleri kullanilarak
olusturulabilir. Ornegin, mutant tRNA'lar, bdlgeye 6zgii mutasyonlar, rasgele nokta
mutasyonlar, homolog rekombinasyon, DNA kanstirma veya diger tekrarlamali mutajenez

usulleri, kimerik yap1 veya bunlarin herhangi bir kombinasyonuyla olusturulabilir.

Bir tRNA'min arzu edilen bir ilmeginde veya rejyonunda, drnegin bir antikodon ilmegi,
akseptor koki, D kolu veya ilmegi, degisken ilmek, TPC kolu veya ilmegi, tRNA
molekiilinin  diger rejyonlar1 veya bunlarin bir kombinasyonunda spesifik bir
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pozisyonda/pozisyonlarda, 6megin konservatif olmayan bir pozisyonda/pozisyonlarda,
veya konservatif bir pozisyonda/pozisyonlarda, rasgele bir pozisyonda/pozisyonlarda ya da
bunlarin  bir kombinasyonunda ilave mutasyonlar eklenebilir. Mutasyonlar, kok

rejyonundaki eslesen baz ciftlerini icerebilir.

Tipik olarak bir O-tRNA, hiicrelerin ¢ok sayida potansiyel O-tRNA'nin bir tiyesini igerdigi
bir birinci tiirden hiicre popiilasyonunu negatif se¢ime tabi tutma yoluyla elde edilir.
Negatif segim, ¢ok sayida potansiyel O-tRNA'n, hiicrelere endojen olan bir aminoagil-
tRNA sentetaz1 (RS) ile aminoacillenmis bir iiyesini igeren hiicreleri ortadan kaldinr. Bu,

birinei tiirden hiicreye ortogonal tRNA'larin bir havuzunu saglar.

Negatif se¢imin belirli diizenlemelerinde, bir negatif secim isaretini (Srnegin, antibiyotik
direnci kazandiran bitr enzim, drnegin p-laktamaz, saptanabilir bir {iriin saglayan bir enzim,
ornegin (-galaktosidaz, kloramfenikol asetiltransferaz (CAT), 6rnegin zorunlu olmayan bir
pozisyonda barnaz gibi toksik bir {iriin vs.) kodlayan poliniikleotite bir selektér kodon
dahil edilir. Tarama/secim, hiicre popiilasyonunun bir se¢im maddesinin (drnegin,
ampisilin gibi bir antibiyotik) mevcudiyetinde biiyiitiilmesi yoluyla yapilabilir. Bir

diizenlemede, se¢im maddesinin konsantrasyonu degiskendir.

Ornegin, baskilayict tRNATmin aktivitesini dlgmek icin, selektér kodonun in vive
baskilanmasina dayanan bir se¢im sistemi, drnegin P-laktamaz (b/a} icin bir gen gibi bir
negatif secim 1saretini kodlayan bir poliniikleotite katilan nonsens veya ¢ergeve kaymasi
mutasyonlar1 kullanilir. Ornegin, belirli bir pozisyonda, érnegin TAG, AGGA ve TGA ile
polintikleotit varyantlart, 6rnegin hla varyantlar olusturulur. Hiereler (6rnegin bakteriler)
bu poliniikleotitlerle doniistiiriilir. Endojen E. coli sentetazlan ile verimli sekilde
yiklenemeyen bir ortogonal tRNA durumunda, antibiyotik direnci (érnegin ampisilin
direnci), yaklasik olarak plazmit olmadan doniistiiriilmiis bir bakteriye direnc kadar, veya
bundan daha az olmalidir. tRNA ortogonal degilse, veya sistemde, tRNA'y1 yiikleme
kabiliyetine sahip bir heterolog sentetaz birlikte eksprese edilirse, daha ylksek bir seviyede
antibiyotik (drnegin ampisilin) direnci gézlenir. Plazmitler olmadan déniistiiriilen hiicrelere
yaklasik olarak esit antibiyotik konsantrasyonlar1 ile LB agar plakalarinda biyiiyemeyen

hiicreler, drnegin bakteriler secilir.

Toksik bir iiriin (6rnegin riboniikleaz barnaz) durumunda, ¢ok sayida potansiyel tRNA'nin
bir iiyesi, endojen konak¢i, ©6rnefin Escherichia coli sentetazlart tarafindan
aminoagillendiginde (yani, konak¢iya, 6rnegin Escherichia coli sentetazlarina ortogonal
olmadiginda), selektér kodon baskilanir ve diretilen toksik poliniikleotit tirtinii hiicre
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olimiine yol acgar. Ortogonal tRNA veya fonksiyonel olmayan tRNA barindiran hiicreler

hayatta kalir,

Bir diizenlemede, arzu edilen bir organizmaya ortogonal tRNA'larin havuzu, daha sonra,
bir selektdr kodunun, érnegin bir (-laktamaz geni gibi bir ila¢ diren¢ geni tarafindan
kodlanan bir pozitif secim isaretine yerlestirildigi bir pozitif se¢ime tabi tutulur. Pozitif
se¢im, tRNA havuzunun bir lyesini kodlayan veya igeren bir poliniikleotit, bir pozitif
se¢im isaretini kodlayan bir poliniikleotit ve aym tirden RS'yi kodlayan bir polintikleotit
iceren hiicre lizerinde gerceklestirilir. Bu poliniikleotitler hiicrede eksprese edilir ve bu
hiicre, bir secim maddesi, drnegin ampisilin mevcudiyetinde biiyiitiilir, tRNA'lar daha
sonra birlikte eksprese edilen aym tiirden sentetaz tarafindan aminoacillenme ve bu
selektor kodona tepki olarak bir amino asit ekleme kabiliyetlerine gore secilir. Tipik olarak
bu hiicreler, fonksivonel olmayan tRNA'lar1 veya ilgilenilen sentetaz tarafindan verimli
sekilde taninamayan tRNA'lart barindiran hiicrelere kiyasla, baskilama verimliliginde bir
gelisme gosterir. Fonksiyonel olmayan veya ilgilenilen sentetaz tarafindan verimli sekilde
taninmayan tRNA'lar1 barindiran hiicreler, antibivotige karsi duyarlidir. Bu nedenle, (i)
endojen konakgl, Ornedin Escherichia coli sentetazlar ig¢in siibstratlar olmayan; (ii)
ilgilenilen sentetaz tarafindan aminoagillenebilen; ve (iii} translasyonda fonksiyonel olan

tRNA'lar hayatta kalir.

Yukanda agiklanan usullerde, se¢imin (6rnegin pozitif segim, negatif se¢im veya hem
pozitif hem negatif secim) sikihig istege bagl olarak degistirilebilir. Ornegin, barnazin son
derece toksik bir protein olmasi1 nedeniyle, negatif segimin sikilifi, barnaz genine farkh
sayida selektdér kodonlar eklenerek ve/veya indiiklenebilir bir promoter kullamlarak
denetlenebilir. Bir bagka oOrnekie, se¢im veya tarama maddesinin (dmegin, ampisilin)
konsantrasyonu degistirilir. Bir dzellikte, arzu edilen aktivitenin ilk turlar sirasinda diisiik
olabilmesi nedeniyle sikilik degistirilir, Bu nedenle, se¢imin ilk turlarinda daha az siki
se¢im kriterleri uygulanirken, sonraki turlarda daha siki segim kriterleri uygulanir. Belirli
diizenlemelerde, negatif se¢im, pozitif se¢cim veya hem pozitif hem negatif secim, birden
cok kez tekrarlanabilir. Birden cok farkli negatif secim isareti, pozitif secim igareti veya
hem negatif hem pozitif se¢im isareti kullamilabilir. Belirli diizenlemelerde, pozitif ve

negatif se¢im isareti ayni olabilir.

Agiklamada ortogonal translasyon bilesenlerinin (6rnegin bir O-tRNA, bir O-RS, ve bir O-
tRNA/O-RS ¢ifti) iiretilmesi icin baska segim/tarama tiirleri de kullanilabilir. Ornegin,

negatif se¢im igareti, pozitif segim isareti veya hem pozitif hem negatif segim isareti,

46



10

15

20

25

30

EP-17501

floresan 15181 yayan veya uygun bir reaktan mevcudiyetinde bir luminesan reaksiyonu
katalizleyen bir isaret i¢erebilir. Bir baska diizenlemede, isaretin bir trlin{i, floresans aktif
hiicre siralamas1 (FACS) veya luminesans ile saptanir. Istege bagli olarak, isaret, afinite
bazli bir tarama isaretini igerir. Bakiniz, Francisco, J. A. ve digerleri, (1993) Production
and fluorescence-activated cell sorting of Escherichia coli expressing a functional antibody

fragment on the external surface. Proc Natl Acad Sci U S A. 90:10444-8.

Bir rekombinant ortogonal tRNA dretilmesi icin ilave usuller, émegin "Methods and
Compositions for the Production of Orthogonal tRNA-Aminoacyl tRNA Synthetase Pairs"
baslikli A.B.D. patent basvurusu 10/126,931 ve "In vivo Incorporation of Unnatural Amino
Acids" bashkli 10/126,127 ile "EXPANDING THE EUKARYOTIC GENETIC CODE"
baslikli USSN 10/825,867'de bulunabilir. Bakimiz ayrica, Forster ve digerleri, (2003)
Programming peptidomimetic synthetases by translating genetic codes designed de novo.
PNAS 100(11):6353-6357; ve Feng ve digerleri, (2003), Expanding tRNA recognition of a
tRNA synthetase by a single amino acid change, PNAS 100(10): 5676-5681.

Mevcut agiklamanin bir tRNA's1, kimyasal veya enzimatik aminoacilasyon dahil, ancak
bunlarla sinirli olmamak iizere, herhangi bir usul veya teknikle, arzu edilen bir amino asitle

aminoacillenebilir.

Aminoagilasyon, aminoacil tRNA sentetazlar, veya ribozimler dahil, ancak bununla sinirh
olmamak {tzere, diger enzimatik molekiiller tarafindan gerceklestirilebilir. "Ribozim"
terimi, "katalitik RNA" ile birbirinin yerine kullanilabilir. Cech ve caligma arkadaslan
(Cech, 1987, Science, 236:1532-1539; McCorkle ve digerleri, 1987, Concepts Biochem.
64:221-226), katalizorler olarak gorev yapabilen, dogal olarak meydana gelen RNA'arin
(ribozimler) mevcudiyetini ortaya koymuslardir. Bununla birlikte bu dogal RNA
katalizérlerinin, sadece, bdlinme ve baglanma igin ribontlikleik asit siibstratlar
etkilediginin  gdsterilmis olmasmna ragmen, ribozimlerin yapay evriminin yakin
zamanlardaki gelisimi, kataliz repertuarini, ¢esitlt kimyasal reaksiyonlar1 kapsayacak
sekilde genisletmistir. Calismalarda, aminoa¢il-RNA baglarini kendi (2)3'-terminuslarinda
katalizleyebilen RNA molekiilleri (Illangakekare ve digerleri, 1995 Science 267:643-647)
ve bir amino asidi bir RNA molekiiliinden bir digerine aktarabilen bir RNA molekiili

(Lohse ve digerleri, 1996, Nature 381:442-444) tamimlanmistir,

A.B.D. Patent Bagvurusu Yayim 2003/0228593'te ribozimlerin yapin igin usuller ve
bunlarin, dogal sekilde kodlanmis ve dogal olmayan sekilde kodlanmig amino asitlerle
tRNA'larin  aminoagilasyonunda kullanimi agiklanmaktadir. Ribozimler dahil, ancak
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bunlarla smirli olmamak #izere, tRNA'lar aminoagilleyebilen enzimatik molekiillerin
siibstratla  sabitlestirilmis  formlari, aminoagillenmig  {riinlerin =~ verimli  afinite
saflastirmasina imkan verebilir. Uygun siibstratlarin drmekleri, agaroz, sefaroz ve manyetik
boncuklar1 kapsar. Aminoacilasyon igin ribozimin silibstratla sabitlestirilmis formlarinin
tretimi ve kullanimi, Chemistry and Biology 2003, 10:1077-1084 ve A.B.D. Patent
Basvurusu Yayim 2003/0228593'te aciklanmaktadir.

Kimyasal aminoagilasyon usulleri, Hecht ve ¢alisma arkadaglann (Hecht, S. M. Acc. Chem.
Res. 1992, 25, 545; Heckler, T. GG.; Roesser, J. R.; Xu, C.; Chang, P.; Hecht, S. M.
Biochemistry 1988, 27, 7254; Hecht, S. M.; Alford, B. L.; Kuroda, Y.; Kitano, S. J. Biol.
Chem. 1978, 253, 4517) ve Schultz, Chamberlin, Dougherty ve digerleri (Cornish, V. W ;
Mendel, D.; Schultz, P. G. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1995, 34, 621; Robertson, S. A.;
Ellman, J. A.; Schultz, P. G. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 2722; Noren, C. J.; Anthony-
Cahill, S. J.; Griffith, M. C.; Schultz, P. G. Science 1989, 244, 182; Bain, J. D.; Glabe, C.
G.; Dix, T. A.; Chamberlin, A. R. J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 8013; Bain, J. D. et al.
Nature 1992, 356, 537; Gallivan, J. P.; Lester, H. A.; Dougherty, D. A. Chem. Biol. 1997,
4, 740; Turcatti, et al. J. Biol. Chem. 1996, 271, 19991; Nowak, M. W. ve digerleri,
Science, 1995, 268, 439; Saks, M. E. ve digerleri, J. Biol. Chem. 1996, 271, 23169;
Hohsaka, T. ve digerleri, J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 34) tarafindan, aminoagilasyonda
sentetazlarinin kullantmimi 6nlemek i¢in ortaya konanlari kapsar, ancak bunlarla sinirlh
degildir. Agiklamanin tRNA molekiillerini aminoagillemek i¢gin bu usuller veya bagka

kimyasal aminoagilasyon usulleri kullanilabilir.

In vitro olarak sentezlenen proteinlere bazi biyofiziksel problar eklemek igin, kimyasal
olarak modifiye edilmis aminoagil-tRNA'lardan yararlanilan biyosentetik usuller
kullanilmustir. Asagidaki vayinlara ve icerdikleri referanslara bakiniz: Brunner, J. New
Photolabeling and crosslinking methods, Annu. Rev Biochem, 62:483-514 (1993); ve,
Krieg, U.C., Walter, P., Hohnson, A.E. Photocrosslinking of the signal sequence of nascent
preprolactin of the 54-kilodalton polypeptide of the signal recognition particle, Proc. Natl.
Acad. Sci, 83(22):8604-8608 (1986).

Daha Onceden, dogadisi amino asitlerin, arzu edilen bir amber nonsens mutasyonunu
iceren bir genle programlanmis protein sentezi reaksiyonlarima kimyasal olarak
aminoagillenmis baskilayict tRNA'larin eklenmesi yoluyla, bélgeye 6zgli olarak proteinlere
dahil edilebildigi gosterilmistir. Bu yaklasimlar kullanilarak, yirmi genel amino asitten

bazilari, belirli bir amino asit i¢in oksotrofik olan suslar kullanma yoluyla, yakin yapisal
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homologlarla siibstitiie edilebilir (6rmegin, fenilalanin yerine florofenilalanin). Bakmiz,
omegin, Noren, C.J., Anthony-Cahill, Griffith, M.C., Schultz, P.G. A general method for
site-specific incorporation of unnatural amino acids into proteins, Science, 244: 182-188
(1989); M.W. Nowak ve digerleri, Science 268:439-42 (1995), Bain, J.D., Glabe, C.G.,
Dix, T.A., Chamberlin, A.R., Diala, E.S. Biosynthetic site-specific Incorporation of a non-
natural amino acid into a polypeptide, J. Am Chem Soc, 111:8013-8014 (1989); N. Budisa
ve digerleri, FASEB JI. 13:41-51 (1999); Ellman, J.A., Mendel, D., Anthony-Cahill, S,
Noren, C.J., Schultz, P.G. Biosynthetic method for introducing unnatural amino acids site-
specifically into proteins, Methods in Enz., Cilt 202, 301-336 (1992); ve, Mendel, D.,
Cornish, V.W. ve Schultz, P.G. Site-Directed Mutagenesis with an Expanded Genetic
Code, Anmu Rev Biophys. Biomol Struct. 24, 435-62 (1995).

Ornegin, stop kodonu UAG'yi taniyan bir baskilayict tRNA hazirland: ve dogadisi bir
amino asitle kimyasal olarak aminoagcillendi. Protein genindeki ilgilenilen bolgede, stop
kodonu TAG'yi dahil etmek igin geleneksel bolgeye yonelik mutajenez kullanildi. Bakiniz,
Ornegin, Sayers, J.R., Schmidt, W. Eckstein, F. 5'-3' Exonucleases in phosphorothioate-
based olignoucleotide-directed mutagensis, Nucleic Acids Res, 16(3):791-802 (1988).
Agillenmis baskilayic1 tRNA ve mutant gen bir in vitro kopyalama/translasyon sisteminde
birlestirildiginde, belirtilen pozisyonda o amino asidi igeren bir protein saglayan UAG
kodonuna tepki olarak, dogadist amino asit dahil edildi. [*H]-Phe kullanilan deneyler ve o-
hidroksi asitlerle yapilan deneyler, UAG kodonuyla belirtilen pozisyonda sadece arzu
edilen amino asidin dahil edildigini ve bu amino asidin, proteindeki herhangi bir bagka
bolgede dahil edilmedigini ortaya koydu. Bakimz, émegin, Noren ve digerleri, yukarida;
Kobayashi ve digerleri, (2003) Nature Structural Biology 10(6):425-432; ve, Ellman, J.A.,
Mendel, D., Schultz, P.G. Site-specific incorporation of novel backbone structures into

proteins, Science, 255(5041):197-200 (1992),

Katalitik RNA olusturma usulleri, rasgele ribozim dizilerinin ayr1 havuzlarimi olusturma,
havuzlarda ydnlendirilmis gelisme gergeklestirme, arzu edilen aminoacilasyon aktivitesi
icin havuzlar tarama, ve arzu edilen aminoagilasyon aktivitesini gdsteren ribozimlerin

dizilerini secmeyi kapsayabilir.

Ribozimler, bir GGU motifi ve U y6niinden zengin bir rejyon gibi, agilasyon aktivitesini
kolaylastiran motifler ve/veya rejyonlar igerebilir. Ornegin, U ydniinden zengin
rejyonlarin, bir amino asit siibstratinin taninmasint kolaylastirabildigi ve bir GGU

motifinin, bir tRNA'nin 3' terminuslanyla baz ciftleri olusturabildigi bildirilmigtir. GGU
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motifi ve U ybniinden zengin rejyon, bir arada, aynm zamanda hem amino asidin hem
tRNA'nm eszamanh olarak taninmasim kolaylastirir ve boylece, tRNA™in 3' terminusunun

aminoacilasyonunu kolaylastirir.

Ribozimler, tRNA"cccq ile eslenik, kismen rasgele bir r24mini kullanilarak in vitro
secim, ardindan da aktif klonlarda bulunan bir konsensus dizisinin sistematik mithendisligi
yoluyla olusturulabilir. Bu usulle elde edilen 6rnek bir ribozim, "Fx3 ribozim" olarak
adlandirilmakta ve A.B.D. Yayim Bagvurusu No. 2003/0228593'te agiklanmakta olup, aym
tirden dogal olmayan amino asitlerle yiiklenmis c¢esitli aminoacil-tRNA'larin sentezi i¢in

kullanigh bir katalizdr olarak gdrev yapar,

Aminoagillenmig tRNA'larin verimli afinite saflastirmasina imkan vermek igin bir siibstrat
fizerinde sabitleme kullanilabilir. Uygun silibstratlarim  6rnekleri, agaroz, sefaroz ve
manyetik boncuklan igerir, ancak bunlarla sinirl degildir. Ribozimler, RNA'nin kimyasal
yapisindan yararlanilarak recineler iizerinde sabitlenebilir; 6rnegin RNA'nin ribozundaki
3'-cis-diol, RNA'nin reginenin tizerinde sabitlenmesini kolaylastirmak i¢in mitekabil
dialdehiti saglamak iizere periodat ile oksitlenebilir. Indirgeyici aminasyonun, regine ile
ribozim arasindaki etkilesimi geri dondiiriilemez bir baglanti haline getirdigi ekonomik
hidrazit recinelerini iceren c¢esitli recine tiirleri kullamilabilir. Aminoagil-tRNA'larin
sentezi, bu siitun Ustii aminoacilasyon teknigiyle onemli Olglide kolaylastirilabilir.
Kourouklis ve digerleri (Methods 2005; 36:239-4) siitun bazh bir aminoagilasyon sistemini

aciklamaktadir.

Aminoagillenmig tRNA'larin izolasyonu cesitli yollarla gergeklestirilebilir. Uygun bir usul,
aminoagillenmis tRNA'Tarin, 10 mM EDTA igeren bir sodyum asetat soliisyonu gibi bir
tampon, 50 mM N-(2-hidroksietil)piperazin-N'-(3-propansiilfonik asit), 12.5 mM KCI, pH
7.0, 10 mM EDTA iceren bir tampon, veya basit sekilde bir EDTA tamponlu su (pH 7.0)

ile bir siitundan eliite edilmesidir.

tRNA'nin aminoagillendigi amino asidi, translasyon reaksiyonuyla yapilmig bir polipeptitte
sec¢ilen bir pozisyona dahil etmek icin, mevcut aciklamanin aminoagillenmis tRNA'lar1,
translasyon reaksiyonlarina eklenebilir. Mevcut agiklamanin aminoagillenmis tRNA'larinin
kullanilabildigi translasyon sistemlerinin 6rekleri, hiicre lizatlarim igerir, ancak bunlarla
sinirli degildir. Hiicre lizatlari, bir polipeptitin bir giris mRNA'sindan in vitro translasyonu
igin gereken reaksiyon bilesenlerini saglar. Bu tip reaksiyon bilesenlerinin ornekleri,
ribozomal proteinler, rRNA, amino asitler, tRNA'lar, GTP, ATP, translasyon baslatma ve
uzama faktorleri ve translasyonla iliskili ilave faktorleri icerir, ancak bunlarla simirh
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degildir. flave olarak, translasyon sistemleri, kesikli translasyonlar veya bolmelere ayrilmis
translasyon olabilir. Kesikli translasyon sistemleri, reaksiyon bilesenlerini tek bir bélmede
bir araya getirirken, bdlmelere ayrilmis translasyon sistemleri, translasyon reaksiyonu
bilesenlerini, translasyon verimliligini engelleyecek sekilde reaksivon irilinlerinden ayirir.

Bu tip translasyon sistemleri ticari olarak temin edilebilir.

Aynica, birlestirilmis bir kopyalama/translasyon sistemi kullanilabilir. Birlestirilmis
kopyalama/translasyon sistemleri, bir giris DNA'sinin  miitekabil bir mRNA'ya
kopyalanmasina imkan verir; bu da reaksiyon bilesenleri tarafindan translasyona ugratilir.
Ticari olarak temin edilebilen bir birlestirilmis kopyalama/translasyonun bir érmegi, Rapid
Translation System'dir (RTS, Roche Inc.). Bu sistem, ribozomlar ve translasyon faktérleri
gibi translasyonel bilesenlerin saglanmast i¢in E. coli lizati igeren bir karisimi kapsar. Tlave
olarak, translasyonda kullanilmak tzere giris DNA'sinin bir mRNA sablonuna
kopyalanmasi icin bir RNA polimeraz dahil edilir. RTS, bir kaynak/atik bolmesi ve bir
kopyalama/translasyon bdlmesi dahil olmak tizere, reaksiyon bdlmelerinin arasina konan

bir membran vasitasiyla reaksiyon bilesenlerinin bélmelere ayrilmasindan yararlanabilir.

tRNA'nin aminoacilasyonu, smnirlayict olmamak iizere, transferazlar, polimerazlar, katalitik
antikorlar, ¢ok fonksiyonlu proteinler ve benzerlerini igeren diger maddelerle

gergeklestirilebilir.

Ortogonal Aminoacil-tRNA Sentetazlar (O-RS)

Bir O-RS, tercihen, mevcut agiklamanin bir O-tRNA'sim, in vitro veya in vivo olarak
secilmis bir amino asitle aminoagiller. Meveut agiklamanin bir O-RS's1, bir O-RS igeren
bir polipeptit tarafindan ve/veya bir O-RS veya onun bir bolimiini kodlayan bir
poliniikleotit tarafindan translasyon sistemine (érnegin, in vitro translasyon bilesenleri,
veya bir hiicre) saglanabilir. Bir O-RS veya onun bir b&liimii, bir poliniikleotit dizisi veya
onun bir tamamlayict poliniikleotit dizisi veya onun bir konservatif varyasyonu ile
kodlanir. Mevcut agiklamanin bir O-tRNA's1, burada agiklananlar dahil, ancak bunlarla

sinirl olmamak lizere, cesitli farkli O-RS molekiilleri tarafindan aminoacillenebilir.

Bir O-tRNA (6megin bir O-tRNA) ile kullanima ydnelik bir ortogonal aminoacil-tRNA
sentetazin (O-RS), émegin bir O-RSmin tammmlanmasi i¢cin usuller de aciklanmaktadir.
Ornegin bir usul, bir birinci tiirden hiicre popiilasyonunun pozitif segime tabi tutulmasim
icermekte olup, burada hiicrelerin her biri asagidakileri kapsar; 1) ¢ok sayida aminoagil-

tRNA sentetazin (RS) bir iiyesi, burada ¢ok sayida RS, mutant RS'leri, birinci tiir disindaki
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bir tiirden tiretilmis RS'lert ve hem mutant RS'leri hem birinci tiir disindaki bir tiirden
tiretilmis RS'leri igerir; 2) ikinci bir tiirden ortogonal tRNA (O-tRNA); ve 3) bir pozitif
secim isaretini kodlayan ve en az bir adet selektér kodon iceren bir polinlikleotit. Cok
saylda RS'nin eksik oldugu veya daha az miktarda liyesini igeren hiicrelere kiyasla,
baskilama verimliliginde bir gelisme goésterenler icin hucreler secilir veya taranir.
Baskilama verimliliginde bir gelismeye sahip hiicreler, O-tRNA'y1 aminoagilleyen bir aktif
RS igerir. Birinei tirden bir birinci tRNA kiimesinin aktif RS'si ile bir aminoagilasyon (in
vitro veya in vivo) seviyesi, ikinci tlirden bir ikinei tRNA kiimesinin aktif RS'si ile
aminoagilasyon (in vitro veya in vivo) seviyesiyle karsilastirihr. Aminoagilasyonun
seviyesi, saptanabilir bir madde (&rnegin, etiketlenmis bir amino asit veya dogadig1 amino
asit) ile belirlenebilir. Tkinci tRNA kiimesini, birinci tRNA kiimesine kiyasla daha verimli
bigimde aminoagilleyen aktif RS secilir ve bdylece, O-tRNA ile kullanim i¢in ortogonal

aminoacil-tRNA sentetaz saglanir.

Aminoagcilasyonu belirlemek i¢in herhangi bir sayida deney kullanilabilir. Bu deneyler in
vitro veya in vivo olarak gergeklestirilebilir. Ornegin, in vitro aminoacilasyon deneyleri,
ornegin Hoben, P. ve Soll, D. (1985) Methods Enzymol. 113:55-59%'da ve A.B.D. Patent
Basgvurusu Yayin No. 2003/0228593'te agiklanmaktadir. Aminoagilasyon ayrica, ortogonal
translasyon bilesenleriyle birlikte bir haberci kullanma ve bir protein kodlayan en az bir
adet selektor kodon igeren bir poliniikleotit eksprese eden bir hiicrede haberciyi saptama
yoluyla da belirlenebilir. Bakimz ayrica, "IN VIVO INCORPORATION OF
UNNATURAL AMINO ACIDS" baglhkli A.B.D patent basvurusu 10/126,927, ve
"EXPANDING THE EUKARYOTIC GENETIC CODE" baglhikli USSN 10/825,867.

Tammlanmig bir O-RS, sadece arzu edilen bir dogadisi amino asidin O-tRNA'ya
yiiklenecegi, ancak 20 genel amino asitten hicbirinin O-tRNA'ya yliklenmeyecegi sekilde,
sentetazin siibstrat spesifikligini degistirmek igin ayrica manipiile edilebilir. Dogadis1 bir
amino asit i¢in bir siibstrat spesifiklifine sahip bir ortogonal aminoacil tRNA sentetaz
olusturma usulleri, Ornegin sentetazdaki aktif bolgede, sentetazdaki diizenleme
mekanizmas1 bdlgesinde, sentetazlarm farklh bolgelerini birlestirme yoluyla farkh
bélgelerde veya benzer yollarla sentetazi mutasyona ugratma ve bir secim islemi
uygulamay1 igerir. Bir pozitif secim ve ardindan bir negatif se¢imin kombinasyonuna
dayanan bir strateji kullanilir. Pozitit se¢imde, bir pozitit isaretin zorunlu olmayan bir
pozisyonunda/pozisyonlarinda katilan selektor kodonun baskilanmasi, hiicrelerin pozitif

secim baskisi altinda hayatta kalmasina imkan verir. Bu sekilde, hem dogal hem dogadisi
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amino asitlerin mevcudiyetinde, hayatta kalanlar, ortogonal baskilayict tRNA'y1 dogal veya
dogadis1 bir amino asitle yikleyen aktif sentetazlan kodlar, Negatif se¢imde, bir negatif
isaretin zorunlu olmayan bir pozisyonunda/pozisyonlarinda katilan bir selektér kodonun
baskilanmasi, dogal amino asit spesifikliklerine sahip sentetazlari kaldirir. Negatif ve
pozitif se¢imin hayatta kalanlari, ortogonal baskilayici tRNA'y1 sadece dogadisi amino
asitlerle aminoagilleyen (yiikleyen) sentetazlar1 kodlar. Bu sentetazlar daha sonra ilave
mutajeneze, drnegin DNA karistirma veya diger tekrarlamali mutajenez usullerine tabi

tutulabilir.

Mutant O-RS'lerin kitapligi, bu alanda bilinen ¢esitli mutajenez teknikleri kullanilarak
olusturulabilir. Ornedin, mutant RS'ler, bdlgeye 6zgii mutasyonlar, rasgele nokta
mutasyonlar, homolog rekombinasyon, DNA karistirma veya diger tekrarlamali mutajenez
usulleri, kimerik yapt veva bunlarin herhangi bir kombinasyonuyla olusturulabilir.
Ornegin, bir mutant RS kitapligi, iki veya daha cok sayida baska (6rnegin daha kiigiik,
daha az cesitli) "alt kitaphik"tan iretilebilir. Dogal gesitlilik iceren kitaplhiklar gibi, gesitli
organizmalardan (6rnegin, Gbakteriler veya arkebakteriler gibi mikroorganizmalar) tRNA
sentetazlarin kitapliklarinin (bakimz 6rnedin, A.B.D. Patenti No. 6,238,884, Short ve
digerleri; A.B.D. Patenti No. 5,756,316, Schallenberger ve digerleri; A.B.D. Patenti No.
5,783,431, Petersen ve digerleri; A.B.D. Patenti No. 5,824,485, Thompson ve digerleri;
A.B.D. Patenti No. 5,958,672, Short ve digerler1) istege bagli olarak olusturuldugu ve

ortogonal ¢iftler i¢in tarandig belirtilmelidir.

Sentetazlar pozitif ve negatif se¢im/tarama stratejisine tabi tutuldugunda, bu sentetazlar
daha sonra ilave mutajeneze tabi tutulabilir, Ornegin, O-RS'yi kodlayan bir niikleik asit
izole edilebilir; niikleik asitten, mutasyona ugratilms {(&rmegin, rasgele mutajenez, bolgeye
yonelik mutajenez, rekombinasyon veya bunlarin herhangi bir kombinasyonu yoluyla) O-
RS'leri kodlayan bir poliniikleotit kiimesi olusturulabilir; ve bu ayri ayr1 asamalar veya bu
asamalarin bir kombinasyonu, dogadist amino asitle O-tRNA'y1 tercihen aminoagcilleyen
mutasyona ugratilmis bir O-RS elde edilene kadar tekrarlanabilir. Mevcut bulusun bir

6zelliginde, bu agsamalar birden ¢ok kere, drnegin en az iki kere gerceklestirilebilir.

O-tRNA, O-RS veya bunlarn ciftlerinin tretilmesi i¢in, mevcut agiklamanin usullerinde
ilave se¢im/tarama sikilif1 seviyeleri de kullanilabilir. Se¢im veya tarama sikiligi, bir O-RS
tiretme usuliiniin bir veya her iki asamasinda degistirilebilir. Bu, 6érnegin, kullanilan
segim/tarama maddesinin miktarmi degistirme ve benzerlerini igerebilir. Tlave pozitif

ve/veya negatif se¢im turlan da gergeklestirilebilir. Se¢me veya tarama ayrica, 6rnegin
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amino asit gegirgenliginde bir degisiklik, translasyon verimliliginde bir degisiklik,
translasyon sadakatinde bir degisik ve benzerlerini igeren bir veya daha cok pozitif veya
negatif se¢cim veya taramayr da kapsayabilir. Tipik olarak, bir veva daha ¢ok degisiklik,
protein Uretmek igin bir ortogonal tRNA-tRNA sentetaz ¢iftinin kullanildigi bir

organizmada bir veya daha ¢ok gendeki bir mutasyona dayanir.

Mevcut agiklamada 6rnegin O-RS, O-tRNA ve O-tRNA/O-RS ¢ifti i¢in baska se¢im tiirleri
kullanilabilir. Pozitif se¢im isareti, smmirlayici olmamak iizere, biiylime i¢in bir besin
takviyesi saglayan bir iriin igeren ¢esitli molekiillerden herhangi biri olabilir ve se¢im,
besin takviyesi igermeyen bir ortamda gerceklestirilir, Pozitif se¢im isarctlerini kodlayan
poliniikleotitlerin &rnekleri, bir hiicrenin amino asit oksotrofisini tamamlamaya dayanan
bir haberci gen, bir his3 geni (6rnegin his3 geninin, 3-aminotriazol (3-AT) saglanarak
saptanan bir imidazol gliserol fosfat dehidratazi kodladig: yerlerde), ura3 geni, leu2 geni,
lys2 geni, lacZ geni, adh geni ve benzerlerini igerir, ancak bunlarla sinirli degildir. Bakiniz,
omegin, G. M. Kishore, & D. M. Shah, (1988), Amino acid biosynthesis inhibitors as
herbicides, Annual Review of Biochemistry 57:627-663. Bir diizenlemede, lacZ iiretimi
orto-nitrofenil-p-D-galaktopiranosid (ONPG) hidroliziyle saptanir. Bakimiz, éregin, 1. G.
Serebriiskil ve E. A. Golemis, (2000), Uses of lacZ to study gene function: evaluation of
beta-galactosidase assays employed in the yeast two-hybrid system, Analytical
Biochemistry 285:1-15. Ilave pozitif segim isaretleri, érnegin lusiferaz, yesil floresan
proteini (GFP), YFP, EGFP, RFP, bir antibiyotik diren¢ geninin Uriinii (6rnegin,
kloramfenikol asetiltransferaz (CAT)), bir kopyalamay1 diizenleyici protein (6rnegin,
GAL4) ve benzerlerini icerir, Istege bagl olarak, bir pozitif se¢im isaretini kodlayan bir

polintikleotit, bir selektdr kodon igerir.,

Pozitif secim isaretini kodlayan bir poliniikleotit, bir tepki elemanina calisabilir durumda
baglanabilir. Tepki elemanindan kopyalamayr diizenleyen bir kopyalamay: diizenleyici
proteini kodlayan ve en az bir adet selektor kodon igeren ilave bir poliniikleotit de mevcut
olabilir. Dogadist amino asidin, dogadigi amino asitle aminoagillenmis O-tRNA tarafindan
kopyalamay1 diizenleyici proteine dahil edilmesi, pozitif se¢im isaretini kodlayan
poliniikleotitin (6megin, haberci gen) kopyalanmasina yol acar. Istege bagh olarak,
selektdr kodon, kopyalamay1 diizenleyici proteinin bir DNA baglayict bélgesini kodlayan

bir poliniikleotitin bir bdliimiiniin iginde veya esas itibariyle onun yakininda yer alir.

Negatif se¢im isaretini kodlayan bir poliniikleotit ayrica, kopvalamay1 diizenleyici

proteinin kopyalamaya aracilik ettigi bir tepki elemanina c¢alisir durumda baglanabilir.
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Bakimiz, 6megin, A. J. DeMaggio ve digerleri, (2000), The yeast split-hybrid system,
Method Enzymol. 328:128-137; H. M. Shih ve digerleni, {1996), A positive genetic
selection for disrupting protein-protein interactions: identification of CREB mutations that
prevent association with the coactivator CBP, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 93:13896-
13901; M. Vidal ve digerleri, (1996), Genetic characterization of a mammalian protein-
protein interaction domain by using a yeast reverse two-hybrid system, Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A. 93:10321-10326; ve M. Vidal ve digerleri, (1996), Reverse two-hybrid and
one-hybrid systems to detect dissociation of protein-protein and DNA-protein interactions
(Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 93:10315-10320). Dogal bir amino asidin, dogal bir amino
asitle aminoagillenmis O-tRNA tarafindan kopyalamay: diizenleyici proteine dahil
edilmesi, negatif segim isaretinin kopyalanmasina yol agar. Istege bagl olarak, negatif
secim isareti bir selektor kodon igerir. Bu agiklamanin pozitif se¢im isareti ve/veya negatif
secim isareti, her biri veya her ikisi en az iki farkli selektér kodon veya aymi selektor

kodondan en az iki adet icerebilen en az iki selektdr kodon icerebilir.

Kopyalamay1 diizenleyici protein, bir niikleik asit dizisine (Srnegin, bir tepki elemamn)
baglanan (dogrudan veya dolayli olarak) ve tepki elemanina ¢alisabilir durumda baglh olan
bir dizinin kopyalanmasini diizenleyen bir molekiildiir. Bir kopyalamayi diizenleyici
protein, bir kopyalama aktivatdr proteini (6rnegin, GAL4, niikleer hormon reseptorleri,
APl, CREB, LEF/tcf familyas1 uyeleri, SMAD'ler, VP16, SP1 vs.), bir kopyalamay
baskilayici protein (6rnegin, niikleer hormon reseptorleri, Groucho/tle familyasi, Engrailed
familyas1 vs.), veya ortama bagli olarak her iki aktiviteye sahip olabilen bir protein
(ornegin, LEF/tcf, homobox proteinleri vs.) olabilir. Bir tepki clemam, tipik olarak,
kopyalamay1 diizenleyici protein tarafindan tanmmnan bir niikleik asit dizisi ya da

kopyalamay1 diizenleyici proteinle uyum iginde hareket eden ilave bir maddedir.

Bir kopyalamay: diizenleyici proteinin bir baska drnegi, kopyalama aktivatdr proteini
GALA4'tlr. Bakiniz, 6rnegin, A. Laughon ve digerleri, (1984), Identification of two proteins
encoded by the Saccharomyces cerevisiae GAL4 gene, Molecular & Cellular Biology
4:268-275; A. Laughon ve R. F. Gesteland, (1984), Primary structure of the
Saccharomyces cerevisiae GAL4 gene, Molecular & Cellular Biology 4:260-267; L.
Keegan ve digerleri, (1986}, Separation of DNA binding from the transcription-activating
function of a eukaryotic regulatory protein, Science 231:699-704; ve, M. Ptashne, (1988),
How eukaryotic transcriptional activators work, Nature 335:683-689. Bu 881 amino asitli

proteinin N-terminal 147 amino asidi, DNA dizisini spesifik olarak baglayan bir DNA
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baglayic1 bolge (DBD) olusturur. Bakimz, érnegin, M. Carey ve digerleri, (1989), An
amino-terminal fragment of GAL4 binds DNA as a dimer, J. Mol. Biol. 209:423-432; ve,
E. Giniger ve digerleri, (1985), Specific DNA binding of GAL4, a positive regulatory
protein of yeast, Cell 40:767-774. DBD, araya giren bir protein dizisivle, DNA'ya
baglandiginda kopyalamay: aktif hale getirebilen bir C-terminal 113 amino asit aktivasyon
bélgesine (AD) baglanir. Bakiniz, 6rnegin, J. Ma ve M. Ptashne, (1987), Deletion analysis
of GAL4 defines two transcriptional activating segments, Cell 48:847-853: ve, J. Ma ve M.
Ptashne, (1987}, The carboxy-terminal 30 amino acids of GAL4 are recognized by GALSO0,
Cell 50:137-142. Amber kodonlarin, 6rnegin hem GAL4'Un N-terminal DBD'sini hem de
C-terminal  AD'sini  igeren tek bir polipeptitin  N-terminal DBD'si  yOniinde
yerlestirilmesiyle, O-tRNA/O-RS ¢ifti tarafindan amber baskilamasi, GAL4 tarafindan
kopyalama aktivasyonuna baglanabilir. Genle hem pozitif hem negatif segimler

gerceklestirmek igin GAL4 aktif haberci genleri kullanilabilir.

Negatif se¢im i¢in kullanilan ortam, negatif secim isareti tarafindan saptanabilir bir
maddeye doniistiiriilen bir se¢im veya tarama maddesi igerebilir. Burada agiklandigr gibi
saptanabilir madde, toksik bir madde olabilir. Bir negatif secim isaretini kodlayan bir
poliniikleotit, 6rnegin bir ura3 geni olabilir. Ornegin, URA3 habercisi, GAL4 DNA
baglayici bolgelerini igeren bir promoterin denetimi altinda yerlestirilebilir. Negatif se¢im
isareti, ornegin selektér kodonlarla GAL4'i kodlayan bir poliniikleotitin translasyonu
yoluyla iiretildiginde, GAL4, URA3%in kopyalanmasini aktif hale getirir. Negatif segim,
ura3 geninin gen Uriini tarafindan saptanabilir maddeye (6rmegin, hiicreyi dldiiren toksik
bir madde) doniistiiriilen 5-floro orotik asit (5-FOA) ig¢eren bir ortamda gergeklestirilir,
Bakimz, dmegin, J. D. Boeke ve digerleri, (1984), A positive selection for mutants lacking
orotidine-5'-phosphate decarboxylase activity in yeast: S-fluoroorotic acid resistance,
Molecular & General Genetics 197:345-346); M. Vidal ve digerleri, (1996), Genetic
characterization of a mammalian protein-protein interaction domain by using a yeast
reverse two-hybrid system., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 93:10321-10326; ve, M. Vidal
ve digerleri, (1996), Reverse two-hybrid and one-hybrid systems to detect dissociation of
protein-protein and DNA-protein interactions., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 93:10315-
10320.

Pozitif secim igareti gibi, negatif se¢im isareti de gesitli molekiillerden herhangi biri
olabilir. Pozitif segim isareti ve/veya negatif se¢im isareti, floresan 15181 yayan ve uygun

bir reaktanin mevcudiyetinde bir luminesan reaksiyonu katalizleyen bir polipeptit olabilir.
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Omegin, negatif segim isaretleri, dmegin lusiferaz, yesil floresan proteini (GFP), YFP,
EGFP, RFP, bir antibiyotik diren¢ geninin {iriinii (6rmegin, kloramfenikol asetiltransferaz
(CAT)), bir lacZ geninin {riinii, bir kopyalamayi diizenleyici protein ve benzerlerini igerir,
ancak bunlarla sinirli degildir. Pozitif secim isareti ve/veya negatif se¢im isareti, floresans
aktif hicre siralamast (FACS) veya luminesans ile saptanabilir. Pozitif se¢im isareti
ve/veya negatif se¢im isareti, afinite bazli bir tarama isaretini igerebilir. Ayn1 polintkleotit
hem pozitif segim isaretini, hem negatif secim isaretini kodlayabilir. Ornegin, pozitif se¢im
agamasi, negatif se¢cim asamasi ve hem pozitif hem negatif secim agamalari bir habercinin
kullamlmasim igerebilir; burada haberci, floresans aktif hiicre siralamasi (FACS) ile
saptanir. Ornegin, ilk olarak bir pozitif segim isaretiyle, 6rnegin kloramfenikol
asetiltransferaz (CAT) geniyle bir pozitif se¢im yapilabilir (burada CAT geni, CAT geninin
icinde bir selektér kodon, d6rnegin bir amber stop kodonu igerir); ardindan da bir negatif
isaret, oOrnegin T7 RNA polimeraz geni icindeki pozisyonlarda bir selektor
kodonw/kodonlart (Smegin iki veya daha ¢ok) baskilama kabiliyetinin olmamasina
dayanan bir negatif secim taramasi ger¢eklestirilir. Pozitif se¢im isareti ve negatif se¢im
isareti aym vektorde (6rnegin, plazmit) bulunabilir. Negatif isaretin ekspresyonu,
habercinin, 6rnegin yesil floresan proteininin (GFP) ekspresyonunu harekete gegirir. Segim
ve taramanin sikilifi degisebilir; érnegin habercinin floresans i¢in ihtiyag duydugu 1518in
siddeti degisebilir. FACS ile taranan bir pozitif secim isareti olarak bir haberciyle bir
pozitif secim yapilabilir; ardindan da bir negatif isaret, drnegin barnaz geni igindeki
pozisyonlarda bir selektdér kodonwkodonlar (6megin iki veya daha ¢ok) baskilama

kabiliyetinin olmamasina dayanan bir negatif se¢im taramast gergeklestirilir,

Istege bagh olarak, haberci, bir hiicre yiizeyinde, dmegin bir faj gériintiilemesinde veya
benzerinde gosterilir. Hiicre yiizeyi gorlintiilemesi, 6rnegin OmpA bazli hiicre ylizeyi
gdériintiileme sistemi, Escherichia coli hiicresinin yiizeyinde belirli bir epitopun, érnegin bir
dig membran porin OmpA'ya kaynastirilmis bir polioviriis C3 peptitin ekspresyonuna
dayanir. Bu epitop, sadece protein mesajinda bir selektér kodon, translasyon sirasinda
baskilandiginda hiicre yiizeyinde goriintiilenir. Gériintiilenen peptit daha sonra, kitapliktaki
mutant aminoagil-tRNA sentetazlardan biri taratindan taninan amino asidi igerir, ve
miitekabil sentetaz genini igeren hiicre, spesifik dogadisi amino asitleri igeren peptitlere
kars1 gogaltilan antikorlarla izole edilebilir. OmpA bazl hiicre ylizeyi gériintilleme sistemi,
Georgiou ve digerleri tarafindan faj goériintiilemeye bir alternatif olarak gelistirilmis ve

optimize edilmigtir. Bakiniz, Francisco, J. A., Campbell, R., Iverson, B. L. ve Georgoiu, G.
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Production and fluorescence-activated cell sorting of Escherichia coli expressing a
functional antibody fragment on the external surface. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:10444-8 (1993).

Mevecut aciklamanin diger diizenlemeleri, in vitro olarak bir veyva daha ¢ok se¢im
asamasinin yuriitiilmesini igerir. Segilen bilesen (Grnegin sentetaz ve/veya tRNA) daha
sonra dogadis1 bir amino asidin in vitro olarak dahil edilmesinde kullanilmak {izere bir

hiicreye eklenebilir.

O-RS iretme ve sentetazin siibstrat spesifikligini degistirme ile ilgili diger detaylar,
"Methods and Compositions for the Production of Orthogonal tRNA-Aminoacyl tRNA
Synthetase Pairs" baslikli A.B.D. patent basvurusu 10/126,931; ve "EXPANDING THE
EUKARYOTIC GENETIC CODE" bashkli USSN 10/825,867'de bulunabilir. O-RS
iretme konusundaki ilave detaylar, Hamano-Takaku ve digerleri (2000) A mutant
Escherichia coli Tyrosyl-tRNA Synthetase Utilizes the Unnatural Amino Acid Azatyrosine
More Efficiently than Tyrosine, Journal of Biological Chemistry, 275(51):40324-40328;
Kiga ve digerleri (2002), An engineered Escherichia coli tyrosyl-tRNA synthetase for site-
specific incorporation of an unnatural amino acid into proteins in eukaryotic translation
and its application in a wheat germ cell-free system, PNAS 99(15): 9715-9723; ve,
Francklyn ve digerleri (2002), Aminoacyl-tRNA synthetases: Versatile players in the
changing theater of translation; RNA, 8:1363-1372 kapsaminda bulunabilir.

KAYNAK VE KONAKCI ORGANIZMALAR

Mevcut bulusun translasyonel bilegenleri tipik olarak dkaryotik olmayan organizmalardan
tiiretilir. Omegin, ortogonal O-tRNA 6&karyotik olmayan bir organizmadan, 6megin
Methanococcus jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum, Haloferax volcanii
ve Halobacterium tirG NRC-1 gibi Halobacterium, Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus
Sfuriosus, Pyrococcus horikoshii, Aeuropyrum pernix veya benzerleri gibi bir arkebakteri,
va da Escherichia coli, Thermus thermophilus, Bacillus stearothermphilus veya benzeri
gibi bir 6bakteriden tiiretilebilirken, ortogonal O-RS, dkaryotik olmayan bir organizmadan,
O6megin Methanobacterium thermoautotrophicum, Haloferax volcanii ve Halobacterium
tirii NRC-1 gibi Halobacterium, Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus
horikoshii, Aeurcpyrum pernix veya benzerleri, va da Escherichia coli, Thermus
thermophilus, Bacillus stearothermphilus veya benzeri gibi bir dbakteriden tiiretilebilir. Bir

diizenlemede, bitkiler, yosunlar, protistler, mantarlar, mayalar, hayvanlar (6rnegin
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memeliler, bécekler, artropodlar) veya benzerlerini igeren, ancak bunlarla siirli olmayan

Okaryotik kaynaklar da kullamlabilir.

Bir O-tRNA/O-RS ¢iftinin ayri ayri bilesenleri aym organizmadan veya farkli
organizmalardan tiiretilebilir. Bir diizenlemede, O-tRNA/O-RS ¢ifti ayn1 organizmadandir.
Alternatif olarak, O-tRNA/O-RS ¢iftinin O-tRNA ve O-RS'si farkli organizmalardandir.
Ornegin, O-tRNA, 6rnegin bir Halobacterium sp NRC-1'den tiiretilebilir, O-RS ise 6rnegin

bir Methanobacterium thermoautrophicum'dan tiiretilebilir.

O-tRNA, O-RS veya O-tRNA/O-RS cifti, secilen bir amino asidi (6rnegin dogadist bir
amino asit) igeren bir polipeptit liretmek {izere, in vivo veya in vitro olarak segilebilir veya
taranabilir ve/veya bir hiicrede, drmegin dkaryotik olmayan bir hiicrede (£. cofi hiicresi
gibi) veya bir Okaryotik hiicrede kullanilabilir. Okaryotik olmayan bir hiicre,
Methanococcus jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum, Haloferax volcanii
ve Halobacterium tirQ NRC-1, Archaeoglobus fulgidus gibi Halobacterium, Pyrococcus
furiosus, Pyrococcus horikoshii, Aeuropyrum pernix veya benzerlerini igeren, ancak
bunlarla sinirli olmayan Arke filogenetik bélgesi gibi ¢esitli kaynaklardan olabilir, ya da
Obakteri filogenetik bdlgesi (simirlayict olmamak lzere, Escherichia coli, Thermus
thermophilus, Bacillus stearothermophilus, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas putida vs. dahil) veya benzerlerine ait olabilir. Bir dkaryotik
hiicre; bir bitki (6rnegin, tek cenekliler veya iki genekliler gibi kompleks bitki), bir yosun,
bir protist, bir mantar, bir maya (smirlayici olmamak tzere, Saccharomyces cerevisiae
dahil), bir hayvan (simirlayici olmamak tizere, bir memeli, bir bécek, bir artropod vs. dahil)
veya benzerlerini igeren, ancak bunlarla simirh olmayan ¢esitli kaynaklardan olabilir,
Mevcut bulusun translasyonel bilesenlerine sahip hiicrelerin bilesimleri de mevcut bulusun
bir 6zelligidir. Bir baska tiirde kullanilmak {izere, bir tirde O-tRNA ve/veya O-RS
taramast ic¢in, ayrica "Expanding the Eukaryotic Genetic Code" basliklt USSN
10/825,867"'ye bakiniz.

Bir konakg1 hiicrede, secilmis bir amino aside sahip olan ilgilenilen bir polipeptiti eksprese
etmek icin, ilgilenilen bir polipeptiti kodlayan poliniikleotitler, kopyalamay1 yénlendirmek
icin bir promoter, bir kopyalama/translasyon terminatdrii, ve bir proteini kodlayan bir
niikleik asit i¢in olmasi durumunda, translasyonu baslatmak igin bir ribozom baglayici
bélge iceren bir ekspresyon vektoriine alt klonlanabilir. Uygun bakteri promoterleri
teknikte ivi bilinir ve &6rnegin Sambrook ve digerleri, ve Ausubel ve digerlerinde

aciklanmaktadir.
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llgilenilen bir polipeptitin eksprese edilmesi igin bakteriyel ekspresyon sistemleri,
simrlayicr olmamak Gzere, E. coli, Bacillus sp., Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas putida ve Salmonella'da mevcuttur (Palva ve digerleri, Gene
22:229-235 (1983); Mosbach ve digerleri, Nature 302:543-545 (1983)). Bu tip ekspresyon
sistemleri i¢in kitler, ticari olarak temin edilebilir. Memeli hiicreleri, maya ve bocek
hiicreler1 1¢cin 6karyotik ekspresyon sistemleri teknikte 1yi bilinir ve ayrica ticart olarak

temin edilebilir.

Meveut agiklamanin bir tRNA ve/veya RS'si ve/veya ilgilenilen bir polipeptit kullamilabilir
ve drnegin maya, bicek hiicreleri, memeli hiicreleri ve bakterileri iceren ¢ok sayida uygun
ekspresyon sisteminde eksprese edilebilir. Asagida, 6rmek ekspresyon sistemlerinin bir

actklamasi saglanmaktadir.

Maya Burada kullanildig sekilde "maya" terimi, ilgilenilen bir polipeptiti eksprese etme
kabiliyetine sahip cesitli mayalardan herhangi birini kapsar. Bu tip mayalar, askosporojen
mayalan (Endomycetales), basidiosporojen mayalari ve Fungi imperfecti (Blastomycetes)
grubuna ait mayalan igerir, ancak bunlarla simirl degildir. Askosporojen mayalar,
Spermophthoraceae ve Saccharomycetaceae olmak ilizere iki familyaya ayrilir. Ikincisi,
Schizasaccharomycoideae  (6rnegin, Schizosaccharomyces cinsi), Nadsonioideae,
Lipomycoideae ve  Saccharomycoideae  (O6rnegin, Pichia, Kluyveromyces ve
Saccharomyces cinslert) olmak lizere dort alt familyadan olusur. Basidiosporojen mayalar,
Leucosporidium, Rhodosporidium, Sporidiobolus, Filobasidium ve Filobasidiella
cinslerini  igerir. ~ Fungi  Imperfecti  (Blastomycetes) grubuna ait mayalar,
Sporobolomycetaceae (Omegin Sporobolomyces ve Bullera cinsleri) ve Cryptococcaceae

(ornegin Candida cinsi) olmak lizere iki familyaya aynhr,

Mevcut bulusla kullaum igin ozellikle ilgi ¢ekenler, P. pastoris, P. guillerimondii, S.
cerevisiae, S. carlsbergensis, S. diastaticus, S. douglasii, S. kluyveri, S, norbensis, S.
oviformis, K. lactis, K. fragilis, C. albicans, C. maltosa, ve H. polymorpha dahil, ancak
bunlarla  smurli  olmamak  lzere, Pichia, Kluyveromyces, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Hansenula, Torulopsis ve Candida cinslerinin igindeki tiirlerdir.
Maya, genellikle Yeast Genetic Stock Center, Department of Biophysics and Medical
Physics, University of California (Berkeley, CA) ve American Type Culture Collection
("ATCC") (Manassas, VA) dahil, ancak bunlarla sinirli clmayan ¢esitli kaynaklardan temin
edilebilir.
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"Maya konakg¢is1" veya "maya konakgi hiicresi” terimi, rekombinant vektorler veya diger
transfer DNA i¢in bir alic1 olarak kullanmlabilen veya kullanilmis olan mayay: kapsar. Bu
terim, orijinal maya konakg1 hiicresinin, rekombinant vektdrleri veya diger transfer DNA'vi
almis soyunu igerir. Tek bir ana hlicrenin soyunun, rastlantisal veya kasitli mutasyondan
dolay1, morfolojik acidan ya da genomik veya toplam DNA komplemam agisindan orijinal
ana hiicreyle mutlaka tamamen Ozdes olmayabilecegi anlasilmaktadir. Ana hiicrenin,
ilgilenilen bir polipeptiti kodlayan bir niikleotit dizisinin mevcudiyeti gibi, ilgili bir
ozellikle karakterize edilmek icin ana hiicreye yeterince benzeyen soylar, bu tanimlama ile

kast edilen soylara dahil edilmektedir.

Birgok maya konakg¢isina transformasyon ig¢in, ekstrakromozomal replikonlarn veya
birlestirici vektorleri igeren ekspresyon ve transformasyon vektorleri gelistirilmistir.
Ornegin, S. cerevisiae (Sikorski ve digerleri, GENETICS (1989} 122:19; Tto ve digerleri, J.
BACTERIOL. (1983) 153:163; Hinnen ve digerleri, PROC. NATAL. ACAD. SCI. USA
(1978) 75:1929); C. albicans (Kurtz ve digerleri, MOL. CELL. BIOL. (1986) 6:142); C.
maltosa (Kunze ve digerleri, J. BASIC MICROBIOL. (1985) 25:141); H. polymorpha
(Gleeson ve digerleri, J. GEN. MICROBIOL. (1986) 132:3439; Roggenkamp ve digerleri,
MOL. GENETICS AND GENOMICS (1986) 202:302); K. fragilis (Das ve digerleri, J.
BACTERIOL. (1984) 158:1165); K. lactis {De Louvencourt ve digerleri, J. BACTERIOL.
(1983) 154:737; Van den Berg ve digerlert, BIOTECHNOLOGY (NY) (1990) 8:135); P.
guillerimondii (Kunze ve digerleri, J. BASIC MICROBIOL. (1985) 25:141); P. pastoris
(A.B.D. Patentleri No. 5,324,639; 4,929 555; ve 4,837,148; Cregg ve digerleri, MOL.
CELL. BIOL. (1985) 5:3376); Schizosaccharomyces pombe (Beach ve digerleri, NATURE
(1982) 300:706), ve Y. lipolytica;, A. nidulans (Ballance ve digerleri, BIOCHEM.,
BIOPHYS. RES. COMMUN. (1983} 112:284-89; Tilburn ve digerleri, GENE (1983)
26:205-221; ve Yelton ve digerleri, PROC. NATAL. ACAD. SCI. USA (1984) 81:1470-
74); A. niger (Kelly and Hynes, EMBO J. (1985) 4:475-479); T. reesia (EP 0 244 234); ve
ornedin Neurospora, Penicillium, Tolvpocladium gibi ipliksi mantarlar (WO 91/00357)

icin ekspresyon vektorleri gelistirilmistir.

Maya vektorleri icin kontrol dizileri, teknikte normal deneyim sahibi kisilerce bilinmekte
ve alkol dehidrojenaz (ADH) (EP 0 284 044); enolaz; glikokinaz; gliikoz-6-fosfat
izomeraz; gliseraldehit-3-fosfat-dehidrojenaz  (GAP veya GAPDH); heksokinaz;
fosfofriktokinaz; 3-fosfogliserat mutaz; ve piruvat kinaz (PyK) (EP 0 329 203) gibi

genlerden promoter rejyonlart icerir, ancak bunlarla sinirhi degildir. Asit fosfotazi kodlayan
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maya PHOS geni de yararli promoter dizileri saglayabilir (Miyanohara ve digerleri, PROC.
NATAL. ACAD. SCI. USA (1983) 80:1). Maya konakgilaryla kullanim igin uygun diger
promoter diziler, 3-fosfogliserat kinaz i¢in promoterleri (Hitzeman ve digerleri, J. BIOL.
CHEM. (1980) 255:12073); ve piruvat dekarboksilaz, triozfosfat izomeraz ve fosfoglilkoz
1zomeraz gibi diger glikolitik enzimleri igerebilir (Holland ve digerleri, BIOCHEMISTRY
(1978) 17:4900; Hess ve digerleri, J. ADV. ENZYME REG. (1969) 7:149). Biyume
kosullariyla denetlenen ilave kopyalama avantajma sahip indiklenebilir maya
promoterleri, alkol dehidrojenaz 2 i¢cin promoter rejyonlar; izositokrom C; asit fosfataz;
metalotiyonein; gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz; azot metabolizmasiyla iligkili yikim
enzimleri; ve maltoz ve galaktoz kullamimindan sorumlu enzimleri igerebilir, Maya
ekspresyonunda kullanima uygun vektdrler ve promoterler EP 0 073 657'de daha detaylt

olarak anlatilmaktadir.

Maya gelistiriciler de maya promoterleriyle birlikte kullanilabilir. ilave olarak, sentetik
promoterler de maya promoterleri olarak islev gorebilir. Ornegin, bir maya promoterinin
akis yukar1 yodndeki aktivatoér dizileri (UAS), bir baska maya promoterinin kopyalama
aktivasyon rejyonuyla birlestirilerek, sentetik hibrit bir promoter olusturulabilir. Bu tip
hibrit promoterlerin 6rnekleri, GAP kopyalama aktivasyon rejyonuna bagli ADH
diizenleyici diziyi igerir. Bakiniz, A.B.D. Patentleri No. 4,880,734 ve 4,876,197). Diger
hibrit promoter ornekleri, GAP veya PyK gib bir glikolitik enzim geninin kopyalama
aktivasyon rejyonuyla birlikte, ADH2, GAL4, GAL10 veya PHOS5 genlerinin diizenleyici
dizilerini igeren promoterleri kapsar. Bakiniz, EP (0 164 556. Ayrica, bir maya promoteri,
maya RNA polimerazi baglama ve kopyalamay: baslatma kabiliyetine sahip olan, dogal

olarak meydana gelen maya dis1 kdkenli promoterleri igerebilir,

Maya ekspresyon vektdrlerinin bir kismim igerebilen diger kontrol elemanlari, érnegin
GAPDH veya enolaz genlerinden terminatdtleri i igerir (Holland ve digerleri, J. BIOL.
CHEM. (1981) 256:1385). ilave olarak, 2u plazmit kékenli replikasyon kaynagi, maya igin
uygundur. Mayvalarda kullanilmak tizere uygun bir secim geni, maya plazmitinde mevcut
olan trpl genidir. Bakimiz, Tschumper ve digerleri, GENE (1980) 10:157; Kingsman ve
digerleri, GENE (1979) 7:141. trpl geni, mayanin, triptofanda biiylime kabiliyetine sahip
olmayan bir mutant sus i¢in bir se¢im isareti saglar. Benzer sekilde, Len2 eksikligi olan
maya suslart (ATCC 20,622 veya 38,626), Leu2 geni tastyan bilinen plazmitlerle

tamamlanir.

62



10

15

20

25

30

EP-17501

Ekzojen DNA'y1 maya konakgilara yerlestirme usulleri, teknikte normal deneyim sahibi
kisilerce bilinir ve tipik olarak, smirlayict olmamak tzere, siferoplatlarin ya da alkali
katyonlanyla islem goren bozulmamis maya konak¢r hiicrelerinin transformasyonunu
icerir. Ornegin, mayanin transformasyoenu, Hsiao ve digerleri, PROC. NATL. ACAD. SCL
USA (1979) 76:3829 ve Van Solingen ve digerleri, J. BACT. (1977) 130:946 kapsaminda
aciklanan usule gdre yiiriitiilebilir. Bununla birlikte, niikleer enjeksiyon, elektroporasyon
veya protoplast fiizyonu gibi, DNA'"n hiicrelere katilmasi igin diger usuller de, genel
olarak SAMBROOK VE DIGERLERI, MOLECULAR CLONING: A LAB. MANUAL
(2001) kapsaminda agiklandigr gibi kullanilabilir. Maya konakg¢1 hiicreleri daha sonra, bu
alanda normal deneyim sahibi kisilerde bilinen standart teknikler kullanilarak

kiiltiirlenebilir.

Maya konak¢i hiicrelerinde heterolog proteinlerin eksprese edilmesi i¢in diger usuller,
teknikte normal deneyim sahibi kisilerce bilinmektedir. Bakiniz, genel olarak A.B.D.
Patent Yayini No. 20020055169, A.B.D. Patentleri No. 6,361,969; 6,312,923; 6,183,985;
6,083,723; 6,017,731; 5,674,706; 5,629,203; 5.602,034; ve 5,089,398; A.B.D. Tekrar
Gozden Gegirilmis Patentler No. RE37,343 ve RE35,749; PCT Yayinlanmis Patent
Bagvurularit WO 99/07862; WO 98/37208; ve WO 98/26080; Avrupa Patent Basvurulan
EP 0 946 736; EP 0 732 403; EP 0 480 480; WO 90/10277; EP 0 340 986; EP 0 329 203;
EP 0 324 274; ve EP 0 164 556. Bakimiz ayrica, Gellissen ve digerleri, ANTONIE VAN
LEEUWENHOQOEK (1992) 62(1-2):79-93; Romanos ve digerleri, YEAST (1992) 8(6):423-
488; Goeddel, METHODS IN ENZYMOLOGY (1990} 185:3-7.

Maya konakgi suslar, teknikte normal deneyim sahibi kigilerce bilinen standart kesikli
beslemeli  fermantasyon usulleri  kullamilarak, amplifikasyon asamasi sirasinda
termantorlerde biiyltiilebilir. Fermantasyon usulleri, belirli bir maya kenakg¢isinin karbon
kullanim yolundaki veya ekspresyon kontrol modundaki farkliliklart hesaba katacak
sekilde uyarlanabilir. Ornegin, bir Saccharomyces maya konakcismin fermantasyonu, tek
bir gliikoz beslemesi, kompleks azot kaynagt (6rnegin, kazein hidrolizatlar) ve birden ¢ok
vitamin desteg@i gerektirebilir. Bunun aksine olarak, metilotrofik maya P. pastoris,
optimum biiyiime ve ekspresyon icin gliserol, metanol ve iz mineral beslemeleri, ancak
sadece basit amonyum (azot) tuzlar gerektirebilir. Bakimz, érnegin, A.B.D. Patenti No.
5,324,639; Elliott ve digerleri, J. PROTEIN CHEM. (1990) 9:95; ve Fieschko ve digerleri,
BIOTECH. BIOENG. (1987) 29:1113.
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Bununla birlikte, bu tip fermantasyon usulleri, kullanilan maya konake1 susundan bagimsiz
olarak belirli ortak 6zelliklere sahip olabilir. Omegin, maksimum biiylimeye imkan vermek
i¢gin, amplifikasyon sirasinda fermantore biliylimeyi sinirlayici bir besin, tipik olarak karbon
ilave edilebilir. Ek olarak, fermantasyon usullerinde genel olarak, yeterli miktarlarda
karbon, azot, bazal tuzlan, fosfor ve diger az miktardaki nitrientleri (vitaminler, iz
mineraller ve tuzlar vs.} igerecek sekilde tasarlannms bir fermantasyon ortami kullanilir.
Pichia ile kullanim i¢in uygun fermantasyon ortamlarnmin drnekleri, A.B.D. Patentleri No.

5,324,639 ve 5,231,178'de agiklanmaktadir.

Bakuloviriis-Enfekte Bocek Hiicreleri "Bocek konakeis1” veya "bdcek konakgr hiicresi™

terimi, rekombinant vektorler veya diger transfer DNA icin bir alic1 olarak kullanilabilen
veya kullanilmig bir bocegi ifade eder. Bu terim, orijinal bdcek konakgr hiicresinin
transfekte edilmis soyunu kapsar. Tek bir ana hiicrenin soyunun, rastlantisal veya kasith
mutasyondan dolayi, morfolojik agidan ya da genomik veya toplam DNA komplemani
acisindan orijinal ana hiicreyle mutlaka tamamen &zdes olmayabilecegi anlasilmaktadir.
Ana hiicrenin, ilgilenilen bir polipeptiti kodlayan bir niikleotit dizisinin mevcudiyeti gibi,
ilgili bir 6zellikle karakterize edilmek i¢in ana hiicreye yeterince benzeyen soylar, bu

tanimlama ile kast edilen soylara dahil edilmektedir.

Ilgilenilen bir polipeptitin ekspresyonu i¢in uygun bdcek hiicrelerinin segimi, teknikte
normal deneyim sahibi kisilerce bilinmektedir. Aedes aegypti, Bombyx mori, Drosophila
melanogaster, Spodoptera frugiperda, ve Trichoplusia ni dahil olmak tzere, gesitli bocek
tirleri teknikte i1yi bilinir ve ticari olarak temin edilebilir. Ekspresyon i¢in bdcek
konakg¢ilarmin se¢iminde, uygun konakgilar, digerlerinin yani sira 1yi salgilama kapasitesi,
diisiik proteolitik aktivite ve genel dayamiklhiliga sahip oldugu gosterilenleri igerebilir.
Bocekler, genellikle Insect Genetic Stock Center, Department of Biophysics and Medical
Physics, University of California (Berkeley, CA) ve American Type Culture Collection
("ATCC") (Manassas, VA) dahil, ancak bunlarla sinirli olmayan ¢esitli kaynaklardan temin
edilebilir.

Genel olarak, bakuloviriis-enfekte bir bocek ekspresyon sisteminin bilesenleri, hem
bakuloviriis genomunun bir fragmanini, hem de eksprese edilecek heterolog genin
eklenmesi igin uygun bir restriksiyon bdlgesini igeren bir transfer vektori, genellikle bir
bakteri plazmiti; transfer vektoriinde bakuloviriise 6zgli fragmana homolog dizilere sahip
vahsi tlir bir bakuloviriis (bu, heterolog genin bakuloviriis genomuna homolog

rekombinasyonuna imkan verir); ve uygun bdcek konakei hiicrelerini ve biiylime ortamini
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kapsar. Vektorlerin yapiminda, hiicrelerin transfekte edilmesinde, plaklarin toplanmasinda,
kiiltiirde hiicrelerin  biiyiitiilmesi ve benzerlerinde kullamilan malzemeler, usuller ve

teknikler, bu alanda bilinmektedir ve bu tekniklerin aciklandig: kilavuzlar mevcuttur.

Heterolog genin transfer vektdriine eklenmesinden sonra, vektdr ve vahsi tiir viral genom,
vektor ve viral genomun tekrar bir araya geldigi bir bdcek konaker hiicresine transtekte
edilir. Paketlenen rekombinant viriis eksprese edilir, rekombinant plaklar tammlamr ve
saflastinlir. Bakuloviriis/b6eek hiicresi ekspresyon sistemleri i¢in malzemeler ve usuller,
o6megin Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA) firmasindan bir kit formunda, ticari olarak temin
edilebilir, Bu teknikler, bu alanda normal dencyim sahibi kisilerce genel olarak bilinmekte
ve SUMMERS AND SMITH, TEXAS AGRICULTURAL EXPERIMENT STATION
BULLETIN NO. 1555 (1987) kapsaminda tam olarak agiklanmaktadir. Bakimz ayrica,
RICHARDSON, 39 METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY: BACULOVIRUS
EXPRESSION PROTOCOLS (1995); AUSUBEL VE DIGERLERI, CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY 16.9-16.11 (1994); KING VE POSSEE,
THE BACULOVIRUS SYSTEM: A LABORATORY GUIDE (1992); ve OREILLY VE
DIGERLERI, BACULOVIRUS EXPRESSION VECTORS: A LABORATORY
MANUAL (1992).

Gergekten de, bakulovirlis/bocek hiicresi ekspresyon sistemleri kullanilarak ¢esitli
heterolog proteinlerin tretilmesi, teknikte normal deneyim sahibi kisilerce bilinmektedir.
Bakimiz ornegin, A.B.D. Patentleri No. 6,368,825; 6,342.216; 6,338,846; 6,261,805;
6,245,528, 6,225,060; 6,183,987; 6,168,932; 6,126,944; 6,096,304; 6,013,433; 5,965,393;
5,939,285; 5,891,676; 5,871,986; 5,861,279; 5,858,368; 5,843,733; 5,762,939; 5,753,220;
5,605,827; 5,583,023; 5,571,709; 5,516,657; 5,290,686; WO 02/06305; WO 01/90390;
WO 01/27301; WO 01/05956; WO 00/55345; WO 0(/20032; WO 99/51721; WO
99/45130; WO 99/31257; WO 99/10515; WO 99/09193; WO 97/26332; WO 96/29400;
WO 96/25496; WO 96/06161; WO 95/20672; WO 93/03173; WO 92/16619, WO
92/02628; WO 92/01801; WO 90/14428; WO 90/10078; WO 90/02566; WO 90/02186;
WO 90/01556; WO 89/01038; WO 89/01037; WO 88/07082.

Bakuloviriis/bdcek hiicresi ekspresyon sistemlerinde yararli olan vektérler teknikte bilinir
ve Ornegin, yardimcidan bagimsiz bir viral ekspresyon vektdrii olan bakuloviris
Autographacalifornica niikleer polihedrozis viriisiinden (AcNPV) tiiretilmis bécek
ekspresyon ve transfer vektorlerini igerir. Bu sistemden tiiretilen viral ekspresyon

vektorleri, genellikle heterolog genlerin ekspresyonunu yonlendirmek igin giiglii polihedrin
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gen promoterini  kullamlir. Bakimz genel olarak, O'Reilly VE DIGERLERI,
BACULOVIRUS EXPRESSION VECTORS: A LABORATORY MANUAL (1992).

Yabanci genin bakulovirlis genomuna eklenmesinden énce, bir promoter, lider (istenirse),
ilgilenilen kodlama dizisi ve kopyalamayi sona erdirme dizisini iceren yukarida agiklanan
bilesenler, tipik olarak bir ara transplasman yapist (transfer vektdril) halinde bir araya
getirlir. Ara transplasman yapilari, cogu zaman bakteriler gibi bir konakgida siirekli bakim
yapabilen bir ekstrakromozomal eleman (6rmegin plazmitler) gibi bir replikon iginde
muhafaza edilir. Replikon, klonlama ve biyiitme igin uygun bir konakcida muhafaza
edilmesine imkan veren bir replikasyon sistemine sahip olur. Daha spesifik olarak, plazmit,
polihedrin poliadenilasyon sinyali (Miller, ANN. REV. MICROBIOL., (1988) 42:177) ve
bir prokaryotik ampisilin direng (amp) geni ve E. coli'nin segilmesi ve g¢ogaltilmasi icin

replikasyon kaynagini igerebilir.

Yabanct genleri AcNPV'ye yerlestirmek icin yaygin olarak kullanilan bir transfer vektor,
pAc373'tir. Oregin, ATG'den ATT'ye kadar polihedrin baslangic kodonunu degistiren ve
ATT'den 32 baz cifti akis asag1 yonde bir BamHI klonlama bolgesi ekleyen pVL985 dahil
olmak lizere, teknikte deneyim sahibi kisilerce bilinen bircok baska vektdr de
tasarlanmistir. Bakiniz, Luckow ve Summers, VIROLOGY 170:31 (1989). Diger ticari
olarak temin edilebilen vektdrler, 6rnegin PBlueBac4.5/V5-His; pBlueBacHis2; pMelBac;
pBlueBac4.5'1 (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) igerir.

Heterolog genin eklenmesinden sonra, transfer vektorii ve vahsi tip bakuloviral genom, bir
bécek hiicresi konakgisina birlikte transtekte edilir. Heterolog DNA'nin bakuloviris
viriisinde istenen bdlgeye eklenmesi igin usuller teknikte bilinmektedir. Bakimz,
SUMMERS VE SMITH, TEXAS AGRICULTURAL EXPERIMENT STATION
BULLETIN NO. 1555 (1987); Smith ve digerleri, MOL. CELL. BIOL. (1983) 3:2156;
Luckow ve Summers, VIROLOGY (1989) 170:31. Ornegin, ekleme, homolog ¢ift ¢apraz
gecis rekombinasyonu ile, polihedrin gemi gibi bir gene vyapilabilir; ekleme, arzu edilen
bakuloviriis geninde, tasarlanmig bir restriksiyon enzim bolgesine de yapilabilir. Bakinmiz,

Miller ve digerleri, BIOESSAYS (1989) 11(4):91.

Transfeksiyon, elektroporasyonla gerceklestirilebilir. Bakiniz, TROTTER VE WOOD, 39
METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY (1995); Mann ve King, J. GEN. VIROL.
(1989) 70:3501. Alternatif olarak, bdcek hiicrelerini rekombinant ekspresyon vektéri ve
bakuloviriisle transfekte etmek i¢in lipozomlar kullanilabilir. Bakiniz, 6rnegin, Liebman ve
digerleri, BIOTECHNIQUES (1999) 26(1):36;, Graves ve digerleri, BIOCHEMISTRY
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(1998) 37:6050; Nomura ve digerleri, J. BIOL. CHEM. (1998) 273(22):13570; Schmidt ve
digerleri, PROTEIN EXPRESSION AND PURIFICATION (1998) 12:323; Siffert ve
digerleri, NATURE GENETICS (1998) 18:45; TILKINS VE DIGERLERI, CELL
BIOLOGY: A LABORATORY HANDBOOK 145-154 (1998); Cai ve digerleri,
PROTEIN EXPRESSION AND PURIFICATION (1997) 10:263; Dolphin ve digerleri,
NATURE GENETICS (1997) 17:491; Kost ve digerleri, GENE (1997) 190:139; Jakobsson
ve digerleri, J. BIOL. CHEM. (1996) 271:22203; Rowles ve digerleri, J. BIOL. CHEM.
(1996) 271(37):22376; Reverey ve digerleri, J. BIOL. CHEM. (1996) 271(39):23607-10;
Stanley ve digerleri, J. BIOL. CHEM. (1995) 270:4121; Sisk ve digerleri, J. VIROL.
(1994) 68(2):766; ve Peng ve digerleri, BIOTECHNIQUES (1993) 14(2):274. Ticari
olarak temin edilebilen lipozomlar, 6rnegin Cellfectin® ve Lipofectin® (Invitrogen, Corp.,
Carlsbad, CA) iiriinlerini igerir. Ayrica, kalsiyum fosfat transfeksiyonu kullanilabilir.
Bakiniz, TROTTER VE WOOD, 39 METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY (1995);
Kitts, NAR (1990) 18(19):5667; ve Mann ve King, J. GEN. VIROL. (1989) 70:3501.

Bakulovirus ekspresyon vektorleri genellikle bir bakuloviriis promoteri igerir. Bir
bakuloviriis promoteri, bir bakuloviriis RNA polimerazini baglayabilen ve bir kodlama
dizisinin (6rnegin, yapisal gen) mRNA'va akis asagi yonde (3') kopyalanmasini
baslatabilen herhangi bir DNA dizisidir. Bir promoter, genellikle kodlama dizisinin 5'
ucunun yakinma yerlestirilen bir kopyalamay: baslatma rejyonuna sahip olur. Bu
kopyalamay:1 baslatma rejyonu tipik olarak bir RNA polimeraz baglayic1 bolgeyi ve bir
kopyalamay1 baslatma bélgesini igerir. Bir bakuloviriis promoteri, mevecut olmasi halinde
genelde yapisal genin uzaginda olan, arttinct denen ikinci bir bilgeye de sahip olabilir,

Ayrica ekspresyon, dilzenlenmis veya yapisal olabilir,

Enfeksiyon ¢evriminin ge¢ zamanlarinda bol miktarda kopyalanan yapisal genler, 6zellikle
kullanigh promoter dizileri saglar. Ornekler, viral polihedron proteinini kodlayan genden
(FRIESEN VE DIGERLERI, The Regulation of Baculovirus Gene Expression in THE
MOLECULAR BIOLOGY OF BACULOVIRUSES (1986); EP 0 127 839 ve 0 155 476)
ve pl0 proteinini kodlayan genden (Vlak ve digerleri, J. GEN. VIROL. (1988) 69:765)

tiiretilen dizileri igerir.

Yeni olusturulan bakuloviriis ekspresyon vektdrii, bir enfeksiyon rekombinant bakuloviriis
iginde paketlenir ve daha sonra biiyiiyen plaklar, bu alanda normal deneyim sahibi kisilerce
bilinen tekniklerle saflastirilabilir. Bakiniz, Miller ve digerleri, BIOESSAYS (1989)
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11(4):91; SUMMERS VE SMITH, TEXAS AGRICULTURAL EXPERIMENT
STATION BULLETIN NO. 1555 (1987).

Rekombinant bakulovirlis ekspresyon vektorleri, bazi bocek hiicrelerine enfeksiyon i¢in
gelistirilmistir. Ornegin, digerlerinin yani sira Aedes aegypti (ATCC No. CCL-125),
Bambyx mori (ATCC No. CRL-8910), Drosophila melanogaster (ATCC No. 1963),
Spodoptera frugiperda ve Trichoplusia ni i¢in rekombinant bakiloviriisler gelistirilmistir.
Bakimiz, Wright, NATURE (1986) 321:718; Carbonell ve digerleri, J. VIROL. (1985)
56:153; Smith ve digerleri, MOL. CELL. BIOL. (1983) 3:2156. Genel olarak bakiniz,
Fraser ve digerleri, IN VITRO CELL. DEV. BIOL. (1989) 25:225. Daha spesifik olarak,
bakuloviriis ekspresyon vektori sistemleri i¢in yaygin sekilde kullanilan hiicre tiirleri, Sf9
(Spodoptera  frugiperda) (ATCC No. CRL-1711), Sf21 (Spodoptera frugiperda)
(Invitrogen Corp., Kat. No. 11497-013 (Carlsbad, CA)), Tri-368 (Trichopulsia ni) ve High-
Five™ BTI-TN-5BI1-4'i (Trichopulsia ni) icerir, ancak bunlarla sinirli degildir.

Hucreler ve kiiltiir ortamlan, bir bakuloviriis/ekspresyon sisteminde heterolog
polipeptitlerin dogrudan ve flizyon ekspresyonu i¢in ticari olarak temin edilebilir; ve hiicre

kiiltiirii teknolojisi bu alanda normal deneyim sahibi kisilerce genelde bilinmektedir.

L. Coli, Pseudomonas tiirii, ve diger Prokaryotlar Bakteriyel ekspresyon teknikleri, bu

alanda normal deneyim sahibi kisilerce bilinmektedir. Bakteriyel konak¢ilarda kullanim
icin ¢ok gesithi vektorler meveuttur. Vektorler, tek kopyali ya da diisiik veya yiksek ¢ok
kopyali vektorler olabilir. Vektorler, klonlamaya ve/veya ekspresyona hizmet edebilir.
Vektorlerle 1lgili genis literatiir, bir¢ok vektoriin ticari olarak temin edilebilirligi, hatta
vektorleri ve bunlarnin restriksiyon haritalarini ve karakteristiklerini agiklayan kilavuzlar
dikkate alindiginda, burada kapsamli bir agiklama gerekmemektedir. Iyi bilindigi gibi,
vektdrler normal olarak se¢ime imkan veren isaretleri kapsamakta olup, bu isaretler,
sitotoksik madde direnci, prototropi veya imminite saglayabilir. Siklhikla, farkl

karakteristikler saglayan ¢ok sayida isaret mevcuttur.

Bir bakteri promoteri, bakteri RNA polimerazimi baglama ve bir kodlama dizisinin
(0rnegin yapisal gen) mRNA'ya akis asagn yoninde (3") kopyalanmasimi baglatma
kabiliyetine sahip herhangi bir DNA dizisidir. Bir promoter, genellikle kodlama dizisinin 5'
ucunun yakinmna yerlestirilen bir kopyalamayr baslatma rejyonuna sahip olur. Bu
kopyalamay1 baslatma rejyonu tipik olarak bir RNA polimeraz baglayici bolgeyi ve bir
kopyalamay1 baglatma bolgesini igerir. Bir bakteri promoteri, RNA sentezinin basladig
bitisik bir RNA polimeraz baglayici bdlgesiyle ¢akisabilen, operator adi verilen ikinci bir
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bolgeye de sahip olabilir. Bir gen baskilayici proteininin operatérii baglayarak belirli bir
genin  kopyalanmasim  engelleyebilmesi  nedeniyle, operatér, negatif diizenlenmis
(indiiklenebilir} kopyalamaya izin verir. Operatdr gibi, negatif diizenleyici elemanlar
mevcut olmadiginda vapisal ekspresvon gerceklesebilir. Ek olarak, pozitif diizenleme,
mevcut olmasi halinde genellikle RNA polimeraz baglama dizisinin yakininda (5') bulunan
bir gen aktivatdr protein baglanma dizisiyle gergeklestirilebilir. Gen aktivatdr proteininin
bir drmegi, Escherichia coli'de (E. coli) lac operon'un kopyalanmasmi basglatmaya yardimer
olan katabolit aktivatdr proteinidir (CAP) [Raibaud ve digerleri, ANNU. REV. GENET.
(1984) 18:173]. Bu nedenle, diizenlenmis ekspresyon pozitif veya negatif olabilir ve

kopyalamay: arttirabilir veya azaltabilir.

Metabolik yol enzimlerini kodlayan diziler, 6zellikle kullanisli promoter dizileri saglar.
Ornekler, galaktoz, laktoz (lac) [Chang ve digerleri, NATURE (1977) 198:1056] ve maltoz
gibi seker metabolize eden enzimlerden tiiretilen promoter dizilerini icerir. Ilave 6rnekler,
triptofan (trp) gibi bivosentetik enzimlerden tiiretilen promoter dizilerini icerir [Goeddel ve
digerleri, Nuc. ACIDS RES. (1980) 8:4057; Yelverton ve digerleri, NUCL. ACIDS RES.
(1981) 9:731; A.B.D. Pat. No. 4,738,921; EP Yaymlarn No. 036 776 ve 121 775]. B-
galaktosidaz (bla) promoter systemi [Weissmann (1981} "The cloning of interferon and
other mistakes." Interferon 3 {(Ed. I. Gresser)], bakterivofaj lambda PL [Shimatake ve
digerleri, NATURE (1981) 292:128] ve T5 [A.B.D. Pat. No. 4,689,406] promoter
sistemleri de yararh promoter dizileri saglamaktadir. Ilgilenilen polipeptiti yiiksek
seviyelerde indiiklemek i¢in T7 promoteri gibi giiglii promoterler kullanilabilir. Bu tip
vektorlerin 6rnekleri teknikte normal deneyim sahibi kisilerce bilinir ve Novagen'den
pET29 serisini ve W099/05297'de acgiklanan pPOP vektorlerini igerir. Bu tip ekspresyon
sistemleri, konak¢l hiicre yasama kabiliyetinden veya biliyiime parametrelerinden &diin
vermeden, konakgida yiiksek seviyelerde polipeptit iiretir. pET19 (Novagen), teknikte

bilinen bir diger vektérdiir.

Ayrica, dogada meydana gelmeyen sentetik promoterler de bakteri promoterleri olarak
islev goriir. Ornegin, bir bakteri veya bakteriyofaj promoterinin kopyalama aktivasyon
dizilerinin baska bir bakteri veya bakteriyofaj promoterinin operon dizileriyle
birlestirilmesiyle sentetik hibrit bir promoter olusturulabilir [A.B.D. Pat. No. 4,551,433].
Ornegin, tac promoteri, lac represoriiyle diizenlenen, trp promoteri ve lac operon
dizilerinden meydana gelen hibrit bir trp-lac promoteridir [Amann ve digerleri, GENE

(1983) 25:167; de Boer ve digerleri, PROC. NATAL. ACAD. SCI. (1983} 80:21]. Ayrica,
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bir bakteri promoteri, bakteri RNA polimerazim baglama ve kopyalamayr baglatma
kabiliyetine sahip olan, dogal olarak meydana gelen bakteri disi kdkenli promoterleri
igerebilir. Dogal olarak meydana gelen bakteri disi kokenli bir promoter, prokaryotlarda
bazi genlerin yiiksek seviyede ekspresyenunu liretmek i¢in uyumlu bir RNA polimerazi ile
de birlestirilebilir. Bakteriyofaj T7 RNA polimeraz/promoter sistemi, birlestirilmis
promoter sisteminin bir 6rmegidir [Studier ve digerleri, J. MOL. BIOL. (1986) 189:113;
Tabor ve digerleri, Proc Natl. Acad. Sci. (1985) 82:1074]. Ayrica, bir hibrit promoter; bir
bakteriyofaj promoteri ve bir E. coli operatdr rejyonundan da olusabilir (EP Yayini No.

267 851).

Prokaryotlarda yabanci genlerin ekspresyonu igin, fonksiyonel durumdaki bir promoter
dizisine ek olarak, verimli bir ribozom baglayici bolge de vararhdir. E. coli'de, ribozom
baglayict bélge Shine-Dalgarno (SD) dizisi olarak adlandurilir ve bir baglatma kodonu
(ATQG) ile, baslatma kodonunun 3-11 niikleotit akis yukar1 yoniinde bulunan 3-9 niikleotit
uzunlugunda bir dizi igerir [Shineve digerleri, NATURE (1975) 254:34]. SD dizisinin, SD
dizisi ile 3' arasindaki bazlarin ve E. coli 16S rRNA'nin eslestirilmesi yoluyla mRNA'"in
ribozoma baglanmasinmi destekledidi diisiiniilmektedir [Steitz ve digerleri, "Genetic signals
and nucleotide sequences in messenger RNA", Biological Regulation and Development:
Gene Expression (Ed. R. F. Goldberger, 1979}]. Zayif ribozom baglayic1 bdlgeye sahip
Okaryotik genlert ve prokaryotik genleri eksprese etmek ig¢in [Sambrook ve digerleri,
"Expression of cloned genes in Escherichia coli”, Molecular Cloning: A Laboratory

Manual, 1989].

"Bakteri konakgis1" veya "bakteri konakg¢i hiicresi” terimi, rekombinant vektorler veya
diger transfer DNA icin bir alici olarak kullamlabilen veya kullamilmis bir bakteriyi ifade
eder. Bu terim, orijinal bakteri konakg¢1 hiicresinin transtfekte edilmis soyunu kapsar. Tek
bir ana hiicrenin soyunun, rastlantisal veya kasith mutasyondan dolayi, morfolojik agidan
ya da genomik veya toplam DNA komplemani agisindan orijinal ana hiicreyle mutlaka
tamamen 6zdes olmayabilecedi anlasilmaktadir. Ana hiicrenin, ilgilenilen bir polipeptiti
kodlayan bir niikleotit dizisinin mevcudiyeti gibi, ilgili bir &zellikle karakterize edilmek
icin ana hiicreye yeterince benzeyen soylar, bu tanimlama ile kast edilen soylara dahil

edilmektedir.

Polipeptitlerin ekspresyonu ig¢in uygun konak¢i bakterilerin se¢imi, teknikte normal
deneyim sahibi kisilerce bilinmektedir. Ekspresyon i¢in bakteri konakgilariin seg¢iminde,

uygun konakgilar, digerlerinin yani sira 1yi inkliizyon cisimcigi olusturma kapasitesi, dusiik
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proteolitik aktivite ve genel dayanikliliga sahip oldugu gosterilen konakgilan igerebilir.
Bakteri konakgilan, genellikle Bacterial Genetic Stock Center, Department of Biophysics
and Medical Physics, University of California (Berkeley, CA) ve American Type Culture
Collection ("ATCC") (Manassas, VA) dahil, ancak bunlarla sinirli olmayan g¢esitli
kaynaklardan temin edilebilir. Endiistriyel/farmasotik fermantasyonda genellikle K
suslarindan tiiretilmis bakterler (6rnegin W3110) veya B suslarindan tiiretilmis bakteriler
(6rmegin BL21) kullanilir. Bu suslar, bityiime parametrelerinin son derece iyi bilinmesi ve
dayanmikli olmasi nedeniyle 6zellikle kullamishdir. Ilave olarak bu suslar patojenik degildir;
bu da giivenlik ve ¢evresel nedenlerle ticari agidan énemlidir, Uygun E. coli konak¢ilarmin
diger drnekleri, BL.21, DH10B suslarin1 veya bunlarin tiirevlerini igerir, ancak bunlarla
sinirlr degildir. Meveut aciklamanin usullerinin bir baska dlizenlemesinde, E. coli
konakgisi, OMP- ve LON-'vi iceren, ancak bunlarla sinirli olmayan bir proteaz minus
susudur. Konak¢r hiicre susu, simrlayicr olmamak lizere, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas putida dahil, ancak bunlarla smirli olmamak
izere, bir Pseudomona tiri olabilir. Pseudomonas fluorescens biovar 1'in, (MB101 olarak
bilinen sus), rekombinant lretim i¢in yararli oldugu bilinir ve terapétik protein liretim
iglemleri i¢in temin edilebilir. Bir Pseudomonas ekspresyon sisteminin Ornekleri, bir
konakgr susu olarak The Dow Chemical Company'den temin edilebilen sistemi igerir
(Midland, MI; World Wide Web'de dow.com adresinde bulunabilir). A.B.D. Patentleri No.
4,755,465 ve 4,859,600'de, hGH tretimi igin bir konak¢1 hiicre olarak Pseudomonas

suslarmin kullanimi agiklanmaktadir.

Bir rekombinant konakg¢1 hiicre susunun olusturulmasindan sonra (yani, ekspresyon yapisi
konak¢r hiicreye eklenmistir ve diizgiin ekspresyon yapisma sahip konaker hiicreler izole
edilir), rekombinant konakg1 hiicre susu, ilgilenilen polipeptitin {iretimi i¢in uygun kosullar
altinda kiiltiirlenir. Teknikte deneyimli kisilerce agikga goriilecegi gibi, rekombinant
konak¢i hiicre susunu kiiltirleme usulii, kullamilan ekspresyon yapisinin nitelifine ve
konakgi hiicrenin ézdesligine bagh olacaktir. Rekombinant konak¢: suslar, normal olarak
teknikte iyi bilinen usuller kullamlarak kiiltiirlenir. Rekombinant konake1 hiicreler tipik
olarak sindirilebilir karbon, azot ve inorganik tuz kaynaklar igeren, ve istege bagh olarak
vitaminler, amino asitler, biiyiime faktdrleri ve teknikte normal deneyim sahibi kisilerce
bilinen baska proteinli kiiltiir destekleri igeren sivi ortam iginde kiiltiirlenir. Konak¢1
hiicrelerin  kiiltiirlenmesi igin sivi ortamlar, iste§e bagh olarak, arzu edilmeyen

mikroorganizmalarin gelismesini énlemek i¢in antibiyotikler veya anti-fungallar, ve/veya
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ekspresyon vektoriinii iceren konakci hiicreleri segcmek igin antibiyotikleri igeren, ancak

bunlarla siirli olmayan bilesikler i¢erebilir,

Hedef niikleik asitlerin hiicrelere eklenmesi i¢in iyi bilinen ¢esitli usuller mevcut olup, bu
bulusta bunlarin herhangi biri kullanilabilir. Bunlar, alici hiicrelerin DNA igeren bakteri
protoplastlariyla fiizyonu, elektroporasyon, projektil bombardiman ve viral vektorlerle
enfeksiyon (asagida ayrica agiklanacaktir) ve benzerlerini igerir. Bakteri hiicreleri, bu
bulusgun DNA  yapilarim iceren plazmitlerin sayisint  blylitmek icin  kullanilabilir.
Bakteriler log fazina kadar biyiitiillir ve bakterilerin i¢indeki plazmitler, teknikte bilinen
¢esitli usullerle izole edilebilir (bakiniz, érmegin, Sambrook). Ilave olarak, bakterilerden
plazmitlerin saflastirlmasina yoénelik kitler ticari olarak temin edilebilir (bakimz, érnegin,
ikisi de Pharmacia Biotech'ten olmak {izere, EasyPrep™, FlexiPrep™; Stratagene'den
StrataClean™; ve Qiagen'den QIAprep™). Izole edilmis ve saflastirilmis plazmitler daha
sonra diger plazmitleri liretmek i¢in ayrica manipiile edilir, hiicreleri transfekte etmek i¢in
kullanilir veya organizmalar enfekte etmek igin ilgili vektorlere eklenir. Tipik vektorler,
kopyalama ve translasyon terminatorleri, kopyalama ve translasyonu baslatma dizileri, ve
belirli hedef niikleik asidin ekspresyonunun diizenlenmesi i¢in yararli promoterler igerir.
Vektorler istege bagh olarak en az bir adet bagimsiz terminatdr dizi, ékaryotlarda veya
prokaryotlarda veya her ikisinde kasetin replikasyonuna imkan veren diziler (sinirlayici
olmamak lzere, mekik vektorleri dahil) ve hem prokaryotik hem &karyotik sistemler igin
secim isaretlerl igeren jenerik ekspresyon kasetleri icerir. Vektorler, prokaryotlarda,
okaryotlarda veya her ikisinde replikasyon ve entegrasyon i¢in uygundur. Bakimz, Gillam
ve Smith, Gene 8:81 (1979); Roberts ve digerleri, Nature, 328:731 (1987); Schneider, E. ve
digerleri, Protein Expr. Purif. 6(1):10-14 (1995); Ausubel, Sambrook, Berger (tiimii
yukarida). Klonlamada vararli bakterilerin ve bakteriyofajlarin bir katalogu, érnegin ATCC
tarafindan saglanmaktadir (6rnegin, ATCC tarafindan yayinlanan The ATCC Catalogue of
Bacteria and Bacteriophage (1992) Gherna ve digerleri {editorler)). Dizilim, klonlama ve
molekiiler biyolojinin diger yonleriyle ilgili ilave temel prosediirler ve temel teorik
degerlendirmeler, ayrica Watson ve digerleri (1992) Recombinant DNA (Ikinci Baski,
Scientific American Books, NY) kapsaminda bulunmaktadir. llave olarak, esas itibariyle
herhangi bir niikleik asit (ve standart veya standart dis1 olmak {izere, hemen hemen her
tirlii etiketli niikleik asit), Midland Certified Reagent Company (Midland, TX; World
Wide Web'de mcrc.com adresinde bulunabilir), The Great American Gene Company

(Ramona, CA; World Wide Web'de genco.com adresinde bulunabilir), ExpressGen Inc.
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(Chicago, IL; World Wide Web'de expressgen.com adresinde bulunabilir), Operon
Technologies Inc. (Alameda, CA) ve bircok digerleri gibi ¢esitli ticari kaynaklarn

herhangi birinden &zel veya standart olarak siparis edilebilir.

Rekombinant konakg1 hiicreler, kesikli veya siirekli formatlarda olmak iizere, hiicre hasadi
(ilgilenilen polipeptitin hiicre i¢inde birikmesi durumunda) ya da kiiltiir stte yiizen
kisminin hasadi ile, kesikli veya siirekli formatlarda kiiltiirlenebilir. Prokaryotik konake1

hiicrelerde iiretim 1¢in kesikl kiiltiir ve hiicre hasadi tercih edilir.

SELEKTOR KODONLAR

Meveut agiklamanmin selektér kodonlan, protein biyosentetik mekanizmasinin genetik
kodon ¢ergevesini genisletmektedir. Ornegin, bir selektdr kodon, drnefin benzersiz bir ii¢
bazl kodon; bir amber kodon (UAG), bir okra kodon veya bir opal kodon (UGA} dahil,
ancak bunlarla sinirli olmamak tizere, bir stop kodonu gibi bir nonsens kodon; bir dogadisi
kodon, dort (veya daha ¢ok) bazli bir kodon, bir nadir kodon veya benzerlerini igerir. Arzu
edilen bir gene veya poliniikleotite birkag adet, drnegin bir veya daha ¢ok, iki veya daha

¢ok, lic veya daha ¢ok vs. sayida selektér kodon eklenebilir.

Bu aciklamanin selektér kodonlari, protein biyosentetik mekanizmasinin genetik kodon
ercevesini genisletmektedir. Ornegin, bir selektér kodon, benzersiz bir ii¢ bazli kodon; bir
amber kodon (UAG), bir okra kodon veya bir opal kodon (UGA) dahil, ancak bunlarla
sinirli olmamak iizere, bir stop kodonu gibi bir nonsens kodon; bir dogadisi kodon, dért
veya daha ¢ok bazli bir kodon, bir nadir kodon veya benzerlerini igerir, ancak bunlarla
sinirlt  degildir. Mevcut bulusun kullanildigr genetik olarak modifiye edilmis tam
organizmalarin (MAP ve E. coli) smirlayict olmayan Ornekleri olarak, antijeni veya tam
organizmay kodlayan tek bir poliniikleotitie, bir veya listii, 1ki veya listii, ¢ veya iistii, 4,
5,6,7, 8,9, 10 veva iistli dahil, ancak bunlarla sinirli olmamak Gizere, arzu edilen bir gene
veya poliniikleotite eklenebilen selektdr kodonlarin sayisinda biiyiik bir ¢esitliligin meveut

oldugu, teknikte normal deneyim sahibi kisilerce kolayca goriilecektir.

Bir diizenlemede, usuller, se¢ilen bir amino asidin, érnegin dogadisi bir amino asidin in
vivo olarak dahil edilmesi i¢in bir stop kodonu olan bir selektor kodonun kullaniminm
kapsar. Ornegin, stop kodonunu tamyan ve O-RS tarafindan, segilmis bir amino asitle
aminoacillenen bir O-tRNA iiretilir. Bu O-tRNA, dogal olarak meydana gelen konakginin
aminoagil-tRNA sentetazlari tarafindan taninmaz. Ilgilenilen bir polipeptitteki ilgilenilen

bolgede stop kodonunu dahil etmek icin geleneksel bdlgeye yonelik mutajenez
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kullamlabilir. Bakimz, 6regin, Sayers, J.R. ve digerleri (1988), 5'-3' Exonucleases in
phosphorothioate-based oligonucleotide-directed mutagenesis. Nucleic Acids Res, 16:791-
802. O-RS, O-tRNA ve ilgilenilen bir polipeptiti kodlayan niikleik asit, érnegin in vivo
olarak birlestirildiginde, secilen amino asit, belirtilen pozisyonda se¢ilen amino asidi,
ornegin bir dogadis1 amino asidi iceren bir polipeptit saglamak iizere, stop kodonuna tepki
olarak dahil edilir. Mevcut aciklamanin bir diizenlemesinde, bir selektdr kodon olarak
kullanilan bir stop kodonu, bir amber kodon (UAG) ve/veya bir opal kodondur (UGA).
Omegin, bir amber kodonu taniyan bir O-tRNA i¢in érnek olarak bakiniz, DIZI ID NO.: 6,
ve bir opal kodonu taniyan bir O-tRNA igin émek olarak bakiniz, DIZ1 ID NO.: 7. UAG
ve UGA'nin her ikisinin de bir selektdr kodon olarak kullanildig bir genetik kod, 22 amino
asidi kodlayabilirken, en bol terminasyon sinyali olan okre nonsens kodonunu (UAA)

muhafaza eder.

Secilen amino asitlerin, érnegin dogadisi amino asitlerin in vivo olarak dahil edilmesi,
konake1 hiicrede énemli bir bozulma olmadan yapilabilir. Ornegin, Escherichia coli gibi
Okaryotik olmayan hiicrelerde, UAG kodonunun baskilama verimliliginin O-tRNA
(6rne@in, amber baskilayict tRNA) ile salim faktdri 1 (UAG kodonuna baZlanir ve
biiyiiyen peptitin ribozomdan salinmasini baslatir) arasindaki rekabete bagli olmasindan
dolayr, baskilama verimliligi, oOrnegin O-tRNA'min, o6rnegin baskilayici tRNA'nin
ekspresyon seviyesini arttirma veya RF1 eksikli bir sus kullanma yoluyla modiile
edilebilir. Okaryotik hiicrelerde, UAG kodonunun baskilama verimliliginin O-tRNA
(0rmegin, amber baskilayic1 tRNA) ile bir dkaryotik salim faktori (regin, eRF) (bir stop
kodonuna baglamr ve bilyliyen peptitin ribozomdan salimmasimi baslatir) arasindaki
rekabete bagli olmasindan dolayi, baskilama verimliligi, érnegin O-tRNA'min, &rnegin

baskilayici tRNA'nin ekspresyon seviyesini arttirma yoluyla modiile edilebilir.

Dogadisi amino asitler, nadir kodonlarla da kodlanabilir. Ornegin, bir in vitro protein
sentez reaksiyonunda arjinin konsantrasyonu azaldiginda, nadir arjinin kodonunun (AGG),
alaninle agillenmis bir sentetik tRNA tarafindan Ala'min eklenmesinde etkin oldugu
kanitlanmigtir. Bakiniz, 6rnegin, Ma ve digerleri, Biochemistry, 32:7939 (1993). Bu
durumda sentetik tRNA, Escherichia coli'de az miktarda bir tiir olarak mevcut olan, dogal
olarak meydana gelen tRNAArg ile rekabet eder. Bazi organizmalar tiim ii¢lii kodonlarn
kullanmaz. Amino asitlerin bir in vitro kopyalama/translasyon ekstraktina yerlestirilmesi

icin, Micrococcus luteus'daki atanmams bir klon kullanilmistir. Bakimiz, 6rnegin, Kowal
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ve Oliver, Nucl. Acid. Res., 25:4685 (1997). Mevcut aciklamanin bilesenleri, bu nadir

kodonlar in vivo olarak kullanmak igin olusturulabilir.

Selektor kodonlar ayrica genisletilmis kodonlar (6rnegin, drt, bes, alt1 veya daha ¢ok bazhi
kodonlar gibi, dort veya daha ¢ok bazli kodonlar) icerebilir. Doért bazli kodonlarin
ornekler, AGGA, CUAG, UAGA, CCCU ve benzerlerini igerir, ancak bunlarla sinirl
degildir. Bes bazli kodonlarin érnekleri, AGGAC, CCCCU, CCCUC, CUAGA, CUACU,
UAGGC ve benzerlerini igerir, ancak bunlarla siirh degildir. Bir 6zellik, ¢erceve kaymasi
baskilamasina dayanan genisletilmis kodonlarin kullanilmasini icerebilir. Dort veya daha
¢ok bazl kodonlar, aymi proteing, dogadisi amino asitler dahil, ancak onlarla sinirh
olmamak iizere, drnegin bir veya birden gok segilmis amino asit ekleyebilir, Omegin,
antikodon ilmekleriyle, drnegin bir CU(X), XXXAA dizisiyle (burada n=1) mutasyona
ugratilmis O-tRNA'larin, &rnegin 6zel bir ¢erceve kaymast baskilayict tRNA'min
mevcudiyetinde, dort veya daha ¢ok bazli kodon, tek bir amino asit olarak okunur.
Ornegin, dért bazli bir kodonu taniyan O-tRNA'lar igin, bakimz PCT/US04/22061'den
DIZI ID NO: 6, 12. Diger diizenlemelerde antikodon ilmekleri, drnegin en az dért bazli bir
kodonun, en az bes bazli bir kodonun, veya en az alti veya daha c¢ok bazli bir kodonun
kodunu ¢ozebilir. 256 adet muhtemel dort bazli kodon mevcut oldugundan, dort veya daha
¢ok bazli bir kodon kullanilarak, ayni hiicrede birden ¢ok dogadisi amino asit kodlanabilir.
Bakiniz, Anderson ve digerleri, (2002) Exploring the Limits of Codon and Anticodon Size,
Chemistry and Biology, 9:237-244; Magliery, (2001) Expanding the Genetic Code:
Selection of Efficient Suppressors of Four-base Codons and Identification of "Shifty"
"Four-base Codons with a Library Approach in Escherichia coli, J. Mol. Biol, 307: 755-
769.

Ornegin, in vitro biyosentetik usuller kullanarak proteinlere dogadisi amino asitler eklemek
igin dort bazli kodonlar kullanilmistir. Bakiniz, ornegin, Ma ve digerleri, (1993)
Biochemistry, 32:7939; ve Hohsaka ve digerleri, (1999) J. Am. Chem. Soc., 121:34. iki
adet kimyasal olarak acillenmis cerceve kaymasi baskilayici tRNA ile in vitro olarak
streptavidine ayni anda 2-naftilalanin ve lizinin bir NBD tiirevini eklemek icin CGGG ve
AGGU kullamlmistir. Bakiniz, 6regin, Hohsaka ve digerleri, (1999) J. Am. Chem. Soc.,
121:12194. Bir in vivo c¢ahismada, Moore ve digerleri, NCUA antikodonlar1 igeren
tRNALeu tirevlerinin UAGN kodonlarint (N; U, A, G veya C olabilir) baskilama
kabiliyetini incelemis ve dortlii UAGA'nin kodunun bir UCUA antikodonuyla, 0 vevya -1

cercevesinde az bir kod ¢ézme ile %13 ila %26 verimlilikle céziilebildigini tespit

75



10

15

20

25

30

EP-17501

etmiglerdir. Bakimiz, Moore ve digerleri, (2000) I. Mol. Biol., 298:195. Bir diizenlemede,
bu bulusta, diger istenmeyen bdlgelerde yanhis anlam okumasmi ve g¢ergeve kaymasi
baskilamasini azaltabilen, nadir kodonlara veya nonsens kodonlara dayanan genisletilmis

kodonlar kullanilabilir.

Belirtilen bir sistemde, bir selektér kodon ayrica, dogal ii¢ bazli kodonlardan birini
igerebilmekte olup, burada endojen sistem, dogal bazli kodonu kullanmaz (veya seyrek
olarak kullanir). Omegin bu, dogal {i¢ bazli kodonu taniyan bir tRNA'Tn eksik oldugu bir

sistemi ve/veya ii¢ bazli kodonun bir nadir kodon oldugu bir sistemi icerir.

Selektor kodonlar istege bagh olarak dogadisi baz giftleri igerir, Bu dogadisi baz ciftleri
mevcut genetik alfabeyi daha da genisletir. Fazladan bir baz ¢itti, ticlii kodonlarin sayisini
64'ten 125'e cikarir. Uc bazli ciftlerin 6zellikleri, stabil ve secici baz eslestirme, bir
polimeraz tarafindan DNA'va yliksek dogrulukla etkin enzim katilmasi, ve yeni olusan
dogadisi baz ciftinin sentezinden sonra etkin stirekli primer genislemesini icerir. Usuller ve
bilesimler i¢in uyarlanabilen dogadigi baz ¢iftlerinin aciklamalar1 6rnegin Hirao ve
digerleri, (2002) An unnatural base pair for incorporating amino acid analogues into
protein, Nature Biotechnology, 20:177-182'de sunulanlan i¢erir. Bakiniz, ayrica Wu, Y. ve
digerleri, (2002) J. Am. Chem. Soc. 124:14626-14630. Diger ilgili yaymnlar asagida

siralanmaktadir.

In vivo kullanimda, dogadisi nilikleosit membrandan gegebilir ve miitekabil trifosfat
olusturmak igin fosforillenir. ilave olarak, artan genetik bilgiler stabildir ve hiicresel
enzimler tarafindan tahrip edilmez. Benner ve digerlerinin daha dnceki ¢calismalarinda, en
dikkate deger Omegi iso-C:iso-G olan kanonik Watson-Crick c¢iftlerinden farkli olan
hidrojen baglama desenlerinden yararlamlmistir, Bakimiz, oregin, Switzer ve digerleri,
(1989) J. Am. Chem. Soc., 111:8322; ve Piccirilli ve digerleri, (1990) Nature, 343:33;
Kool, (2000) Curr. Opin. Chem. Biol., 4:602. Bu bazlar genel olarak dogal bazlarla yanlis
sekilde eslesir ve enzimatik olarak cogalamaz. Kool ve c¢alisma arkadaslari, bazlar
arasindaki hidrofobik sikistirma etkilesimlerinin, baz c¢iftinin olusumu i¢in hidrojen
baglamanin yerini alabilecegini ortaya koymuslardir. Bakiniz, Kool, (2000) Curr. Opin.
Chem. Biol., 4:602; ve Guckian ve Kool, (1998) Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 36, 2825.
Schultz, Romesberg ve g¢alisma arkadaslari, yukandaki tiim gereklilikleri karsilayan bir
dogadis1 baz ¢ifti gelistirmeye yonelik bir ¢alismada bir dizi dogadist hidrofobik bazi
sistematik olarak sentezlemis ve incelemistir. Bir PICS:PICS 6z c¢iftinin dogal baz

ciftlerinden daha stabil oldugu tespit edilmis ve Escherichia coli DNA polimeraz I'in (KF)
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Klenow fragmam tarafindan verimli bigimde DNA'va dahil edilebilmistir. Bakiiz,
omegin, McMinn ve digerleri, (1999) J. Am. Chem. Soc., 121: 11585-6; ve Ogawa ve
digerleri, (2000) J. Am. Chem. Soc., 122:3274. Bir 3MN:3MN 06z c¢ifti, KF tarafindan,
biyolojik fonksiyon i¢in yeterli verimlilik ve secicilikle sentezlenebilmektedir. Bakiniz,
ornegin, Ogawa ve digerleri, (2000) L Am. Chem. Soc., 122:8803. Bununla birlikte her iki
baz da daha fazla replikasyon i¢in bir zincir terminatdrii olarak hareket eder. Yakin
zamanlarda, PICS 6z ciftini ¢ogaltmak ic¢in kullamilabilen bir mutant DNA polimeraz
gelistirilmistir. Ilave olarak, bir 7Al 6z cifti cogaltilabilir. Bakimz, &regin, Tae ve
digerleri, (2001) J. Am. Chem. Soc., 123:7439. Aynca, Cu(Il) baglandiZinda stabil bir ¢ift
olusturan yeni bir metalobaz ¢ifti (Dipic:Py) gelistirilmistir. Bakiniz, Meggers ve digerleri,
(2000) J. Am. Chem. Soc., 122:10714. Genisletilmis kodonlarin ve dogadist kodonlarin
dogal kodonlara dogal olarak ortogonal olmalarindan dolayi, mevcut agiklamanin

usullerinde, bunlar i¢in ortogonal tRNA'lar olusturmak iizere bu 6zellikten yararlanilabilir.

Secilen bir amino asidi, 6rnegin bir dogadisi amino asidi arzu edilen bir polipeptite dahil
etmek i¢in bir translasyonel baypas sistemi de kullanilabilir. Bir translasyonel baypas
sisteminde, biiyiik bir dizi, bir genin i¢ine eklenir, ancak proteine c¢evrilmez. Bu dizi,
ribozomun dizinin istiinden atlamasina yol agmak ve eklemenin akis asagi yoniinde

translasyonu siirdiirmek i¢in bir isaret gbrevi yapan bir yapi igerir.

SECILEN VE DOGADISI AMINO ASITLER

Burada kullanildigr sekilde, bir "se¢ilmis amino asit”, herhangi bir arzu edilen, dogal
olarak meydana gelen amino asidi veya dogadisi amino asidi ifade eder. Dogal olarak
meydana gelen bir amino asit, yirmi adet genetik olarak kodlanmis alfa-amino asitten
herhangi birini kapsar: alanin, arjinin, asparajin, aspartik asit, sistein, gliitamin, gliitamik
asit, glisin, histidin, izoldsin, 16sin, lizin, metiyonin, fenilalanin, prolin, serin, treonin,
triptofan, tirosin, valin. Bir diizenlemede, segilen amino asit, biiyiiyen bir polipeptit
zincirine yiiksek dogrulukla, 6rnegin, belirtilen bir selektér kodon i¢in yaklasik %70'ten
fazla verimlilikle, belirtilen bir selektér kodon icin yaklasik %75'ten fazla verimlilikle,
belirtilen bir selektdr kodon i¢in yaklasik %80'den fazla verimlilikle, belirtilen bir selektor
kodon i¢in yaklasik %85'ten fazla verimlilikle, belirtilen bir selektdr kodon icin yaklagik
%90'dan fazla verimlilikle, belirtilen bir selektdr kodon igin yaklasik %95'ten fazla
verimlilikle, veya belirtilen bir selektor kodonu igin yaklasik %99 veya daha fazla

verimlilikle dahil edilir.

77



10

15

20

25

EP-17501

Burada kullanildigi sekilde dogadisi bir amino asit, selenosistein ve/veya pirolizin ile
asagidaki yirmi adet genetik olarak kodlanmg alfa-amino asit disindaki herhangi bir amino
asit, modifiye edilmis amino asit veya amino asit analogunu ifade eder: alanin, arjinin,
asparajin, aspartik asit, sistein, gliitamin, gliitamik asit, glisin, histidin, izolésin, 16sin, lizin,
metiyonin, fenilalanin, prolin, serin, treonin, triptofan, tirosin, valin. Bir alfa-amino asidin

jenerik yapisi Formiil I ile gdsterilmektedir:

R

PN

H,N CoH

Bir dogadisi amino asit, tipik olarak Formil I'e sahip herhangi bir yap1 olup, burada R
grubu, yirmi dogal amino asitte kullanilanin disindaki herhangi bir siibstitlienttir. Yirmi
dogal amino asidin yapilan i¢in, bakimz érnegin, Biochemistry; L. Stryer, 3. Baski, 1988,
Freeman and Company, New York. Mevcut bulusun dogadis1 amino asitlerinin, yukaridaki
yirmi alfa-amino asit disindaki dogal olarak meydana gelen bilesikler olabildigine dikkat

edilmelidir.

Meveut bulusun dogadist amino asitlerinin tipik olarak sadece yan zincirin yapisi agisindan
dogal amino asitlerden farkli olmalar1 nedeniyle, dogadisi amino asitler, dogal olarak
meydana gelen proteinlerde olustuklart sekilde, dogal veya dogadisi dahil, ancak bunlarla
sinirli olmamak Ulzere, diger amino asitlerle amid baglari olusturur. Bununla birlikte,
dogadisi amino asitler, onlari dogal amino asitlerden ayiran yan zincir gruplarina sahiptir.
Omegin, Formiil I'deki R, bir alkil-, aril-, agil-, keto-, azido-, hidroksil-, hidrazin, siyano-,
halo-, hidrazit, alkenil, alkinil, eter, tiyol, seleno-, siilfonil-, borat, boronat, fosfo, fosfono,
fostin, heterosiklik, enon, imin, aldehit, ester, tiyoasit, hidroksilamin, amin ve benzerlerini
veya bunlarin herhangi bir kombinasyonunu igerebilir. Diger dogal olmayan sekilde
meydana gelen amino asitler, 1s1kla aktif hale getirilebilen bir ¢apraz baglayict igeren
amino asitleri, spin etiketli amino asitleri, floresan amino asitleri, metal baglayici amino
asitleri, metal iceren amino asitleri, radyoaktif amino asitleri, yeni fonksiyonel gruplara
sahip amino asitleri, diger molekiillerle esdegerli veya esdegerli olmayan bir sekilde
etkilesime giren amino asitleri, "photocaging” islemi uygulanmis ve/veya fotoizomerize
edilebilir amino asitleri, biyotin veya bir biyotin analogu iceren amino asitleri, sekerle

sibstitlie edilmis bir serin gibi glikosilatlanmig amino asitleri, diger karbonhidratla
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modifiye edilmis amino asitleri, keto igeren amino asitleri, polietilen glikol veva polieter
iceren amino asitleri, agir atomla siibstitiic edilmis amino asitleri, kimyasal olarak
béliinebilen ve/veya i1sikla béliinebilen amino asitleri, polieterleri veva uzun zincirli
hidrokarbonlar1 (sinirlayici olmamak fizere, yaklasik 5'ten fazla veya vaklasik 10'dan fazla
karbon atomu dahil) igeren, ancak bunlarla sinirli olmayan dogal amino asitlere kiyasla
uzatilmis yan zincirlere sahip amino asitleri, karbon baglantili seker iceren amino asitleri,
redoks aktif amino asitleri, amino tiyoasit iceren amino asitleri ve bir veya daha ¢ok toksik
par¢a i¢eren amino asitleri kapsar, ancak bunlarla simirhi degildir. Bakimz, ayrica, A.B.D.
Patent Basvurusu Yaymlan 2003/0082575 ve 2003/0108885. Dogadist amino asitler,
ornegin bir proteini kati bir destege baglamak igin kullanilan, 1sikla aktif hale getirilebilen
bir capraz baglayiciya sahip olabilir. Dogadigi amino asitler, amino asit yan zincirine bagh

bir sakarit par¢asina sahip olabilir.

[stege bagli olarak dogadis1 amino asitler, yeni yan zincirler iceren dogadisi amino asitlere
ilave olarak, ayrica ornegin Formiil Il ve Ill'lin yapilaniyla gosterildigi gibi, modifiye

edilmis omurga yapilaria sahip olabilir:

I

11

R R’

X

H.N CoH

burada Z, tipik olarak OH, NH,, SH, NH-R' veya S-R' yi kapsar; aym veya farkli olabilen
X ve Y, tipik olarak S veya O'yu kapsar, ve istege bagh olarak ayni veya farkl olabilen R
ve R', tipik olarak, yukarida Formiil I'e sahip dogadisi amino asitler i¢in agiklanan R
grubuyla ayni1 bilesen listesi ile hidrojen arasindan segilir. Ornegin, dogadis1 amino asitler,
Formiiller IT ve TIT'te gosterildigi gibi, amino veya karboksil grubunda siibstitiisyonlar

icerebilir. Bu tip dogadist amino asitler, 6rnegin genel yirmi dogal amino aside tekabiil
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eden yan zincirlere veya dogadis1 yan zincirlere sahip a-hidroksi asitleri, a-tiyoasitleri, o-
aminotiyokarboksilatlart igerir, ancak bunlarla smirli degildir. Aynica, a-karbondaki
siibstitlisyonlar istege bagh olarak D-glutamat, D-alanin, D-metil-O-tirosin, aminobiitirik
asit ve benzerleri gibi L, D veya o-a-disiibstitlie edilmis amino asitleri icerir. Diger vapisal
alternatifler, prolin analoglarinin yam sira 3, 4, 6, 7, 8 ve 9 iiyeli halka prolin analoglari
gibi siklik amino asitleri, siibstitiie edilmis B-alanin gibi f ve y amino asitleri ve y-amino
biitirik asidi icerir.

Bir¢ok dogadis1 amino asit, tirosin, glutamin, fenilalanin ve benzerleri gibi dogal amino
asitlere dayamr, Tirosin analoglarn, para-siibstitiie tirosinleri, orto-siibstitiie tirosinleri ve
meta stibstitiie tirosinleri icermekte olup, burada siibstitiie edilmig tirosin, bir keto grubu
(smirlayict olmamak fizere, bir asetil grubu dahil), bir benzoil grubu, bir amino grubu, bir
hidrazin, bir hidroksiamin, bir tiyol grubu, bir karboksi grubu, bir izopropil grubu, bir metil
grubu, bir Cs - Cy diiz zincirli veya dallanmis hidrokarbon, siibstitiie edilmis veya
siibstitlie edilmemis bir hidrokarbon, bir O-metil grubu, bir polieter grubu, bir nitro grubu
veya benzerlerini kapsar. Ilave olarak, birden cok siibstitiie edilmis aril halkalar da
diistiniilmektedir. Glutamin analoglari, a-hidroksi tiirevlerini, y-siibstitiie tiirevleri, siklik
tirevleri ve amid sibstitlientli glutamin tiirevlerini igerir, ancak bunlarla siirli degildir.
Ornek fenilalanin analoglari, sinirlayici olmamak iizere para-siibstitiie fenilalaninleri, orto-
substitle fenialaninleri ve meta-siibstitiie fenilalaninleri igermekte olup, burada siibstitiient,
bir hidroksi grubu, bir metoksi grubu, bir metil grubu, bir alil grubu, bir aldehit, bir azido,
bir iyodo, bir bromo, bir keto grubu (sinirlayict olmamak tizere, bir asetil grubu dahil) veya
benzerlerini kapsar, Dogadisi amino asitlerin spesifik émekleri, bir p-asetil-L-fenilalanin,
bir p-proparjil-fenilalanin, O-metil-L-tirosin, bir L-3-(2-naftil)alanin, bir 3-metil-
tenilalanin, bir O-4-alil-L-tirosin, bir 4-propil-L-tirosin, bir tri-O-asetil-GlcNAc[-serin, bir
L-Dopa, bir florlu fenilalanin, bir izopropil-L-fenilalanin, bir p-azido-L-fenilalanin, bir p-
acil-L-fenilalanin, bir p-benzoil-L-fenilalanin, bir L-fosfoserin, bir fosfonoserin, bir
fosfonotirosin, bir p-iyodo-fenilalanin, bir p-bromofenilalanin, bir p-amino-L-fenilalanin,
bir izopropil-L-fenilalanin ve bir p-proparjiloksi-fenilalanin ve benzerlerimi igerir, ancak
bunlarla siirl degildir. Cesitli dogadisi amino asitlerin yapilan i¢in érnekler, 6rmegin "In
vivo incorporation of unnatural amino acids" baglikli WO 2002/085923'te saglanmaktadir.
Ilave metiyonin analoglar igin, bakimiz ayrica, Kiick ve digerleri (2002) Incorporation of
azides into recombinant proteins for chemoselective modification by the Staudinger

ligation, PNAS 99:19-24erein.
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Bir polipeptite amino terminusunda eklenen bir dogal olmayan amino asit, yirmi dogal
amino asitte kullanilanin disindaki herhangi bir siibstitiient olan bir R grubu, ve a-amino
asitlerde (bakiniz, Formiil I} normal olarak mevcut olan NH, grubundan farkli 2. bir reaktif
gruptan olusabilir. a-amino asitlerde (bakiniz, Formiil I} normal olarak mevcut olan COOH
grubundan farkli 2. bir reaktif grupla, karboksi terminusunda benzer bir dogal olmayan

amino asit eklenebilir.

Bu bulusun dogadisi amino asitleri, yirmi dogal amino asitte mevcut olmayan ilave
karakteristikler saglamak iizere segilebilir veya tasarlanabilir. Ornegin, dogadis1 amino asit,
istege bagh olarak, dmegin i¢ine eklendikleri bir proteinin biyolojik ézelliklerini modifiye
edecek sekilde tasarlanabilir veya segilebilir. Ormegin bir dogadist amino asidin bir
proteine dahil edilmesiyle asagidaki Ozellikler istege bagh olarak modifiye edilebilir:
toksisite, biyolojik dagilim, ¢dzlnirlik, stabilite (6regin termal, hidrolitik, oksidatif,
enzimatik degradasyona karsi direng ve benzerleri), saflastirma ve isleme kolaylig, yapisal
ozellikler, spektroskopik ozellikler, kimyasal ve/veya fotokimyasal ozellikler, katalitik
aktivite, redoks potansiyeli, yar1 6miir, diger molekiillerle reaksiyona girme kabiliyeti

(6rnegin esdegerli veya esdegerli olmayan bir sekilde) ve benzerleri.

Cesitli dogadis1 amino asitlerin yapilart, 6rnegin "In vivo incorporation of unnatural amino
acids" baslikli WO 2002/085923'teki Sekiller 16, 17, 18, 19, 26 ve 29'da saglanmaktadir.
Bu orneklerin higbir sekilde mevcut agiklamanin bir tRNA'ya baglanabilen amino asitlerini

sinirlandirmasi amaglanmamaktadir.

Bir dogadisi amino asidin bir avantaji, ilave molekiiller eklemek i¢in kullanilabilen ilave
kimyasal pargalar sunmasidir. Bu modifikasyonlar dkaryotik veya dkaryotik olmayan bir
hiicrede in vivo olarak, veya in vitro olarak yapilabilir, Bu nedenle belirli diizenlemelerde
posttranslasyonel modifikasyon, dogadist amino asit vasitasiyla yapilir. Bir polipeptitteki
bir dogadisi amino asit, teknikte normal deneyim sahibi kisilerce belirli reaktif gruplar igin
uygun oldugu bilinen kimya metodolojisinden yararlanilarak, polipeptite bir etiket, a boyar
madde, bir polimer, suda ¢éziinebilen bir polimer, bir polietilen glikol tiirevi, bir foto-
capraz baglayici, bir radyoniiklid, sitotoksik bir bilesik, bir ilag, bir afinite etiketi, bir
fotoafinite etiketi, reaktif bir bilesik, bir regine, ikinci bir protein veya polipeptit veya
polipeptit analogu, bir antikor veya antikor fragmani, bir metal selatdrii, bir kofaktor, bir
yag asidi, bir karbonhidrat, bir poliniikleotit, bir DNA, bir RNA, bir antisens poliniikleotiti,
bir sakarit, suda ¢o6ziinebilen bir dendrimer, bir siklodekstrin, bir inhibitdr riboniikleik asit,

bir biyomalzeme, bir nanopartikiil, bir spin etiketi, bir florofor, metal iceren bir parga,
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radyoaktif bir par¢a, yeni bir fonksiyonel grup, diger molekiillerle esdegerli veya esdegerli
olmayan bir sckilde etkilesime giren bir grup, "photocaging” islemi uygulanmis bir parga,
aktinik radyasyonla uyarilabilen bir par¢a, fotoizomerize edilebilen bir parca, biyotin, bir
biyotin tiirevi, bir biyotin analogu, bir agir atoma sahip bir parga, kimyasal olarak
béliinebilen bir grup, 151kla boliinebilen bir grup, uzatilmig bir yan zincir, karbon baglantil
bir seker, redoks aktif bir madde, bir amino tiyoasit, toksik bir parca, izotopik olarak
etiketlenmis bir parca, bir biyofiziksel prob, bir fosforesan grup, bir kemiluminesan grup,
bir elektron yogun grup, bir manyetik grup, bir interkalasyon grubu, bir kromofor, bir
enerji transfer maddesi, biyolojik agidan aktif bir madde, saptanabilir bir etiket, bir kii¢iik
molekiil, bir kuantum noktasi, bir nanotransmiter, veya yukaridakilerin herhangi bir
kombinasyonu ya da bir birinci reaktif grup iceren en az bir adet dogadisi amino aside
reaktif ikinci bir grup igeren herhangi bir arzu edilen bilesik veya madde dahil, ancak

bunlarla siirli olmamak tizere, bir baska molekil eklemek i¢in kullanilabilir.

Ornegin, posttranslasyonel modifikasyon, bir niikleofilik-elektrofilik reaksiyon yoluyla
gerceklestirilebilir. Proteinlerin secici modifikasyonu i¢in halen kullanilan reaksiyonlarin
¢ogu, a-haloketonlarin histidin veya sistein yan zincirleriyle reaksiyonu dahil, ancak
bununla sinirli olmamak tizere, niikleofilik ve elektrofilik reaksiyon ortaklar1 arasinda
esdegerli bag olusumunu kapsar. Bu durumlarda segicilik, proteindeki niikleofilik
kalintilarin sayis1 ve erisilebilirligi ile belirlenir. A¢iklamanin proteinlerinde, bir dogadisi
keto-amino asidin hidrazitler veya aminooksi bilesikleriyle in vitro ve in vivo reaksiyonu
gibi diger daha segici reaksiyonlar kullamlabilir. Bakimz, drmegin, Comnish ve digerleri,
(1996) J. Am. Chem. Soc., 118:8150-8151; Mahal ve digerleri, (1997) Science, 276:1125-
1128; Wang ve digerleri, (2001) Science 292:498-500; Chin ve digerleri, (2002) J. Am.
Chem. Soc. 124:9026-9027; Chin ve digerleri, (2002) Proc. Natl. Acad. Sci., 99:11020-
11024; Wang ve digerleri, (2003) Proc. Natl. Acad. Sci., 100:56-61; Zhang ve digetleri,
(2003) Biochemistry, 42:6735-6746; ve Chin ve digerleri, (2003) Science, 301:964-7. Bu,
hemen hemen her proteinin, floroforlar, capraz baglama maddeleri, sakarit tiirevleri ve
sitotoksik molekiiller1 iceren bir¢ok reaktifle segici olarak etiketlenmesine imkan verir.
Bakimiz ayrica, "Glycoprotein synthesis" bashkh A.B.D. Patenti No. 6,927,042, Bir azido
amino asitle gerceklestirilenler dahil, ancak bunlarla simirth  olmamak {izere,
posttranslasyonel modifikasyonlar, Staudinger ligasyonuyla da yapilabilir (sinirlayici

olmamak {izere, triarilfosfin reaktifleriyle vapilanlar dahil). Bakiniz, drnegin, Kiick ve
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digerleri, (2002) Incorporation of azides into recombinant proteins for chemoselective

modification by the Staudinger ligation, PNAS 99:19-24,

Dosadis1 Amino Asitlerin Kimvasal Sentezi

Bir¢ok dogadis1 amino asit, drnegin Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, A.B.D.), Novabiochem
(EMD Biosciences'in bir boliimi, Darmstadt, Almanya) veya Peptech'ten (Burlington, MA,
A.B.D.) ticari olarak temin edilebilir. Ticari olarak temin edilemeyenler, istege bagl olarak
burada saglanan sekilde veya teknikte normal deneyim sahibi kisilerce bilinen standart
usuller kullamlarak sentezlenir. Organik sentez teknikleri i¢in, bakimz, émegin, Organic
Chemistry, Fessendon ve Fessendon (1982, Ikinci Baski, Willard Grant Press, Boston
Mass.}; Advanced Organic Chemistry, March (Ugiincii Bask1, 1985, Wiley and Sons, New
York); ve Advanced Organic Chemistry, Carey ve Sundberg (Ugiincii Baski, Kisimlar A ve
B, 1990, Plenum Press, New York). Dogadisi amino asitlerin sentezinin agiklandig: ilave
yayinlar, érnegin asagidakileri igerir: "In vivo incorporation of Unnatural Amino Acids"
baglikli WO 2002/085923; Matsoukas ve digerleri, (1995) J. Med. Chem., 38, 4660-4669;
King, F.E. ve Kidd, D.A.A. (1949) A New Synthesis of Glutamine and of y Dipeptides of
Glutamic Acid from Phthylated Intermediates. J. Chem. Soc., 3315-3319; Friedman, O.M.
ve Chatterrji, R. (1959) Synthesis of Derivatives of Glutamine as Model Substrates for
Anti-Tumor Agents. J. Am. Chem. Soc. 81, 3750-3752; Craig, J.C. ve digerleri (1988)
Absolute Configuration of the Enantiomers of 7-Chloro-4 [[4-(diethylamino)-1-
methylbutyl|amino]quinoline (Chloroquine). J. Org. Chem. 53, 1167-1170; Azoulay, M.,
Vilmont, M. ve Frappier, F. (1991) Glutamine analogues as Potential Antimalarials, Eur. J.
Med. Chem. 26, 201-5; Koskinen, A.M.P. ve Rapoport, H. (1989) Synthesis of 4-
Substituted Prolines as Conformationally Constrained Amino Acid Analogues. J. Org.
Chem. 54, 1859-1866; Christie, B.D. ve Rapoport, H. (1985) Synthesis of Optically Pure
Pipecolates from L-Asparagine. Application to the Total Synthesis of (+)-Apovincamine
through Amino Acid Decarbonylation and Iminium Ion Cyclization. J. Org. Chem.
50:1239-1246; Barton ve digerleri (1987) Synthesis of Novel alpha-Amino-Acids and
Derivatives Using Radical Chemistry: Synthesis of L- and D-alpha-Amino-Adipic Acids,
L-alpha-aminopimelic Acid and Appropriate Unsaturated Derivatives. Tetrahedron
43:4297-4308; ve, Subasinghe ve digerleri (1992) Quisqualic acid analogues: synthesis of
beta-heterocyclic 2-aminopropanoic acid derivatives and their activity at a novel
quisqualate-sensitized site. J. Med. Chem. 35:4602-7. Bakiniz ayrica, "Protein Arrays"
baslikli A.B.D. Patent Yayin1 No. US 2004/0198637.
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Dosadisi amino asitlerin hiicresel alimi

Bir hiicre tarafindan dogadist amino asit alimi, tipik olarak, dmegin bir proteine dahil
edilmek lizere doZadis1 amino asitlerin tasarlanmasi ve se¢imi sirasinda dikkate aliman bir
konudur. Ornegin, a-amino asitlerin yiiksek yiik yogunlugu, bu bilesiklerin hiicreye niifuz
edebilmesinin pek miimkiin olmadigint disiindiirmektedir. Dogal amino asitler, protein
esasl tasima sistemlerinin bir toplamm vasitasiyla hiicrenin igine alinir. Hangi (mevcut
olmasi halinde) dogadis1 amino asitlerin hiicre tarafindan alindigini degerlendiren hizli bir
tarama yapilabilir. Bakimz, érmegin, "Protein Arrays" bashikli A.B.D. Patent Yaymm No.
US 2004/0198637'deki toksisite deneyleri, ve Liu, D.R. ve Schultz, P.G. (1999) Progress
toward the evolution of an organism with an expanded genetic code. PNAS United States
96:4780-4785. Alimin, gesitli deneylerle kolayca analiz edilmesine ragmen, hiicresel alim
yollan i¢in uygun olan dogadisi amino asitlerin tasarlanmasina yonelik bir alternatif, in

vivo olarak amino asitler olusturmak igin biyosentetik yollar saglayacaktir.

Dogadisi Amino Asitlerin Bivosentezi

Amino asitlerin ve diger bilesiklerin iliretimi icin hiicrelerde halen bir¢ok biyosentetik yol
mevcuttur. Belirli bir dogadis1 amino asit i¢in dogada (smirlayict olmamak iizere, hiicre
dahil) bir biyosentez usulii mevcut olmayabildigi halde, bu aciklama, bu tip usulleri
saglamaktadir. Ornegin, dogadisi amino asitler igin, konakgi hiicrede, yeni enzimler ilave
etme veya mevcut konakgi hiicre yollarini modifiye etme yoluyla, istege bagl olarak
biyosentetik yollar olusturulur. Ilave yeni enzimler, istege baglh olarak dogal bir sekilde
meydana gelen enzimler veya yapay olarak gelistitilmis enzimlerdir. Ornegin, p-
aminofenilalaninin biyosentezi ("In vivo incorporation of unnatural amino acids" baghkli
WO 2002/085923'teki bir dmekte sunuldugu gibi), baska organizmalardan bilinen
enzimlerin bir kombinasyonunun ilave edilmesine dayanir. Bu enzimler i¢in genler,
hiicrenin, genleri igeren bir plazmitle donistiirilmesi yoluyla bir hiicreye eklenebilir. Bu
genler, hiicrede eksprese edildifinde, arzu edilen bilesigi sentezlemek igin bir enzimatik
yol saglar. Istege bagli olarak ilave edilen enzim tiirlerinin érnekleri, asagidaki 6rneklerde
belirtilmektedir. Ilave enzim dizileri, drmegin Genbank'ta bulunur. Yapay olarak gelismis
enzimler de aym bicimde, istege bagli olarak bir hiicreye ilave edilir. Bu sekilde, bir
hiicrenin hiicresel mekanizmas1 ve kaynaklari, dogadigt amino asitler {iretmek igin

manipiile edilir.

Biyosentetik yollarda kullanim igin veya mevcut yollarin gelistirilmesi igin yeni enzimler
iiretmeye yonelik cesitli usuller meveuttur. Ornegin, Maxygen, Inc. tarafindan gelistirildigi
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sekilde tekrarlamali rekombinasyon (World Wide Web'de, maxygen.com adresinde
bulunabilir), istege bagh olarak yeni enzimlerin ve yollarm gelistirilmesi igin kullanilir,
Bakiniz, 6rnegin, Stemmer (1994), Rapid evolution of a protein in vitro by DNA shuffling,
Nature 370(4):389-391; ve, Stemmer, (1994), DNA shuffling by random fragmentation
and reassembly: In vitro recombination for molecular evolution, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA., 91:10747-10751. Benzer sekilde, Genencor tarafindan gelistirilen DesignPath™
(World Wide Web'de, genencor.com adresinde bulunabilir), istege bagh olarak metabolik
yol miihendisligi i¢in, érnegin bir hiicrede O-metil-L-tirosin olusturmak {izere bir yol
tasarlamak i¢in kullamilir. Bu teknoloji, fonksiyonel genomikler ve molekiiler evrim ve
tasarim vasitasiyla tammlananlar dahil, ancak bunlarla sinirli olmamak tizere, yeni genlerin
bir kombinasyonu kullanilarak konak¢t organizmalardaki mevcut yollar tekrar olusturur.
Diversa Corporation da (World Wide Web'de, diversa.com adresinde bulunabilir), yeni
yollar olusturmaya yonelik olanlar dahil, ancak bunlarla sinirli olmamak lizere, genlerin ve

gen yollarinin kitapliklarini hizli bir sekilde tarama teknolojisini saglamaktadir.

Tipik olarak, mevcut aciklamanin tasarlanmis bir biyosentetik yoluyla iiretilen dogadisi
amino asit, etkin protein biyosentezi icin yeterli bir konsantrasyonda (6rnedin, dogal
hiicresel miktar), ancak diger amino asitlerin konsantrasyonunu etkileyecek veya hiicresel
kaynaklan tiiketecek bir derecede olmayacak bigimde {iretilir. Bu sekilde in vivo olarak
tiretilen tipik konsantrasyonlar, yaklasik 10 mM ila yaklasik 0.05 mM'dir. Bir hiicrenin,
spesifik bir yol igin arzu edilen enzimleri tretmek i¢in kullanilan genleri igeren bir
plazmitle doéntstiriilmesi ve bir dogadist amino asidin olusturulmas1 tizerine, hem
ribozomal protein sentezi hem de hiicre biiyiimesi icin dogadisi amino asidin {iretimini

daha da optimize etmek iizere, istege bagh olarak in vivo se¢imler kullanilir,

NUKLEIK ASIT VE POLIPEPTIT DiZiSi VE VARYANTLARI

Yukarida ve asagida tarif edildigi gibi, niikleik asit poliniikleotit dizileri ve polipeptit
amino asit dizileri, 6rnegin tRNA'lar ve RS'ler, ve ornegin séz konusu dizileri igeren
bilesimler ve usuller aciklanmaktadir. S6z konusu dizilerin, 6rnegin tRNA'larin ve RS'lerin
omekleri burada aciklanmaktadir. Bununla birlikte, teknikte deneyimli kisiler, agiklamanin
burada (6megin, Ornekler) aciklanan dizilerle siirli olmadigim kabul edecektir.
Deneyimli kisiler, agiklamanin, burada tarit edilen fonksiyonlari, 6rnegin bir O-tRNA veya
bir O-RS'nin kodlanmasin: igeren birgok ilgili ve ilgisiz dizinin de saglandigim kabul

edecelktir.
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Bu acgiklamada polipeptitler (O-RS'ler) ve poliniikleotitler, érnegin, O-tRNA, O-RS'leri
veya onlarm bolimlerini kodlayan poliniikleotitler, aminoagil-tRNA sentetaz klonlarim
izole etmek i¢in kullanilan oligoniikleotitleri ve benzerleri saglanmaktadir. Poliniikleotitler,
bir veya daha c¢ok selektér kodon igeren, ilgilenilen proteinleri veya polipeptitleri
kodlayanlar1 kapsar. ilave olarak, poliniikleotitler, &megin, DIZI ID NO.: 1, 2, 3'ten
herhangi birinde ortaya kondugu gibi bir niikleotit dizisi igeren bir poliniikleotiti; bunu
tamamlayict nitelikte veya bunun konservatif bir varyasyonu olan poliniikleotiti kapsar.
Benzer sekilde, niikleik asidin esas itibariyle tim uzunlugu boyunca, oldukea siki kosullar
alinda yukanda belirtilen bir poliniikkleotite hibritlesen bir niikleik asit, mevcut

aciklamanin bir poliniikleotitidir.

Belirli diizenlemelerde, bir vektor (6rnegin, bir plazmit, bir kozmit, bir faj, bir bakteri, bir
viriis, bir ¢iplak poliniikleotit, bir eslenik poliniikleotid vs.), mevcut agiklamanin bir
poliniikleotitini icerir. Bir diizenlemede, vektor, bir ekspresyon vektoridir. Bir baska
diizenlemede, ekspresyon vektorii, meveut agiklamanin bir veyva daha c¢ok poliniikleotitine
calhigabilir durumda bagli bir promoter igerir. Bir diger diizenlemede, bir hiicre, mevcut

acitklamanin bir poliniikleotitini igeren bir vektdr igerir.

Deneyimli kisiler ayrica, agiklanan dizilerin birgok varyantimin bu bulusa dahil edildigini
de kabul edecektir. Ornegin, aciklanan dizilerin, fonksiyonel agidan 6zdes bir dizi saglayan
konservatif varyantlari, buluga dahil edilmektedir. Varyantlarin, en az bir adet agiklanan
diziye hibritlestigi niikleik asit poliniikleotit dizilerinin varyantlarimin, bulusa dahil edildigi
kabul edilmektedir. Ornegin, standart dizi karsilastirma teknikleriyle belirlendii sekilde,

burada a¢iklanan dizilerin benzersiz alt dizileri de bu bulusa dahil edilmektedir.

Konservatif varvasvoenlar

Genetik kodun yozlasmasindan dolayi, "sessiz siibstitiisyonlar” (vani bir niikleik asit
dizisindeki, kodlanmis bir polipeptitte bir degisiklige neden olmayan siibstitlisyonlar), bir
amino asidi kodlayan /er niikleik asit dizisinin 6rtik bir 6zelligidir. Benzer sekilde, bir
amino asit dizisindeki olduk¢a benzer &zelliklere sahip farkli amino asitlerle siibstitiie
edilen bir veya birkac amino asitte "konservatif amino asit siibstitiisyonlar”, yine,
aciklanan bir yapiya oldukg¢a benzer olarak kolayca tanimlanir. Agiklanan her dizinin bu

tip konservatif varyasyonlari, mevcut agiklamanin bir ézelligidir.

Belirli bir niikleik asit dizisinin "konservatif varyasyonlart”, ézdes veya esas olarak ézdes

amino asit dizilerini kodlayan niikleik asitleri, ya da niikleik asidin bir amino asit dizisini
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kodlamadign yerlerde, esas olarak 6zdes dizileri ifade eder. Teknikte deneyimli kisiler,
kodlanmig bir dizide tek bir amino asidi veya amino asitlerin kiigiik bir yiizdesini
degistiren, katan veya ¢ikaran tek tek siibstitlisyonlarin, ¢ikarilmalarin veya katilmalarin,
"konservatif olarak modifive edilmis varyasyonlar" veya "konservatif olarak modifiye
edilmis varyantlar” oldugunu kabul edecektir; burada degisiklikler, bir amino asidin
¢ikarilmasina, bir amino asidin katilmasina veya bir amino asidin, kimyasal olarak benzer
bir amino asitle siibstitiie edilmesine yol acar. Bu nedenle, mevcut agiklamanin siralanan
bir polipeptit dizisinin "konservatif varyasyonlart”, polipeptit dizisinin amino asitlerinin
kiigiik bir ylizdesinin, tipik olarak %5'ten azinin, daha tipik olarak %4, %2 veya %]1'den
azinin, ayni konservatif siibstitiisyon grubunun konservatif olarak secilmis bir amino
asidiyle siibstitiisyonlarini igerir. Bir niikleik asit molekiiliiniin kodlanmis aktivitesini
degistirmeyen dizilerin katilmasi (fonksiyonel olmayan bir dizinin katilmasi gibi), temel

niikleik asidin konservatif bir varyasyonudur.

Fonksiyonel olarak benzer amino asitler saglayan konservatif siibstitiisyon tablolari,
teknikte normal deneyim sahibi kisgilerce bilinmektedir. Asagidaki sekiz grubun her biri,

bir digeri i¢in konservatif siibstitlisyonlar olan amino asitler igerir:
1) Alanin (A), Glisin (G);
2) Aspartik asit (D), Gliitamik asit (E);
3) Asparajin (N), Gliitamin (Q);
4) Arjinin (R}, Lizin (K);
5) Izolssin (I), Lasin (L), Metiyonin (M), Valin (V);
6) Fenilalanin (F), Tirosin (Y), Triptofan (W);
7) Serin (S), Treonin (T); ve
8) Sistein (C), Metiyonin (M}

(bakiniz, 6rnegin, Creighton, Proteins: Structures and Molecular Properties (W H Freeman

& Co.; 2. Baski (Aralik 1993)

Niikleik Asit Hibridizasyonu

Meveut agiklamanin niikleik asitlerinin konservatif varyasyonlari dahil olmak iizere,
mevcut agiklamammn niikleik asitlerini (DIZI ID NO.: 1- 3 gibi) tanimlamak icin

kargilastirmali hibridizasyon kullamlabilir, ve bu karsilastirmali hibridizasyon usulii,
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mevecut actklamanm niikleik asitlerini ayirt etmek igin tercih edilen bir usuldiir. Tlave
olarak, yiiksek, ultra yiiksek ve/veya ultra-ultra yiiksek sikilik kosullarn altinda DIZI 1D
NO: 1-3 ile temsil edilen niikleik asitlere hibritlenen hedef niikleik asitler, mevcut
aciklamanin bir dzelligidir. Bu tip niikleik asitlerin &rnekleri, belirtilen bir niikleik asit
dizisiyle karsilastirildiginda bir veya birkag sessiz veya konservatif nikleik asit

siibstitiisyonuna sahip olanlar1 igerir.

Bir test niikleik asidi, proba, milkkemmel eslesen tamamlayici hedefe gore en az ' iyi
hibritlestiginde, yani mikemmel eslesen probun, eslesmeyen hedef niikleik asitlerden
herhangi birine hibritlesmede gbzlenenin en az yaklasik 5 ila 10 kati yiiksek bir sinyal-
giiriiltii oramyla milkemmel eslesen tamamlayict hedefe baglandigi kosullar altinda,
probun hedefe hibridizasyonunun en az '%'si kadar yiiksek bir sinyal-giriiltii oraniyla
hibritlestiginde, test niikleik asidinin bir prob niikleik asidine spesifik olarak hibritlestigi
ifade edilir.

Nikleik asitler, tipik olarak soliisyon iginde birlestiklerinde "hibritlesirler”. Niikleik asitler,
hidrojen baglama, ¢6ziicii dislama, baz istifleme ve benzerleri gibi c¢esitli 1yi karakterize
edilmis fiziko-kimyasal gliclerden dolay: hibritlesir. "Siki hibridizasyon kosullarn" ifadesi,
teknikte bilindigi gibi diisiik iyonik gii¢ ve yiiksek sicaklik kosullar anlamina gelir. Tipik
olarak, siki kosullar altinda, bir prob, niikleik asidin bir kompleks karisiminda (sinirlayici
olmamak iizere, toplam hiicresel veya kitaplik DNA veya RNA dahil) hedef alt dizisine
hibritlesir, ancak kompleks kansimdaki diger dizilere hibritlesmez. Niikleik asitlerin
hibridizasyonu i¢in ayrintih bir kilavaz, Tijssen (1993) Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with Nucleic Acid Probes, Kisim 1,
Boliim 2, "Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid probe
assays," (Elsevier, New York) ve ayrica Ausubel ve digerleri, Current Protocols in
Molecular Biology (1995) kapsaminda bulunabilir. Hames ve Higgins (1995) Gene Probes
1 IRL Press at Oxford University Press, Oxford, Ingiltere, (Hames ve Higgins 1) ve Hames
ve Higgins (1995) Gene Probes 2 IRL Press at Oxford University Press, Oxford, ingiltere
(Hames ve Higgins 2), oligoniikleotitler dahil olmak iizere, DNA ve RNA'nin sentezi,
etiketlenmesi, saptanmasi ve Slciilmesiyle ilgili detaylan saglamaktadir. Genel olarak siki
kosullar, tanimlannus bir iyonik giic ve pH'ta spesifik dizi igin termal erime derecesinin
(Tm} yaklasik 5°C ila 10°C altinda olacak sekilde segilir. Ty, hedefi tamamlayici problarin
%50'sinin hedef diziye dengede (hedef diziler fazla miktarda mevcut oldugundan, T, 'de
problarin %50'si dengede tutulur) hibritlestigi sicakliktir (tamimlannmus iyonik gii¢, pH ve
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niikkleik konsantrasyon altinda). Siki kosullar, tuz konsantrasyonunun pH 7.0 ila 8.3'te
yaklasik 1.0 M'den diisitk sodyum iyonu, tipik olarak yaklagik 0,01 ila 1.0 M sodyum
iyonu konsantrasyonu {veya diger tuzlar) oldugu ve sicakligin, kisa problar i¢in (sinirlayici
olmamak tlzere, 10 ila 50 niikleotit dahil) en az yaklasik 30°C ve uzun problar icin
(smirlayict olmamak iizere, 50 niikleotit Ustli dahil) en az yaklasik 60°C oldugu kosullar
olabilir. Siki kosullar, formamid gibi destabilize edici maddelerin eklenmesiyle de
saglanabilir. Secici veya spesifik hibridizasyonda, pozitif bir sinyal, arka plamn en az iki
kati, istege bagl olarak arka plan hibridizasyonun 10 kat1 olabilir. Omek sik1 hibridizasyon
kosullan asagidaki gibi olabilir; 65°C'de 0.2X SSC, ve %0.1 SDS'de yikama ile, 42°C'de
inkiibe edilerek %50 formamid, 5X SSC ve %1 SDS, veya 65°C'de inkiibe edilerek 5X
SSC, %1 SDS. Bu tip yikamalar 5, 15, 30, 60, 120 dakika veya daha uzun siire boyunca
gergeklestirilebilir,

Bir Southern veya Northern blot'ta bir filtre {izerinde 100'den fazla tamamlayici kalintiya
sahip tamamlayici niikleik asitlerin hibridizasyonu icin siki hibridizasyon kosullarinin bir
omegi, 42°C'de 1 mg heparin ile %50 formalin olup, hibridizasyon gece boyunca
gerceklestirilir. Sik1 yikama kosullarimin bir 6rmegi, 15 dakika boyunca 65°C'de bir (.2x
SSC yikamasidir (SSC tamponuyla ilgili bir agiklama i¢in, bakiniz, Sambrook ve digerleri,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual (3. Baski 2001)). Cogu zaman, arka plan prob
sinyalini kaldirmak i¢in ylksek sikilikta yikamadan once distik sikilikta bir yikama
gerceklestirilir. Ornek bir diisiik sikilikta yikama, 15 dakika boyunca 40°C'de 2x SSC'dir.
Genel olarak, belirli hibridizasyon deneyinde ilgisiz bir prob igin gbzlenene gore 5x (veya

daha yiiksek) bir sinyal-giriiltii oram, spesifik bir hibridizasyonun saptandigini belirtir,

Southern ve Northern hibridizasyonlart  gibi  nilkleik asit hibridizasyon deneyleri
baglaminda "siki hibridizasyon yikama kosullar1", diziye bagimhidir ve farkli ortam
parametreleri altinda farkhdir. Daha uzun diziler, spesifik olarak daha viiksek sicakliklarda
hibritlesir. Nikleik asitlerin hibridizasyonuyla ilgili kapsamli bir kilavuz, Tijssen (1993)
(yukarida) ve Hames ve Higgins, 1 ve 2'de (yukarida) bulunmaktadir. Siki hibridizasyon ve
yitkama kosullan, herhangi bir test niikleik asidi i¢in ampirik olarak kolayca belirlenebilir.
Omegin, oldukca sik1 hibridizasyon ve yikama kosullarinin belirlenmesinde, hibridizasyon
ve yikama kosullar, segilmis bir kriter kiimesi karsilanana kadar asama asama ylikseltilir
(0rnegin, hibridizasyon veya yikamada sicakligi arttirma, tuz konsantrasyonunu azaltma,
deterjan konsantrasyonunu arttirma ve/veya formalin gibi organik ¢dziicllerin

konsantrasyonunu arttirma yoluyla). Omnegin, hibridizasyon ve yikama kosullar, bir
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probun, probun eslesmeyen bir hedefe hibridizasyonunda gézlenenin en az 5 kat1 kadar
yilkksek bir sinyal-giiriiltii oramyla miikemmel bir sckilde eslesen tamamlayici hedefe

baglanmasina kadar asama asama yukseltilir.

"Cok siki" kosullar, belirli bir prob igin termal erime derecesine (T,) esit olacak sekilde
secilir. T, test dizisinin %50'sinin milkemmel olarak eslesen bir proba hibritlestigi
stcakliktir (tamimlanmis iyonik gii¢ ve pH altinda). Mevcut bulusun amaclari acisindan,
genel olarak "oldukea sik1" hibridizasyon ve yikama kosullari, belirtilen bir iyonik gii¢c ve

pH'ta spesifik dizinin T,,'sinden yaklasik 5°C daha diisiik olacak sekilde segilir.

"Ultra yiiksek sikilikta" hibridizasyon ve yikama kosullan, probun, miikemmel olarak
eslesen tamamlayici hedef niikleik aside baglanmasi icin sinyal-giiriiltii orani, eslesmeyen
hedef niikleik asitlerden herhangi birine hibritlesmede gozlenenden en az 10 kat yiiksek
olana kadar hibridizasyon ve yikama kosullarinin viikseltildigi kosullardir. Bu kosullar
altinda, mitkemmel olarak eslesen tamamlayic1 hedef niikleik asidin en az '%'si kadar bir
sinyal-giiriiltii oraniyla bir proba hibritlesen bir hedef niikleik asidin, ultra yiiksek sikilik
kosullar1 altinda proba baglandigi ifade edilir.

Benzer sekilde, ilgili hibridizasyon deneyinin hibridizasyon ve/veya yikama kosullan
asama asama yiikseltilerek, daha da yiiksek sikilik seviyeleri belirlenebilir. Ornegin,
probun, milkemmel olarak eslesen tamamlayici hedef niikleik aside baglanmasi i¢in sinyal-
giiriiltii oram, eslesmeyen hedef nikleik asitlerden herhangi birine hibritlesmede
gizlenenden en az 10 kat, 20 kat, 50 kat, 100 kat veya 500 kat veya daha yiiksek olana
kadar hibridizasyon ve yikama kosullarinin sikiliginin arttirlldigi kosullar. Bu kosullar
altinda, miikemmel olarak eslesen tamamlayici hedef niikleik asidin en az Y%'si kadar bir
sinyal-giiriiltii oramyla bir proba hibritlesen bir hedef niikleik asidin, ultra-ultra yiiksek
sikilik kosullari altinda proba baglandigi ifade edilir.

Sikt kosullar altinda bir digerine hibritlesmeyen niikleik asitler, kodladiklart polipeptitlerin
esas itibariyle 6zdes olmalar1 halinde, yine esas itibariyle 6zdestirler. Bu, éregin genetik
kod tarafindan izin verilen maksimum kodon yozlasmasi kullanilarak bir niikleik asidin bir

kopyasi olusturuldugunda meydana gelir.

Benzersiz alt diziler

Ayrnica, burada agiklanan O-tRNA'larin ve O-RS'lerin dizilerinden segilen bir niikleik asitte
benzersiz bir alt dizi igeren bir niikleik asit saglanmaktadir. Benzersiz alt dizi, bilinen

herhangi bir O-tRNA veya O-RS niikleik asit dizisine tekabiil eden bir niikleik aside
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kiyasla benzersizdir. Hizalama, 6megin, varsayilan parametrelere ayarlanmis BLAST
kullamlarak gergeklestirilebilir, Herhangi bir benzersiz alt dizi, megin, meveut

aciklamanin ntikleik asitlerini tanimlamak i¢in bir prob olarak yararlidir.

Benzer sekilde, bu acgiklama, burada agiklanan O-RS'lerin dizilerinden segilen bir
polipeptitte benzersiz bir alt dizi igeren bir polipeptiti kapsamaktadir. Burada, benzersiz alt
dizi, bilinen herhangi bir polipeptit dizisine tekabiil eden bir polipeptite kiyasla

benzersizdit.

Aymniea, siki kosullar altinda, O-RS'lerin dizilerinden secilen bir polipeptitteki benzersiz bir
alt diziyi kodlayan bir benzersiz kodlayic1 oligontikleotite hibritlesen hedef niikleik asitler
aciklanmakta olup, burada benzersiz alt dizi, kontrol polipeptitlerinin (6rnegin, mevcut
actklamanin sentetazlarinin, drnegin mutasyon yoluyla tliretildigi ana diziler) herhangi
birine tekabiil eden bir polipeptite kiyasla benzersizdir. Benzersiz diziler asagida
belirtildigi gibi belirlenir.

Dizi karsilastirmasi, 6zdeslik ve homoloji

Iki veya daha ¢ok niikleik asit veya polipeptit dizisi baglaminda "6zdes" veya yiizde
"6zdeslik" terimleri, karsilastirildiklarinda ve bir karsilastirma penceresi veya belirlenmis
rejyona gdére maksimum tekabiil etme i¢in hizalandiklarinda, asagidaki agiklanan dizi
karsilastirma algoritmalarindan biri (veya teknikte normal deneyim sahibi kisilerce
kullanilabilen diger algoritmalar) ya da maniiel hizalama ve gdrsel denetim kullamilarak
olgiildiigii sekilde, ayn1 olan ya da aymi amino asit kalintilarnin veya niikleotitlerin

belirlenmis bir yiizdesine sahip olan iki veya daha ¢ok diziyi veya alt diziyi ifade eder.

iki niikleik asit veya polipeptit (6rmegin, bir O-tRNA veya O-RS'vi, veya bir O-RSin
amino asit dizisini kodlayan DNA'lar) baglaminda "esas itibariyle ozdes" terimi,
karsilastirildiklarinda ve bir Karsilastirma penceresi veya belirlenmis rejyona gore
maksimum tekabiil etme i¢in hizalandiklarinda, bir dizi karsilagtirma algoritmast (veya
teknikte normal deneyim sahibi kisilerce kullanilabilen diger algoritmalar) ya da maniiel
hizalama ve gérsel denetim kullanilarak Ol¢iildiigi sekilde, en az yaklasik %60, yaklasik
%80, yaklasik %90 ila %95, yaklasik %98, yaklagik %99 veya daha fazla niikleotit veya
amino asit kalintis1 6zdesligine sahip iki veya daha cok diziyi veya alt diziyi ifade eder. Bu
tip "esas itibariyle 6zdes" diziler, gercek ataya atifta bulunulmadan, "homolog" kabul

edilir. "Esas itibariyle ozdeslik", dizilerin en az yaklasik 50 kalintt uzunlugunda bir
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rejyonu, en az yaklasik 100 kalintilik bir rejyon, veya en az yaklagik 150 kalintilik bir

rejyon, veya karsilastirilacak 1ki dizinin tam uzunlugu boyunca mevcut olabilir,

Dizi karsilastirmasi ve homoloji belirlemesi i¢in, tipik olarak bir adet dizi, test dizilerinin
karsilastirildig: bir referans dizisi olarak gorev yapar. Bir dizi karsilastirma algoritmasi
kullanilirken, test ve referans dizileri bir bilgisayara girilir, gerekirse alt dizi koordinatlar
belirtilir ve dizi algoritma program parametreleri belirtilir. Daha sonra dizi karsilastirma
algoritmasi, program parametrelerini temel alarak, referans diziye gore test dizisi/dizileri

icin yiizde dizi 6zdesligini hesaplar.

Kargilastirma i¢in dizileri hizalama usulleri, teknikte normal deneyim sahibi kisilerce
bilinmektedir. Karsilastirma igin dizilerin optimum hizalanmasi, &rnegin Smith ve
Waterman'in (Adv. Appl. Math. 2:482¢ (1981)) lokal homoloji algoritmasi, Needleman ve
Wunsch'un (J. Mol. Biol. 48:443 (1970)) homoloji hizalama algoritmasi, Pearson ve
Lipman'in (Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988)) benzerlik arama usulli, bu
algoritmalarin bilgisayarli uygulamalar (GAP, BESTFIT, FASTA ve TFASTA, Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI),
veya maniiel hizalama ve gorsel denetim (bakiniz, 6megin, Ausubel ve digerleri, Current

Protocols in Molecular Biclogy (1995 eki)) yoluyla yiiriitiilebilir.

Yiizde dizi 6zdesligini ve dizi benzerliini belirlemek i¢in uygun bir algoritmanin bir
oregi, Altschul ve digerleri (1997) Nuc. Acids Res. 25:3389-3402, ve Altschul ve
digerleri, J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990) kapsaminda agiklanan BLAST algoritmasi ve
BLAST 2.0 algoritmalaridir. BLAST analizlerini ger¢eklestirmek ic¢in yazilim, World
Wide Web'de ncbi.nlm.nih.gov adresinde bulunan National Center for Biotechnology
Information'dan halka agik olarak mevcuttur. Bu algoritma ilk olarak, bir veritabam
dizisinde ayni uzunluktaki bir kelimeyle hizalandiginda, sorgu dizisindeki, eslesen veya bir
miktar pozitif degerli esik puanini karsilayan W uzunlugundaki kisa kelimeleri tanimlama
yoluyla yiiksek puanli dizi ¢iftlerinin (HSP'ler) tanimlanmasim kapsar. T, yakin kelime
puani esigi olarak bilinir (Altschul ve digerleri, yukarida). Bu ilk yakin kelime isabetleri,
onlari iceren daha uzun HSP'leri bulmaya yonelik aramalar1 baglatmak i¢in tohumlar olarak
gorev yapar. Daha sonra kelime isabetleri, kiimiilatif hizalama puam arttirilabildigi siirece,
her dizi boyunca her iki ydnde uzatilir. Kiimiilatif puanlar, niikleotit dizileri i¢in M
(eslesen kalintilardan olusan bir ¢ift igin 6diil puani; her zaman > 0) ve N (eslesmeyen
kalintilar igin ceza puant; her zaman < () parametreleri kullanilarak hesaplanir. Amino asit

dizilerinde, kiimiilatif puam hesaplamak i¢in bir puanlama matrisi kullanilir. Kimiilatif
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hizalama puam, elde edilen maksimum degerinde X miktarn kadar azaldiginda; bir veya
daha ¢ok negatif puanli kalinti hizalamasmin birikmesinden dolay kiimiilatif puan sifira
veya sifinn altina duistiiglinde; veya dizilerden birinin sonuna ulasildiginda, kelime
isabetlerinin her yonde uzatilmasina son verilir. BLAST algoritma parametreleri W, T ve
X, hizalamanin hassasiyetini ve hizini belirler. BLASTN programi (niikleotit dizileri igin),
varsayilanlar olarak 11 kelime uzunlugu (W), bir tahmin (E) olarak 10, bir kesme olarak
100, M=5, N=-4, ve her iki zincirin bir kargilastirmasini kullanir. Amino asit dizilerinde,
BLASTP programi, varsayilanlar olarak 3 kelime uzunlugu (W), bir tahmin (E) olarak 10,
ve BLOSUMS62 puanlama matrisi (bakimz, Henikoff ve Henikoff (1992} Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89:10915) hizalamalar (B) 50, tahmin (E) olarak 10, M=5, N=-4, ve her iki
zincirin bir karsitlastirmasint kullanir. BLAST algoritmasi tipik olarak "diisiik komplekslik"
filtresi kapali halde ytiriitiiliir.

BLAST algoritmasi, yiizde dizi 6zdesliginin hesaplanmasina ek olarak, ayrica iki dizi
arasindaki benzerligin istatistiksel bir analizini gerceklestirir (bakinmz, drnegin, Karlin ve
Altschul, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 90:5873-5787 (1993)). BLAST algoritmasiyla
saglanan bir benzerlik 6l¢iisii, iki niikleotit veya amino asit dizisi arasinda tesadiifen bir
eslesmenin gerceklesme ihtimalinin bir géstergesini saglayan en kiigiik toplam ihtimalidir
(P(N)). Ornegin, test niikleik asidi ile referans niikleik asidinin bir karsilastirmasinda en
kiigiik toplam ihtimali yaklasik 0.2'den diisiik, yaklasik 0.01'den diisiik, veya yaklagik
0.001'den disiik oldugunda, bir niikleik asidin bir referans diziye benzer oldugu kabul
edilebilir.

Mutajenez ve Diser Molekiiler Bivoloji Teknikleri

Poliniikleotit ve polipeptitler, molekiiler biyoloji teknikleri kullamlarak manipiile edilebilir.
Bir niikleotit dizisi, geleneksel usullere gére, bdlgeye yonelik mutajenezle uygun bicimde
modifive edilebilir. Alternatif olarak niikleotit dizisi, oligoniikleotitlerin, arzu edilen
polipeptitin amino asit dizisi temel alinarak tasarlandigi bir oligoniikleotit sentez cihazi
kullanma, ve tercihen rekombinant polipeptitin lretilecegi konakgi hiicrede tercih edilen
kolonlart secme dahil, ancak bunlarla sinirli olmamak tzere, kimyasal sentez yoluyla
hazirlanabilir. Orne@in, arzu edilen polipeptitin béliimlerini kodlayan bazi kiiciik
oligoniikleotitler sentezlenebilir ve PCR, ligasyon veya ligasyon zincir reaksiyonu ile
birlestirilebilir. Bakimiz, érnegin, Barany ve digerleri, Proc. Natl. Acad. Sci. 83: 189-193
(1991); A.B.D. Patenti 6,521,427.
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Bu bulusta rckombinant genetik alanindaki rutin tekniklerden yararlanilmaktadir. Bu
bulusta yararli olan genel usullerin agiklandigi temel metinler asagidakileri icerir;
Sambrook ve digerleri, Molecular Cloning, A Laboratory Manual (3. Baski, 2001);
Kriegler, Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual (1990); ve Current

Protocols in Molecular Biology (Ausubel ve digerleri, editorler, 1994)).

Molekiiler biyoloji tekniklerinin aciklandig1 genel metinler asagidakileri igerir: Berger ve
Kimmel, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology, Cilt 152,
Academic Press, Inc., San Diego, CA (Berger); Sambrook ve digerleri, Molecular Cloning
- A Laboratory Manual (2. Baski), Cilt 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, New York, 1989 ("Sambrook"} ve Current Protocols in Molecular Biology, F.M.
Ausubel ve digerleri, editorler, Current Protocols, Greene Publishing Associates, Inc. ve
John Wiley & Sons, Inc. arasindaki bir ortak girisim (1999'dan itibaren ilavelerle)
("Ausubel"). Bu metinlerde mutajenez, vektorlerin kullamimi, promoterler, ve 6rnegin
secilen amino asitler (6rnegin, dogadisi amino asitler), ortogonal tRNA'lar, ortogonal
sentetazlar ve bunlarn ciftlerini kapsayan proteinlerin tiretimi icin selektér kodonlar
iceren genlerin veya poliniikleotitlerin  olusumu ile ilgili baska birgok konu

aciklanmaktadir.

Bu bulusta, yeni sentetazlar veya tRNA'lar liretmek, tRNA molekiillerini mutasyona
ugratmak, tRNA kitapliklar tretmek, RS molekillerini mutasyona ugratmak, sentetaz
kitapliklar: iretmek, selektor kodonlar tiretmek, ilgilenilen bir proteine veya polipeptite
segilen bir amino asidi kodlayan selektor kodonlar eklemek dahil, ancak bunlarla sinirh
olmamak iizere, c¢esitli amaclarla, ¢esitli tiplerde mutajenezler kullanilmaktadir, Bunlar,
bdlgeye yonelik, rasgele nokta mutajenez, homolog rekombinasyon, DNA kangtirma veya
diger tekrarlamali mutajenez usulleri, kimerik vapi, sablonlar iceren urasil kullanarak
mutajenez, oligoniikleotite yonelik mutajenez, fosforotiyoat ile modifive edilmis DNA
mutajenezi, aralikli dubleks DNA kullanarak mutajenez veya benzerleri ile bunlarin
herhangi bir kombinasyonunu igerir, ancak bunlarla smirli degildir. Ek uygun yontemler,
noktasal uyumsuzluk onarimi, eksik onarimli konakgi suslan kullanilarak mutajenez,
restriksiyon secimi ve restriksiyon saflastirmasi, ¢cikarma mutajenezi, toplam gen sentezi
yoluyla mutajenez, ¢ift zincir ki1 onarimi ve benzerlerini igerir. Kimerik yapilar
igerenler dahil, ancak bunlarla sinirli olmamak iizere, mutajenez de mevcut bulusa dahil
edilmektedir. Bir diizenlemede, mutajenez; dizi, dizi karsilagtirmalan, fiziksel ozellikler,

ikincil, l¢linciil veya dordiinciil yapi, kristal yapi1 dahil, ancak bunlarla sinirli olmamak
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fizere, dogal olarak meydana gelen molekiil ya da degistirilmis veya mutasyona ugratilmis

dogal olarak meydana gelen molekiil hakkindaki bilinen bilgilerle yonlendirilebilir,

Bu prosediirler, burada bulunan metinlerde ve 6rneklerde tarif edilmektedir. Ilave bilgiler,
asagidaki vayinlarda ve buralarda sdz edilen referanslarda bulunmaktadir: Ling ve
digerleri, Approaches to DNA mutagenesis: an overview, Anal Biochem. 254(2): 157-178
(1997); Dale ve digerleri, Oligonucleotide-directed random mutagenesis using the
phosphorothicate method, Methods Mol. Biol. 57:369-374 (1996); Smith, In vitro
mutagenesis, Ann. Rev. Genet. 19:423-462 (1985); Botstein ve Shortle, Strategies and
applications of in vitro mutagenesis, Science 229:1193-1201 (1985); Carter, Site-directed
mutagenesis, Biochem. J. 237:1-7 (1986); Kunkel, The efficiency of oligonucleotide
directed mutagenesis, in Nucleic Acids & Molecular Biology (Eckstein, F. ve Lilley,
D.M.J. editdrler, Springer Verlag, Berlin) (1987); Kunkel, Rapid and efficient site-specific
mutagenesis without phenotypic selection, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492 (1985);
Kunkel ve digerleri, Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic
selection, Methods in Enzymol. 154, 367-382 (1987); Bass ve digerleri, Mutant Trp
repressors with new DNA-binding specificities, Science 242:240-245 (1988); Zoller ve
Smith, Oligonucleotide-directed mutagenesis using M13-derived vectors: an efficient and
general procedure for the production of point mutations in any DNA fragment, Nucleic
Acids Res. 10:6487-6500 (1982); Zoller ve Smith, Oligonucleotide-directed mutagenesis
of DNA fragments cloned into M13 vectors, Methods in Enzymol. 100:468-500 (1983);
Zoller ve Smith, Oligonucleotide-directed mutagenesis: a simple method using two
oligonucleotide primers and a single-stranded DNA template, Methods in Enzymol.
154:329-350 (1987); Taylor ve digerleri, The use of phosphorothioate-modified DNA in
restriction enzyme reactions to prepare nicked DNA, Nucl. Acids Res. 13: 8749-8764
(1985); Taylor ve digerleri, The rapid generation of oligonucleotide-directed mutations at
high frequency using phosphorothioate-modified DNA, Nucl. Acids Res. 13: 8765-8785
(1985); Nakamaye ve Eckstein, Inhibition of restriction endonuclease Nci I cleavage by
phosphorothiocate groups and its application to oligonucleotide-directed mutagenesis, Nucl.
Acids Res. 14: 9679-9698 (1986); Sayers ve digerleri, 5'-3" Exonucleases in
phosphorothioate-based oligonucleotide-directed mutagenesis, Nucl. Acids Res. 16:791-
802 (1988); Sayers ve digerleri, Strand specific cleavage of phosphorothioate-containing
DNA by reaction with restriction endonucleases in the presence of ethidium bromide,

(1988) Nucl. Acids Res. 16: 803-814; Kramer ve digerleri, The gapped duplex DNA
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approach to oligonucleotide-directed mutation construction, Nucl. Acids Res. 12: 9441-
9456 (1984);, Kramer ve Fritz, Oligonucleotide-directed construction of mutations via
gapped duplex DNA, Methods in Enzymol. 154:350-367 (1987); Kramer ve digerleri,
Improved enzymatic in vitro reactions in the gapped duplex DNA approach to
oligonucleotide-directed construction of mutations, Nucl. Acids Res. 16: 7207 (1988);
Fritz ve digerleri, Oligonucleotide-directed construction of mutations: a gapped duplex
DNA procedure without enzymatic reactions in vitro, Nucl. Acids Res. 16: 6987-6999
(1988); Kramer ve digerleri, Different base/base mismatched are corrected with different
efficiencies by the methyl-directed DNA mismatch-repair system of E. coli, Cell 38:879-
887 (1984); Carter ve digerleri, Improved oligonucleotide site-directed mutagenesis using
M13 vectors, Nucl. Acids Res. 13: 4431-4443 (1985); Carter, Improved oligonucleotide-
directed mutagenesis using MI13 vectors, Methods in Enzymol. 154: 382-403 (1987);
Eghtedarzadeh ve Henikoff, Use of oligonucleotides to generate large deletions, Nucl.
Acids Res. 14: 5115 (1986); Wells ve digerleri, Importance of hydrogen-bond formation in
stabilizing the transition state of subtilisin, Phil. Trans. R. Soc. Lond. A 317: 415-423
(1986); Nambiar ve digerleri, Total synthesis and cloning of a gene coding for the
ribonuclease S protein, Science 223: 1299-1301 (1984); Sakmar ve Khorana, Total
synthesis and expression of a gene for the alpha-subunit of bovine rod outer segment
guanine nucleotide-binding protein (transducin), Nucl. Acids Res. 14: 6361-6372 (1988);
Wells ve digerleri, Cassette mutagenesis: an efficient method for generation of multiple
mutations at defined sites, Gene 34:315-323 (1985); Grundstrém ve digerleri,
Oligonucleotide-directed mutagenesis by microscale 'shot-gun' gene synthesis, Nucl. Acids
Res. 13: 3305-3316 (1985); Mandecki, Oligonucleotide-directed double-strand break repair
in plasmids of Escherichia coli: a method for site-specific mutagenesis, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 83:7177-7181 {1986); Arnold, Protein engineering for unusual environments,
Current Opinion in Biotechnology 4:450-455 (1993); Sieber ve digerleri, Nature
Biotechnology, 19:456-460 (2001); W. P. C. Stemmer, Nature 370, 389-91 (1994); ve, I.
A. Lorimer, [. Pastan, Nucleic Acids Res. 23, 3067-8 (1995). Yukaridaki usullerin bircogu
hakkinda ilave detaylar, cesitli mutajenez usulleriyle ilgili sorunlarm giderilmesine yonelik

yararli denetimlerin de agiklandig1 Methods in Enzymology, Cilt 154'te bulunabilir.

Ornegin, mevcut bulusun mutajenezinde (6rnegin, sentetaz kitapliklarimin mutasyona
ugratilmas: veya tRNA'larin degistirilmesi yoluyla) kullanima yénelik oligeniikleotitler,

tipik olarak, Beaucage ve Caruthers (Tetrahedron Letts. 22(20):1859-1862, (1981}))
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tarafindan agiklanan kati faz fosforamidit triester usuliine gore, Omegin Needham-
VanDevanter ve digerleri (Nucleic Acids Res., 12:6159-6168 (1984)) kapsaminda

aciklandid gibi bir otomatik sentez cihazi kullanilarak, kimyasal olarak sentezlenir.

[lave olarak, esas itibariyle herhangi bir niikleik asit, The Midland Certified Reagent
Company (mcrc(@oligos.com), The Great American Gene Company (www.genco.com),
ExpressGen Inc. (www.expressgen.com), Operon Technologies Inc. {Alameda, Calif.) ve
bir¢ok digerleri gibi cesitli ticari kaynaklarm herhangi birinden §zel veya standart olarak

siparig edilebilir..

Aynica, ortogonal tRNA/RS ciftleri vasitasiyla dogadisi bir amino asidin in vivo olarak
dahil edilmesine ynelik dkaryotik konaker hiicreler, karyotik olmayan konaker hiicreler
ve organizmalar da agiklanmaktadir. Konak¢r hiicreler, mevcut agiklamanin
poliniikleotitleri, va da mevcut agiklamanin, drnegin bir klonlama vektérii veya bir
ekspresyon vektorii olabilen bir vektéri dahil, ancak bununla simirli olmamak iizere,
mevcut agiklamanin bir poliniikleotitini igeren vapilarla genetik olarak tasarlanabilir
(sinirlayict olmamak {lizere, transformasyon, doniistiirme veya transfekte etme dahil).
Ornegin, ortogonal tRNA, ortogonal tRNA sentetaz ve derive edilecek protein icin
kodlama rejyonlari, arzu edilen konakgt hiicrede fonksiyonel olan gen ekspresyon kontrol
elemanlarina ¢aligabilir durumda baglanir. Vektor, drnegin bir plazmit, bir kozmit, bir faj,
bir bakteri, bir viriis, bir ¢iplak poliniikleotit veya bir eslenik poliniikleotit formunda
olabilir. Vektorler, elektroporasyon (Fromm ve digerleri, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82,
5824 (1985)), viral vektorlerle enfeksiyon, kii¢itk boncuklar veya partikiillerden olugan
matrisin igindeki veya ylizeydeki niikleik asitli kiiciik partikiillerle yiiksek hizli balistik
penetrasyon (Klein ve digerleri, Nature 327, 70-73 (1987)) ve/veya benzerlerini igeren

standart usullerle hiicrelere ve/veya mikroorganizmalara dahil edilir.

Hedef niikleik asitlerin hiicrelere eklenmesi igin iyi bilinen ¢esitli usuller mevcut olup, bu
bulusta bunlarin herhangi bir1 kullanilabilir. Bunlar, alici hiicrelerin DNA igeren bakteri
protoplastlariyla flizyonu, elektroporasyon, projektil bombardiman ve viral vektdrlerle
enfeksiyon (asagida ayrica agiklanacaktir) ve benzerlerini igerir. Bu aciklamanin DNA
yapilarim igeren plazmitlerin sayisim arttirmak i¢in bakteri hiicreleri kullamlabilir.
Bakteriler log fazina kadar buyiitiliir ve bakterilerin i¢indeki plazmitler, teknikte bilinen
¢esitli usullerle izole edilebilir (bakiniz, érnegin, Sambrook). Ilave olarak, bakterilerden
plazmitlerin saflagtirilmasima yonelik kitler ticari olarak temin edilebilir (bakiniz, drnegin,

ikisi de Pharmacia Biotech'ten olmak iizere, EasyPrep™, FlexiPrep™; Stratagene'den
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StrataClean™; ve Qiagen'den QIAprep™). izole edilmis ve saflastinlmis plazmitler daha
sonra diger plazmitleri iretmek igin ayrica manipiile edilir, hiicreleri transfekte etmek igin
kullanilir veya organizmalan enfekte etmek i¢in ilgili vektorlere eklenir. Tipik vektorler,
kopyalama ve translasyon terminatorleri, kopyalama ve translasyonu baslatma dizileri, ve
belirli hedef niikleik asidin ekspresyonunun dizenlenmesi i¢in yararli promoterler igerir.
Vektorler istege bagh olarak en az bir adet bagimsiz terminatdr dizi, dkaryotlarda veya
prokaryotlarla veya her ikisinde kasetin replikasyonuna imkan veren diziler (sinirlayiet
olmamak lzere, mekik vektorleri dahil) ve hem prokaryotik hem &karyotik sistemler i¢in
segim isaretleri igeren jenerik ckspresyon kasetleri icerir, Vektorler, prokaryotlarda,
okaryotlarda ve/veya her ikisinde replikasyon ve entegrasyon igin uygundur. Bakiniz,
Gillam ve Smith, Gene 8:81 (1979); Roberts ve digerleri, Nature, 328:731 (1987);
Schneider, E. ve digerleri, Protein Expr. Purif. 6(1)10-14 (1995); Ausubel, Sambrook,
Berger (tiimii vukarida). Klonlamada kullanisli bakterilerin ve bakteriyofajlarin bir
katalogu, 6rnegin ATCC tarafindan saglanmaktadir (0rnegin, ATCC tarafindan yayinlanan
The ATCC Catalogue of Bacteria and Bacteriophage (1992) Gherna ve digerleri
(editorler)). Dizilim, klonlama ve molekiiler biyolojinin diger yonleriyle ilgili ilave temel
prosediirler ve temel teorik degerlendirmeler, ayrica Watson ve diderleri (1992)
Recombinant DNA (Ikinci Baski, Scientific American Books, NY) kapsaminda
bulunmaktadir. Ilave olarak, esas itibariyle herhangi bir niikleik asit (ve standart veya
standart dis1 olmak iizere, hemen hemen her tiirlii etiketh niikleik asit), Midland Certified
Reagent Company (Midland, TX; World Wide Web'de mcre.com adresinde bulunabilir),
The Great American Gene Company {(Ramona, CA; World Wide Web'de genco.com
adresinde bulunabilir), ExpressGen Inc. (Chicago, IL; World Wide Web'de
expressgen.com adresinde bulunabilir), Operon Technologies Inc. {(Alameda, CA) ve
bircok digerleri gibi ¢esitli ticari kaynaklarin herhangi birinden 6zel veya standart olarak

siparig edilebilir.

Tasarlanan konakg1 hiicreler, drnegin tarama asamalari, promoterlerin aktif hale getirilmesi
veya transformantlarin secilmesi gibi aktiviteler i¢in uygun olarak modifiye edilmis
geleneksel niitrient ortamlarinda kiiltirlenebilir. Bu hiicreler istege bagh olarak transgenik
organizmalarda kiiltiirlenebilir. Ornegin hiicre izolasyonu ve kiiltiirii (6rnegin, daha sonraki
niikleik asit izelasyonu igin) ile ilgili diger vararli referanslar asagidakileri kapsar:
Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Technique, Uglincii Baski,
Wiley- Liss, New York ve icerdigi referanslar; Payne ve digerleri (1992) Plant Cell and
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Tissue Culture in Liquid, Systems John Wiley & Sons, Inc. New York, NY; Gamborg ve
Phillips (editorler) (1995) Plant Cell, Tissue and Organ Culture; Fundamental Methods
Springer Lab Manual, Springer-Verlag (Berlin Heidelberg New York), ve Atlas ve Parks
(editdrler) The Handbook of Microbiological Media {1993) CRC Press, Boca Raton, FL.

Dogadis1 amino asitleri in vivo olarak dogrudan proteinlere dahil etme kabiliyeti; yiiksek
mutant protein verimleri, teknik kolaylik, mutant proteinleri hiicrelerin veya muhtemelen
canli organizmalarin i¢inde inceleme potansiyeli ve bu mutant proteinlerden terapotik
tedavilerde ve teshis kullanimlarinda yararlanmay1 igeren, ancak bunlarla sinirli olmayan
cok ¢esitli  avantajlar  saglar. Cesitli  boyutlara, asiditelere, niikleofilikliklere,
hidrofobikliklere ve bagka ozelliklere sahip dogal olmayan amino asitleri proteinlere dahil
etme kabiliyeti, hem protein fonksiyonunu incelemek, hem de yeni 6zelliklere sahip yeni
proteinler veya organizmalar olusturmak i¢in proteinlerin yapilarini rasyonel ve sistematik

olarak manipiile etme kabiliyetini bliyiik oranda genisletir.

ILGILENILEN PROTEINLER VE POLIiPEPTITLER

Bir dogadist amino asidin dahil edilmesi; protein yapisindaki ve/veyva fonksiyonundaki
degisiklikleri uygun hale getirme, proteaz hedef bdlgelerinin boyutunu, asiditesini,
niikleofilikligini, hidrojen baglamayi, hidrofilikligini, erisilebilirligini degistirme, bir
pargaya (sinirlayict olmamak {izere, bir protein dizisi ig¢in dahil) hedefleme, biyolojik
acidan aktif bir molekiil ekleme, bir polimer baglama, bir radyoniiklid baglama, serum yari
omriinii dizenleme, doku penetrasyonunu (6rnegin, tiimorler) diizenleme, aktif tasimay1
diizenleme, doku diizenleme, hiicre veya organ spesifikligi veya dagilimi, imminojenikligi
diizenleme, proteaz direncini dizenleme ve benzerlerini igeren, ancak bunlarla sinirh
olmayan ¢esitli amaclarla yapilabilir. Bir dogadis1 amino asit i¢eren proteinler, gelismis,
hatta tamamen veni katalitik veya biyofiziksel &zelliklere sahip olabilir. Ornegin bir
dogadist amino asidin bir proteine dahil edilmesiyle asagidaki dzellikler istege bagh olarak
modifiye edilir: toksisite, biyolojik dagilim, yapisal &zellikler, spektroskopik ozellikler,
kimyasal ve/veya fotokimyasal &zellikler, katalitik kabiliyet, yari omiir (sinirlayici
olmamak Uzere, serum yari dmri dahil), diger molekiillerle reaksiyona girme kabiliyeti
(sinirlayict olmamak lizere, esdegerli veya esdegerli olmayan sekilde dahil) ve benzerleri.
En az bir adet dogadis1 amino aside sahip proteinler igeren bilesimler, sinirlayict olmamak
izere, veni terapotikler, teshisler, katalitik enzimler, endiistriyel enzimler, baglayici
proteinler (sinirlayict olmamak t(izere, antikorlar dahil), ve protein yapisinin ve

fonksiyonunun incelenmesi dahil, ancak bunlarla sinirli olmayan yararlara sahiptir.
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Bakimiz, &megin, Dougherty, (2000) Unnatural Amino Acids as Probes of Protein
Structure and Function, Current Opinion in Chemical Biology, 4:645-652,

Bir protein, en az iki, en az ii¢, en az dort, en az bes, en az alti, en az yedi, en az sekiz, en
az dokuz veva en az on ya da daha fazlas1 dahil, ancak bunlarla sinirli olmamak {izere, en
az bir adet dogadis1 amino asit icerebilir. Dogadist amino asitler, proteinde, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9 veya 10 ya da daha fazla sayida farklh dogadis1 amino asit igeren 1, 2, 3,4, 5,6, 7, &,
9 veya 10 ya da daha fazla sayida farkli bolgenin mevceut olabilmesi dahil, ancak bunlarla
sinirli olmamak lzere, aym veya farklh olabilir. Bir proteinde, dogadisi amino asitle
siibstitlie edilen, proteinde meveut belirli bir amino asitten en az bir adet, ancak tiimiinden
daha azina sahip olabilir. Birden ¢ok dogadisi amino aside sahip belirli bir proteinde,
dogadist amino asitler 6zdes veya farkli olabilir (sinirlayict olmamak tizere, proteinin iki
veya daha ¢ok sayida farkli tiirde dogadist amino asit i¢erebilmesi, veya ayni dogadisi
amino asitten iki adet icerebilmesi dahil). ikiden cok dogadisi amino aside sahip belirli bir
proteinde, dogadis1 amino asitler, ayni, farkli, ya da en az bir adet farkli dogadisi amino

asit iceren ayni tiirden birden ¢ok dogadis1 amino asidin bir kombinasyonu olabilir.

Okaryotik hiicrelerde en az bir adet dogadis1 asit ile ilgilenilen proteinlerin veya
polipeptitlerin iretilmesiyle, proteinler veya polipeptitler, tipik olarak okaryotik,
posttranslasyonel modifikasyonlar igerecektir. Belirli diizenlemelerde, bir protein, en az bir
adet dogadis1 amino asit ve bir 6karyotik hiicre tarafindan in vivo olarak yapilan en az bir
adet posttranslasyonel modifikasyon icermekte olup, burada posttranslasyonel
modifikasyon, bir prokaryotik hiicre tarafindan yapilmaz. Omegin, posttranslasyonel
modifikasyon, smirlayict olmamak {izere, asctilasyon, agilasyon, lipid modifikasyonu,
palmitoilasyon, palmitat ilavesi, fosforilasyon, glikolipid baglanti modifikasyonu,
glikozilasyon ve benzerlerini igerir. Yine bir baska ag¢idan posttranslasyonel moditikasyon,
onciilerin (sinirlayict olmamak tizere, kalsitonin &nciisii, kalsitonin geniyle ilgili peptit
onciisii, preproparatiroid hormonu, preproinsiilin, proinsiilin, prepro-opiomelanokortin,
pro-opiomelanokortin ve benzerleri dahil) proteolitik islenmesi, ¢ok alt birimli bir protein
halinde birlestirme veya makromolekiiler birlestirme, hiicredeki bir baska bolgeye
translasyonu (smirlayici olmamak iizere, endoplazmik retikulum, Golgi aygiti, cekirdek,
lizozomlar, peroksizomlar, mitokondri, kloroplastlar, vakiioller ve benzerleri gibi
organellere, ya da salgilayici yol vasitasiyla dahil) kapsar. Belirli diizenlemelerde, protein;
bir salgilama veya lokalizasyon dizisi, bir epitop etiketi, bir FLAG etiketi, bir polihistidin

etiketi, bir GST fiizyonu veya benzerlerini igerir.
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Bir hiicrede, belirtilen bir konumda seg¢ilmis bir amino asitle bir protein iretme usulleri de
agiklanmaktadir, Ornegin bir usul, hiicrenin uygun bir ortamda biiyiitiilmesini (burada
hiicre, en az bir adet selektdr kodon iceren ve bir proteini kodlayan bir niikleik asit icerir)
ve se¢ilmis amino asidin saglanmasini kapsamakta olup, burada hiicre ayrica asagidakileri
igerir: hiicrenin icinde fonksiyon gergeklestiren ve selektér kodonu taniyan bir ortogonal
tRNA (O-tRNA); ve tercih edilen sekilde O-tRNA'y1 secilmis amino asitle aminoagilleyen
bir ortogonal aminoagil-tRNA sentetaz (O-RS). Tipik olarak O-tRNA, bir selektér kodona
tepki olarak ayni tiirden bir sentetaz mevcudiyetinde baskilama aktivitesi igerir. Bu usulle

iretilen bir protein de agiklanmaktadir,

Meveut aciklamanin bilesimleri ve mevcut agiklamanin usulleriyle yapilan bilesimler,
istege bagh olarak bir hiicrenin i¢indedir. Mevcut agiklamanin O-tRNA/O-RS giftleri veya
ayrt ayrt bilesenleri daha sonra bir konak¢i sistemin translasyon mekanizmasinda
kullanilabilir; bu da secilen bir amino asidin, érnegin dogadisi amino asidin bir proteine
dahil edilmesine yol agar. Patent basvurulari "Expanding the Eukaryotic Genetic Code"
baslikli USSN 10/825,867 ve "IN VIVO INCORPORATION OF UNNATURAL AMINO
ACIDS" baslikli 10/126,927'de bu islem aciklanmaktadir. Ornegin, bir O-tRNA/O-RS cifti
bir konake¢iya, 6rnefin Escherichia coli'ye dahil edildiginde, bu ¢ift, segilen amino asidin
(bir dogadis1 amino asit gibi), drnedin ekzojen olarak biiyiime ortamina eklenebilen bir
16sin amino asidin tiirevi gibi bir sentetik amino asidin, bir selektdr kodona tepki olarak
proteine dahil edilmesine yol acar. iste§e bagli olarak mevcut agiklamanim bilesimleri bir

in vitro translasyon sisteminde veya bir in vivo sistemde/sistemlerde olabilir.

Secilen bir amino asidi, 6megin bir dogadisi amino asidi (ve 0megin bir veya daha ¢ok
selektdor kodon igeren, herhangi bir kodlayict niikleik asidi) igeren herhangi bir protein
(veya onun boliimi), buradaki bilesimler ve usuller kullanilarak tretilebilir. Secilen bir
veya daha ¢ok amino asidin dahil edilmesi i¢in herhangi bir polipeptit uygundur. Bilinen
yliz binlerce proteinin tanumlanmasina caligilmamustir; bunlardan herhangi biri, drnegin
herhangi bir meveut mutasyon usulliniin, ilgili bir translasyon sistemine bir veya daha ¢ok
sayida uygun selektér kodon eklemek i¢in uygun hale getirilmesi yoluyla bir veya daha
cok sayida dogadig1 amino asit icerecek sekilde moditfiye edilebilir. Bilinen proteinler igin
genel dizi havuzlari, GenBank EMBL, DDBJ ve NCBI'yi igerir. Diger havuzlar, internet

aramast ile kolayca tanimlanabilir.

Tipik olarak, proteinler, herhangi bir mevcut proteine (6rnegin, bir terapdtik protein, bir

teshis proteini, bir endiistriyel enzim, veya bunlarin bolimi ve benzerleri) érnegin en az
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%60, en az %70, en az %75, en az %80, en az %90, en az %95 veya en az %99 dzdestir ve
bir veya daha ¢ok sayida segilmis amino asit igerir. Bir veya daha ¢ok sayida segilmis
amino asit, érnegin bir dogadisi amino asit igermek lzere modifiye edilebilen terapotik,
teshis amagh ve diger proteinlerin érnekleri, sinirlayici olmamak tizere, "Expanding the
Eukaryotic Genetic Code" bashiklhh USSN 10/825,867, ve "IN VIVO INCORPORATION
OF UNNATURAL AMINO ACIDS" bashikli A.B.D. Patent Bagvurusu Seri No.
10/126,927'de bulunabilir.

Belirli diizenlemelerde, mevcut agiklamanin usullerindeki ve/veya bilesimlerindeki
ilgilenilen protein veya polipeptit (veya onun béliimii), bir niikleik asit tarafindan kodlamr,
Tipik olarak niikleik asit en az bir adet selektdr kodon, en az iki selektdr kodon, en az ii¢
selektor kodon, en az dort selektdor kodon, en az bes selektér kodon, en az alt selektdr
kodon, en az yedi selektdr kodon, en az sekiz selektoér kodon, en az dokuz selektér kodon,

on veya daha cok sayida selektor kodon igerir.

[lgilenilen proteinleri veya polipeptitleri kodlayan genler, teknikte deneyimli kisilerce iyi
bilinen ve burada, 6rnegin secgilen bir amino asidin, érnegin bir dogadist amino asidin dahil
edilmesi i¢cin bir veya daha ¢ok selektor kodon eklemek ilizere "Mutajenez ve Diger
Molekiiler Biyoloji Teknikleri" kapsaminda agiklanan usuller kullanilarak mutajenize
edilebilir. Ornegin, ilgilenilen bir protein icin bir niikleik asit, bir veya daha gok selektdr
kodon igerecek sekilde mutajenize edilerek, bir veya daha ¢ok sayida secilmis amino
asidin, ornegin dogadis: amino asidin eklenmesi saglanir. Bu bulus, herhangi bir proteinin,
6megin en az bir adet secilmis amino asit i¢eren herhangi bir varyant (6rnegin mutant)
versiyonunu igerir, Benzer sekilde, bu bulus ayrica miitekabil niikleik asitleri, yani bir veya
daha ¢ok sayida se¢ilmis amino asidi kodlayan bir veya daha ¢ok selektdr kodona sahip

herhangi bir niikleik asidi de icerir.

Secilen bir amino asidi iceren bir protein yapmak iizere, ortogonal tRNA/RS ciftleri
vasitasiyla, segilen amino asidi in vivo olarak dahil etmek i¢in uyarlanan konakgi hiicreler
ve organizmalar kullanilabilir. Konakg¢i hiicreler; ortogonal tRNA'y1 eksprese eden bir veya
daha cok vektor, ortogonal tRNA sentetaz, ve derive edilecek proteini kodlayan bir
vektorle genetik olarak tasarlanir (6rnegin, transforme edilir, doniistiiriiliir veya transfekte
edilir). Bu bilegenlerden her biri aym vektorde olabilir veya her biri ayn bir vektorde
olabilir; iki bilesen bir vektorde, iiciincii bilesen ise ikinci bir vektdrde olabilir. Vektor,
ornegin bir plazmit, bir kozmit, bir faj, bir bakteri, bir viriis, bir ¢iplak poliniikleotit veya

bir eslenik poliniikleotid formunda olabilir.
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ALTERNATIF SISTEMLER

Rekombinant olmayan konakegr hiicrelerde, mutajenize edilmis konakgr hiicrelerde veya
hiicresiz sistemlerde proteinlere dogadisi amino asitlerin katilmasi igin ¢esitli stratejiler
kullanilmustir. Amino asitlerin Lys, Cys ve Tyr gibi reaktif van zincirlerle derivatizasyonu,
lizinin N*-asetil-lizine doniismesine yol acmustir. Kimyasal sentez de dogadist amino
asitleri dahil etmek i¢in basit bir usul saglar. Peptit fragmanlarinin enzimatik ligasyonunun
ve dogal kimyasal ligasyonunun yakin zamanda gelistirilmesiyle, daha biiyiik proteinlerin
yapilmasi mimkiin hale gelmistir. Bakimiz, dregin, P. E. Dawson ve S. B. H. Kent, Annu.
Rev. Biochem, 69:923 (2000). Kimyasal peptit ligasyonu ve dogal kimyasal ligasyon,
A.B.D. Patenti No. 6,184,344, A B.D. Patent Yaymm1 No. 2004/0138412, A.B.D. Patent
Yayin No. 2003/0208046, WO 02/098902 ve WO 03/042235'te agiklanmaktadir. 100'den
fazla dogadist amino asidi, hemen hemen her boyuttaki cesitli proteinlere bolgeye 6zgii bir
sekilde dahil etmek icin, arzu edilen dogadisi amino asitle kimyasal olarak acillenmis bir
baskilayici tRNA'min, protein biyosentezini destekleme kabiliyetine sahip bir in vitro
ekstrakta ilave edildigi genel bir in vitro biyosentez usulii kullamlmistir. Bakimz, dregin,
V. W. Cornish, D. Mendel ve P. G. Schultz, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1995, 34:621
(1995); C.J. Noren, S.J. Anthony-Cahill, M.C. Griffith, P.G. Schultz, A general method for
site-specific incorporation of unnatural amino acids into proteins, Science 244:182-188
(1989); ve, J.D. Bain, C.G. Glabe, T.A. Dix, A.R. Chamberlin, E.S. Diala, Biosynthetic
site-specific incorporation of a non-natural amino acid into a polypeptide, J. Am. Chem.
Soc. 111:8013-8014 (1989). Protein stabilitesi, protein katlanmasi, enzim mekanizmasi ve
sinyal transdilksiyonu incelemeleri icin proteinlere ¢ok c¢esitli fonksiyonel gruplar

katilmisgtir,

Vahsi tip sentetazlarin gelisiglizelliginden yararlanmak igin, se¢ici basing ekleme olarak
adlandirilan bir in vivo usul gelistirilmistir. Bakiniz, &rnegin, N. Budisa, C. Minks, S.
Alefelder, W. Wenger, F. M. Dong, L. Moroder ve R. Huber, FASEB J., 13:41 (1999).
Hiicreye belirli bir dogal amino asit saglayan ilgili metabolik yolun kapatildifi bir
oksotrofik sus, smirh konsantrasyonlarda dogal amino asit iceren minimum ortamlarda
biiyiitiiliirken, hedef genin kopyalanmast baskilanir. Sabit bir biliylime evresinin
baslangicinda, dogal amino asit titkenir ve dogadis1 amino asit analogu, onun yerini alir.
Rekombinant proteinin ekspresyonunun indiiklenmesi, dogadisi analogu igeren bir
proteinin birikmesine yol agar. Ornegin, bu strateji kullanilarak, proteinlere o, m ve p-

florofenilalaninler dahil edilmistir, ve UV spektrumunda, kolayca tanimlanabilen iki
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karakteristik omuz ortaya koyar (bakimz, 6regin, C. Minks, R. Huber, L. Moroder ve N.
Budisa, Anal. Biochem., 284:29 (2000)); 'F NMR ile, kito-oligosakarit ligandlariyla
etkilesimini incelemek icin, bakterivofaj lizoziminde metiyoninin verini almak iizere
triflorometiyonin kullanilmistir (bakiniz, 6rnegin, H. Duewel, E. Daub, V. Robinson ve J.
F. Honek, Biochemistry, 36:3404 (1997); ve triflorolésin, 16sinin yerine dahil edilerek, bir
16sin fermuar proteininin termal ve kimyasal stabilitesinde artisa neden olmustur. Bakiniz,
omegin, Y. Tang, G. Ghirlanda, W. A. Petka, T. Nakajima, W. F. DeGrado ve D. A.
Tirrell, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 40:1494 (2001). Ayrica, X 151m1 kristalografisinde
fazlarn ¢éziilmesini kolaylastirmak icin ¢esitli rekombinant proteinlere selenometiyonin
ve tellirometiyonin dahil edilir. Bakiniz, 6rnegin, W. A. Hendrickson, J. R. Horton ve D.
M. Lemaster, EMBO J., 9:1665 (1990); I. O. Boles, K. Lewinski, M. Kunkle, J. D. Odom,
B. Dunlap, L. Lebioda ve M. Hatada, Nat. Struct. Biol., 1:283 (1994); N. Budisa, B. Steipe,
P. Demange, C. Eckerskorn, J. Kellermann ve R. Huber, Eur. J. Biochem., 230:788 (1995);
ve, N. Budisa, W. Karnbrock, S. Steinbacher, A. Humm, L. Prade, T. Neuefeind, L.
Moroder ve R. Huber, J. Mol. Biol., 270:616 (1997). Alken veya alkin fonksiyonelliklerine
sahip metiyonin analoglar da etkin bicimde dahil edilerek, proteinlerin kimyasal araglarla
ilave modifikasyonuna imkan saglandi. Bakiniz, drnegin, J. C. van Hest ve D. A. Tirrell,
FEBS Lett., 428:68 (1998); J. C.. van Hest, K. L. Kiick ve D. A. Tirrell, J. Am. Chem.
Soc., 122:1282 (2000); ve, K. L. Kiick ve D. A. Tirrell, Tetrahedron, 56:9487 (2000);
A.B.D. Patenti No. 6,586,207; A.B.D. Patent Yayim 2002/0042097.

Bu usuliin basgarisi, dogadisi amino asit analoglarimin aminoacil-tRNA sentetazlar
tarafindan taninmasina baghdir; bu da genel olarak protein translasyonunun dogrulugunu
saglamak i¢in ylksek secicilik gerektirir, Bu usuliin kapsamini genigletmenin bir yolu,
sinirli sayida durumda gerceklestirildigi sekilde, aminoagil-tRNA sentetazlarinin siibstrat
spesifikliginin gevsetilmesidir. Ornegin, Escherichia coli fenilalanil-tRNA sentetazinda
(PheRS) Ala*iin Gly ile degistirilmesi, siibstrat baglanma cebinin boyutunu bilyiitiir ve
tRNAPhe'nin p-Cl-fenilalanin (p-Cl-Phe} tarafindan a¢ilasyonuna yol acar. Bakiniz, M.
Ibba, P. Kast ve H. Hennecke, Biochemistry, 33:7107 (1994). Bu mutant PheRS'yi
barindiran bir Escherichia coli susu, fenilalanin yerine p-Cl-fenilalanin veya p-Br-
fenilalaninin dahil edilmesine imkan verir, Bakiniz, érnegin, M. Ibba ve H. Hennecke,
FEBS Lett., 364:272 (1995); ve, N. Sharma, R. Furter, P. Kast ve D. A. Tirrell, FEBS
Lett., 467:37 (2000). Benzer sekilde, Escherichia coli tirosil-tRNA sentetazin amino asit

baglayici bdlgesinin yakinindaki bir nokta mutasyon Phel30Ser'in, azatirosinin, tirosinden
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daha verimli bir sekilde dahil edilmesine imkan verdigi gosterilmistir. Bakimz, F. Hamano-
Takaku, T. Iwama, S. Saito-Yano, K. Takaku, Y. Monden, M. Kitabatake, D. Soll ve S.
Nishimura, J. Biol. Chem., 275:40324 (2000).

Dogadisi amine asitleri in vivo olarak proteinlere dahil etmek i¢in bir diger strateji,
diizeltme mekanizmalarina sahip sentetazlarin modifiye edilmesidir. Bu sentetazlar, ayni
tirden dogal amino asitlere yapisal olarak benzeyen amino asitleri ayirt edemez ve
dolayisiyla aktif hale getiremez. Bu hata, protein translasyonunun dogrulugunun muhafaza
edilmesi icin, yanlig yiiklenmis amino asidin tRNA'dan deagillendigi ayn bir bolgede
diizeltilir, Sentetazin diizeltme aktivitesi devre digi birakilirsa, yanhs sekilde aktif hale
getirilen yapisal analoglar, diizenleme fonksiyonundan kagabilir ve dahil edilebilir. Bu
yaklagim, yakin zamanlarda valil-tRNA sentetaziyla (ValRS) ortaya konmustur. Bakiniz,
V. Doring, H. D. Mootz, L. A. Nangle, T. L. Hendrickson, V. de Crecy-Lagard, P.
Schimmel ve P. Marliere, Science, 292:501 (2001). ValRS, tRNAVal1 Cys, Thr veya
aminobiitirat (Abu) ile yanlis sekilde aminoagilleyebilir; aym tiirden olmayan bu amino
asitler daha sonra diizenleme bdélgesi tarafindan hidrolizlenir. Escherichia coli
kromozomunun rasgele mutajenezinden sonra, ValRS'nin diizenleme bdlgesinde bir
mutasyona sahip bir mutant Escherichia coli susu secilmistir. Bu kusurlu diizenlenmis
ValRS, yanlis bir sekilde tRNAVal'1 Cys ile yiikler. Abu, sterik olarak Cys ile benzer
oldugundan (Cys'in -SH grubu, Abu'da -CH3 ile degistirilir), bu mutant Escherichia coli
susu Abu'nun mevcudiyetinde biiyiitildiigiinde, mutant ValRS de Abu'yu proteinlere dahil
eder. Kiitle spektrometrik analizi, dogal proteindeki her valin pozisyonunda, valinlerin

yaklagik %24'Un{in Abu ile degistirildigini gosterir,

Kati faz sentezi ve yan sentetik usuller ayrica, yeni amino asitler iceren ¢esitli proteinlerin
sentezine imkan vermistir. Ornegin, asagidaki vayinlara ve icerdikleri referanslara bakimniz:
Crick, F.H.C., Barrett, L. Brenner, S. Watts-Tobin, R. General nature of the genetic code
for proteins. Nature, 192:1227-1232 (1961); Hofmann, K., Bohn, H. Studies on
polypeptides. XXXVI. The effect of pyrazole-imidazole replacements on the S-protein
activating potency of an S-peptide fragment, J. Am Chem, 88(24):5914-5919 (1966);
Kaiser, E.T. Synthetic approaches to biologically active peptides and proteins including
enyzmes, Acc Chem Res, 22:47-54 (1989); Nakatsuka, T., Sasaki, T., Kaiser, E.T. Peptide
segment coupling catalyzed by the semisynthetic enzyme thiosubtilisin, J Am Chem Soc,
109:3808-3810 (1987); Schnolzer, M., Kent, S B H. Constructing proteins by dovetailing

unprotected synthetic  peptides: backbone-engineered HIV  protease, Science,
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256(5054):221-225 (1992); Chaiken, [.M. Semisynthetic peptides and proteins, CRC Crit
Rev Biochem, 11(3):255-301 (1981); Offord, R.E. Protein engineering by chemical
means? Protein Eng., 1(3):151-157 (1987); ve, Jackson, D.Y., Bumier, J., Quan, C.,
Stanley, M., Tom, J., Wells, J.A. A Designed Peptide Ligase for Total Synthesis of
Ribonuclease A with Unnatural Catalytic Residues, Science, 266(5183).243 (1994).

Kofaktérler, spin etiketleri ve oligoniikleotitleri iceren c¢esitli dogadist yan zincirleri in
vitro olarak proteinlere dahil etmek i¢in kimyasal modifikasyon kullanilmistir. Bakiniz,
o6megin, Corey, D.R., Schultz, P.GG. Generation of a hybrid sequence-specific single-
stranded deoxyribonuclease, Science, 238(4832):1401-1403 (1987); Kaiser, E.T.,
Lawrence D.S., Rokita, S.E. The chemical modification of enzymatic specificity, Annu
Rev Biochem, 54:565-595 (1985); Kaiser, E.T., Lawrence, D.S. Chemical mutation of
enyzme active sites, Science, 226(4674):505-511 (1984}; Neet, K.E., Nanci A, Koshland,
D.E. Properties of thiol-subtilisin, J Biol. Chem, 243(24):6392-6401 (1968); Polgar, L. ve
M.L. Bender. A new enzyme containing a synthetically formed active site. Thiol-subtilisin.
J. Am Chem Soc, 88:3153-3154 (1966); ve, Pollack, S.J., Nakayama, G. Schultz, P.G.
Introduction of nucleophiles and spectroscopic probes into antibody combining sites,

Science, 242(4881):1038-1040 (1988).

Polipeptitlerin Immiinoreaktivite ile Tanimlanmasi

Burada aciklanan polipeptitlerin c¢esitli yeni polipeptit dizileri (6rnegin, buradaki
translasyon sistemlerinde sentezlenen proteinler durumunda, se¢ilmis amino asitleri
(6rmegin, dogadisi amino asitler), veya yeni sentetazlar durumunda, standart amino
asitlerin yeni dizilerini igerir) saglamasi nedeniyle, polipeptitler ayrica, Grmegin
immiinolojik deneylerde taminabilen yeni yapisal dzellikler de saglamaktadir, Meveut
aciklamanin polipeptitlerini spesifik olarak baglayan antiserumlarin yani sira bu
antiserumlar tarafindan baglanan polipeptitlerin olusturulmast da agiklanmaktadir. Burada
kullamldigr sekilde "antikor" terimi, bir immiinoglobiilin geni veya immiinoglobilin
genleri tarafindan esas itibariyle kodlanan bir polipeptiti ya da onun, bir analiti (antijen)
spesifik olarak baglayan ve taniyan fragmanlarini icerir, ancak bunlarla sinirli degildir.
Ornekler, poliklonal, monoklonal, kimerik ve tek zincirli antikorlan ve benzerlerini igerir.
Fab fragmanlar1 ve faj goriintiilemesi iceren bir ekspresyon kitaphg: tarafindan {iretilen
fragmanlar dahil olmak iizere, immiunoglobiilinlerin fragmanlari da burada kullanildig:
sekilde "antikor" terimine dahildir. Antikor yapist ve terminoloji icin, bakiniz, drnegin,

Paul, Fundamental Immunology, 4. Baski, 1999, Raven Press, New York. Dogal olmayan
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amino asitlerin kullanimi ve immiinolojik tekniklerin &rnekleri, The Scripps Research
Institute'a ait Breaking Immunological Tolerance With a Genetically Encoded Unnatural

Amino Acid bashkli W0O/2009/099672'de verilmektedir.

Ornegin, meveut aciklamanin tRNA'larindan ve/veya RS'lerinden vararlanilarak, bir amino
asit dizisi iceren bir immiinojene karst olusturulan bir antikora veya antiseruma spesifik
olarak baglanan ya da onlarla spesifik olarak immiinoreaktif olan proteinler de
aciklanmaktadir. Diger homologlarla ¢apraz reaktiviteyi ortadan kaldirmak iizere, antikor
veya antiserum, vahsi tip polipeptit, rmegin "kontrol” polipeptitleri gibi meveut protein ile
¢ikarilir. Vahsi tip proteinin bir niikleik aside tekabiil ettigi yerlerde, niikleik asit tarafindan

kodlanan bir polipeptit olugturulur ve antikor/antiserum ¢ikarma amaclar i¢in kullanilir.

Tipik bir formatta, immiinolojik analizde, bir veya daha ¢ok polipeptite veya onun dénemli
bir alt dizisine (vani, saglanan tam uzunluktaki dizinin en az yaklasik %30') karsi
tretilmis bir poliklonal antiserum kullanilir. Proteinden tiiretilen potansiyel polipeptit
immiinojenleri kiimesi, asagida topluca "imminojenik polipeptitler” olarak ifade
edilmektedir. Ortaya cikan antiserum, istege baglh olarak, kontrol sentetaz homologlarina
kars1 c¢apraz reaktiviteye sahip olacak sekilde secilir ve bu tip herhangi bir ¢apraz
reaktivite, poliklonal antiserumun immiinolojik deneyde kullanilmasindan 6nce, bir veya

daha ¢ok kontrol homologu ile, 6rnegin immiinoabsorbsiyon yoluyla giderilir.

Bir immiunolojik deneyde kullanmak lizere antiserumlar retmek igin, bir veya daha ¢ok
immiinojenik polipeptit iiretilir ve burada aciklandigi gibi saflastinlir. Ornegin, bir
rekombinant hiicrede rekombinant protein iretilebilir. Bir soy i¢i fare susu (farelerin fiili
genetik Gzdesliginden dolayr sonuglarin daha tekrarlanabilir olmasi nedeniyle bu dencyde
kullamlmistir), Freund adjuvam gibi standart bir adjuvanla kombinasyon halinde,
immiinojenik protein/proteinler, ve standart bir fare immiinizasyon protokolii ile immiinize
edilir (antikor {iretimi, immiinolojik deney formatlari ve spesifik immiinoreaktiviteyi
belirlemek igin kullanilabilen kosullarla ilgili standart bir agiklama igin, bakiniz drnedin,
Harlow ve Lane (1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Publications, New York).

Burada, antikorlarla ilgili ilave referanslar ve degerlendirme de bulunmakta olup,
immiinoreaktivite yoluyla polipeptitlerin tanimlanmasi igin burada uygulanabilir, Alternatif
olarak, burada agiklanan dizilerden tiiretilmis bir veya daha ¢ok sentetik veya rekombinant

polipeptit, bir tagtyict proteine eslenik hale getirilir ve bir immiinojen olarak kullanilir.
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Poliklonal serumlar toplanir ve bir immiinolojik deneyde, 6rnegin bir kati destek lizerinde
sabitlestirilmis bir veya daha ¢ok immiinojenik proteinle yapilan bir kati faz immiinolojik
deneyinde, immiinojenik polipeptite karst titre edilir. 10° veya daha yiiksek titreli
poliklonal antiserumlar segilir, havuzda toplanir ve ¢ikarilan havuzda toplanmuis, titre

edilmis poliklonal antiserumlar: Gretmek i¢in kontrol sentetaz polipeptitleriyle ¢ikarilr.

Cikarilan havuzda toplanmus, titre edilmis poliklonal antiserumlar, karsilastirmali bir
immiinolojik deneyde kontrol homologlarina karsi capraz reaktivite igin test edilir. Bu
karsilastirmali deneyde, cikarilan titre edilmis poliklonal antiserumlarda, titre edilmis
poliklonal antiserumlarin  immiinojenik proteine baglanmas1 igin, kontrol sentetaz
homologlarina baglanmaya kiyasla en az yaklasik 5 ila 10 kat yiiksek bir sinyal-giiriiltii
oranina yol agan ayirt edici baglanma kosullar belirlenir. Yani, baglanma reaksiyonunun
sikiligl, albiimin veya yagsiz kuru siit gibi spesifik olamayan rakiplerin ilave edilmesi
ve/veya tuz kosullari, sicaklik ve/veya benzerlerinin ayarlanmasi yoluyla ayarlanir. Bu
baglanma kosullari, daha sonraki deneylerde, bir test polipeptitinin (bir polipeptit,
immiinojenik polipeptitlerle ve/veya kontrol polipeptitleriyle karsilastirilir) c¢ikarilan
havuzda toplanmis poliklonal antiserumlar tarafindan spesifik olarak baglanip

baglanmadigini belirlemek igin kullanilir.

Bir bagka Ornekte, bir test polipeptitinin saptanmasi i¢in, rekabet¢i baglanma formatindaki
immiinolojik deneyler kullanilir. Ornegin, belirtilmis oldugu gibi ¢apraz reaksiyona giren
antikorlar, kontrol polipeptitleriyle immiincabsorbsiyon yoluyla, havuzda toplanmis
antiserum karigimindan giderilir. Daha sonra imminojenik pelipeptit/polipeptitler,
¢ikarilan havuzda toplannig antiserumlara maruz birakilan bir kati destege sabitlestirilir,
Cikarilan havuzda toplanmis antiserumlara baglanmak icin rekabet etmek lizere, dencye
test proteinleri ilave edilir.  Test  proteininin/proteinlerinin,  sabitlestirilmis
proteine/proteinlere kiyasla, ¢ikarilan havuzda toplanmig antiserumlara baglanma igin
rekabet etme kabiliyeti, deneye ilave edilen immiinojenik polipeptitin/polipeptitlerin,
baglanma i¢in rekabet etme kabiliyeti ile karsilastirilir (immiinojenik polipeptitler, havuzda
toplanmig antiserumlara baglanma igin, sabitlestirilmis immiinojenik polipeptitlerle etkin
bir sekilde rekabet eder). Test proteinleri i¢in yiizde capraz reaktivite, standart

hesaplamalar kullanilarak hesaplanir.

Paralel bir deneyde, kontrol proteinlerinin, ¢ikarilan havuzda toplanmis antiserumlara
baglanma igin rekabet etme kabiliyeti, istege bagli olarak, immiinojenik

polipeptitin/polipeptitlerin antiserumlara baglanma igin rekabet etme kabiliyeti ile
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kargilagtinlarak belirlenir. Yine, kontrol polipeptitleri igin yiizde ¢apraz reaktivite, standart
hesaplamalar kullanilarak hesaplamir. Yiizde ¢apraz reaktivitenin, kontrol polipeptitlering
kiyasla, test polipeptitleri icin en az 5 ila 10 kat yiiksek olmasi durumunda ve/veya test
polipeptitlerinin baglanmasinin, yaklasik olarak immiinojenik polipeptitlerin baglanmasi
aralifinda olmasi1 durumunda, test polipeptitlerinin, c¢ikarilan havuzda toplanmis

antiserumlara spesifik olarak baglandigi ifade edilir.

Genel olarak, immiinoabsorbe edilmis ve havuzda toplanmig antiserumlar, herhangi bir test
polipeptitinin immiinojenik polipeptit/polipeptitler ve/veya kontrol polipeptiti/polipeptitleri
ile karsilastirilmas1 igin, burada aciklandigi gibi bir rekabetgi baglanma immiinolojik
deneyinde kullanilabilir. Bu karsilastirmanin yapilmasi igin, immiinojenik polipeptitlerin,
test polipeptitlerinin ve kontrol polipeptitlerinin her biri, genis bir konsantrasyon araliinda
analiz edilir ve standart teknikler kullanilarak her polipeptitin, ¢ikarilan antiserumlarin
ornegin bir sabitlestirilmis kontrol proteinine, test proteinine veya immiinojenik proteine
baglanmasini %50 oraninda engellemek i¢in gereken miktart belirlenir. Test polipeptitinin,
rekabet¢ci deneyde baglanma ig¢in gereken miktar, gereken immiinojenik polipeptitin
miktarinin iki katindan daha az ise, bu miktarin, kontrol polipeptitine gore en az yaklasik 5
ila 10 kat yiiksek olmasi kosuluyla, test polipeptitin, immiinojenik protein i¢in olusturulan

bir antikora spesifik olarak baglandig: ifade edilir.

Ilave bir spesifiklik belirlemesi olarak, ortaya ¢ikan immiinojenik polipeptitten ¢ikarilan
havuzda toplanmis antiserumun, immiinosorpsiyonda kullanilan  immiinojenik
polipeptite/polipeptitlere baglanmas1 az miktarda saptanabilene veya hi¢ saptanamayana
kadar, havuzda toplannms  antiserum, istege  bagh  olarak  imminojenik
polipeptitle/polipeptitlerle (kontrol polipeptitleri yering) tamamen immiinosorbe edilir.
Tamamen immiinosorbe edilen bu antiserum, daha sonra test polipeptitiyle reaktivite i¢in
test edilir. Az miktarda reaktivitenin gdzlenmesi veya hi¢ gdzlenmemesi halinde (yani,
tamamen immiinosorbe edilmis antiserumun immiinojenik polipeptite baglanmasi i¢in en
fazla 2 kat sinyal-gliriiltii orani gozlendiginde), test polipeptiti, immiinojenik protein

tarafindan saglanan antiserumla spesifik olarak baglanir.

Proteinler, antikorlar, antiserumlar ve benzerleriyle ilgili ilave detaylar, "Expanding the
Eukaryotic Genetic Code" baghkli USSN 10/825,867; "IN VIVO INCORPORATION OF
UNNATURAL AMINO ACIDS" bashkli WO 2002/085923; "Glycoprotein synthesis”
baslikli A.B.D. Patenti No. 6,927,042; ve "Protein Arrays" bashkli A.B.D. Patent Yayini
No. US 2004/0198637'de bulunabilir.
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KiTLER

Kitler de agiklanmaktadir. Omnegin, bir hiicrede en az bir adet segilmis amino asit, rmegin
bir dogadis1 amino asit i¢ceren bir protein lireten bir kit saglanmakta olup, burada kit, bir O-
tRNA'y1 kodlayan bir poliniikleotit dizisi ve/veya bir O-tRNA, ve/veya bir O-RS'vi
kodlayan bir poliniikleotit dizisi ve/veya bir O-RS igeren bir hazneyi kapsar. Bir
diizenlemede, kit, ayrica en azindan secilmis amino asidi igerir. Bir baska diizenlemede,
kit, agiklamanin bir aminoacillenmis tRNA'sin1 icerir. Bir diger diizenlemede, kit ayrica

proteinin liretilmesi i¢in endiistriyel malzemeler igerir.

flave bir émek, hiicresiz bir translasyon sisteminde en az bir adet secilmis amino asit,
ornegin bir dogadisi amino asit igeren bir protein iireten bir kit olup, burada kit, bir O-
tRNA'v1 kodlayan bir poliniikleotit dizisi ve/veya bir O-tRNA, ve/veva bir O-RS'vi
kodlayan bir poliniikleotit dizisi ve/veya bir O-RS iceren bir hazneyi kapsar. Bir
diizenlemede, kit, ayrica se¢ilmis bir amino asidi icerir. Bir baska dlizenlemede, Kkit,
aciklamanin bir aminoagillenmis tRNA'sini icerir. Bir diger diizenlemede, kit ayrica

proteinin iiretilmesi i¢in endiistriyel malzemeler icerir.
ORNEKLER

Ornek 1:

Para-Asetil Fenilalanine Karsit Aminoacil-tRNA Sentetaz Secimi

Dogal olmayan sekilde kodlanmis bir amino asit olan para-asetil fenilalanine karsi
aminoagil-tRNA sentetazlar i¢in iki DNA kitaphig tarandi. Bu kitaphklar, pBK
plazmitinde Methanococcous janneschii'den tirosil tRNA sentetaz geninde alt1 mutasyon

igermistir,

Ug pozitif, iki negatif olmak iizere bes alternatif secim turundan olusan se¢im prosediirii
gerceklestirildi. Kitapliklar 1:1 oraniyla birlestirildi; pozitif' secim hiicre tiirline (pozitif
secim plazmiti pREP i¢eren GeneHog) elektroporasyonu yapildt ve uygun antibiyotikler ve
dogal olmayan sekilde kodlanmig bir amino asit para-asetil fenilalanin (pAF} ile minimum
ortam plakalarina (GMML) yerlestirildi. Plakalar yaklasik 40 saat boyunca 37°C'de inkiibe
edildi; bu noktada hiicreler kazima yoluyla hasat edildi. DNA, bir Qiagen Mini-Prep
prosediirii kullanilarak ekstrakte edildi ve daha sonra, kitaphk plazmit DNA'sinin izole

edilmesi igin agaroz jeliyle saflagtinldi.
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Daha sonra bu DNA'nin, negatif secim hiicre tiiriine (negatif se¢im plazmiti pBAD tlirevi
iceren GeneHog) clektroporasyonu yapildi. Bu transformantlar, dogal olmayan sekilde
kodlanmis amino asit (pAF) olmadan, uygun antibivotikle LB plakalarina verlestirildi.
Yaklasik 17 saat sonra bu hiicreler kazima yoluyla hasat edildi ve Qiagen Mini-Prep

prosediirii ve agaroz jeli saflagtirmast kullanilarak, plazmit DNA's1 saflastirildi.

Daha sonraki se¢im turlari, aynt elektroporasyon, plakalara yerlestirme, hasat etme ve
DNA saflagtirma usulii kullanilarak yapildi. Son (besinci) se¢im turunda, minimum ortam
plakalarina yerlestirilen dontstiiriilmiis pozitif se¢cim hiicrelerinin seri diliisyonlar1 yapildi.
Daha sonra ayr1 ayn koloniler toplandi ve 96 hazneli bir blokta gece boyunca biiyitildi.
Bu blok daha sonra, dogadist amino asit pAF iceren ve igermeyen, deisen
konsantrasyonlarda koloramfenikol (pozitif se¢im antibiyotigi) ile, kopya halinde
minimum ortam plakalarina yerlestirildi. 37°C'de yaklasik 40 saatlik biiyiimeden sonra,
hangi kolonilerin en yiiksek kloroamfenikol konsantrasyonunda bliylidiigiinii, ancak dogal
olmayan sekilde kodlanmis amino asit pAF mevcut olmadiginda biiyiimedigini veya
yetersiz blyldigini belirlemek icin, plakalar gérsel olarak karsilastirildi. Bu kriterleri
karsilayan koloniler gece boyunca biiyiitiildii. DNA, Mini-Prep ve agaroz jeli saflastirmasi

yoluyla kiiltiirlerden izole edildi ve dizilimleri yapildi.

pAF ile ilgili bu se¢imden, 13 klonun benzersiz amino asit dizilerine sahip oldugu tespit
edildi ve pAF-tRNA sentetazin dogrulugunu ve islenebilirligini belirlemek i¢in ilave

karakterizasyona tabi tutuldu.

Bu sentetazlar1 karakterize etmek icin, dogal olmayan sekilde kodlanmig amino asit
pAFTnin bir polipeptite dahil edildigini géstermek tizere kiiglik dlgekli amber baskilamalan
gergeklestirildi ve sonuglar, SDS-PAGE ile gériintiilendi. Tek bir koloni toplandi ve gece
boyunca LB broth i¢inde biiviitiildii; daha sonra bu, 50 mL LB'yi inokiile etmek icin
kullanildi. Hiicreler 0.3 ila (0.4 OD'ye kadar biiyiitiildii; bu noktada 6n indiiksiyon noktalari
olarak 1.5 mL alikuotlar alind1 ve kiiltiir, iki siseye boliindii. Bir béliime 1 mM pAF ilave
edildi ve her ikisi, 30 dakika boyunca biiyutildii. 30 dakikalik biliyiitmenin ardindan, her
iki kiiltiir (+/- pAF), %0.2 L-Arabinoz ile indiiklendi, 4.5 saat bulyitildi ve ODggo
kaydedildi. Daha sonra SDS-PAGE analizi i¢in +/- pAF siselerinden 1.5 mL alikuotlar

alind1.

1.5 mL alikuotlar (Indiiksiyon dncesi, + pAF, -pAF), hiicreleri pelet haline getirmek igin
10 dakika boyunca 10,000 xg'de santrifiijlendi. Daha sonra hiicreler, hasat zamaninda
ODygp degerlerine gore orantili Bakteriyel Protein Ekstraksiyon Reaktifi (BPER, Pierce)
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i¢inde siispansiyon halinde tutuldu. Parcalanan hiicrelere DNase I ilave edildi ve 20 dakika
boyunca 4°C'de inkiibe edildi. Numuneler daha sonra bir indirgeme maddesi ve ylkleme
boyar maddesiyle birlestirildi ve 30 dakika boyunca MES tamponunda %4 ila %12 Bis-
TRIS jelinde islendi. Bu jel, 10 dakika boyunca iki kez DI H,O i¢inde yikandr ve
coommassie mavisi boyar maddesiyle boyandi. +/- pAF bantlari, pAF-tRNA RS'nin
pAF'nin dahil edilmesine yol agma dogrulugu agisindan karsilastirildi; + pAF bandi da
daha énce secilen pAF-tRNA RS ile karsilagtirilda.

RS'lerin iglenebilirligini kontrol etmek icin, ayni islem, C-H6 S4am miyoglobin (S4am-
Myo) ig¢eren bir plazmitle gergeklestirildi. Daha sonra S4am Myo, IMAC ile saflastinldh ve

icerdigi pAF'nin miktarini belirlemek i¢in protein dizilimine gonderildi.

Bu se¢im sonucunda tanimlanan pAF-tRNA RS'ler arasinda, bir sentetazin (E9) verimli bir
sekilde pAF igererek, S4am-Myo'ya %95'n iizerinde verimlilikle pAF katilimi sagladigi
tespit edildi. Katilim, amino asit dizilimiyle belirlenirken, islenebilirlik, SDS-PAGE
jellerindeki protein bantlarmin karsilagtinnlmasi yoluyla gosterildi. E9 icin niikleotit
dizilimi DIZI ID NO: 4'te gésterilmekte, E9'un amino asit dizilimi ise DIZI ID NO: 5'te

gosterilmektedir.

E9 ile benzer aktiviteye sahip ilave bir mutant tammlanmig olup, DIZI ID NO: 17'de

gdsterilen amino asit dizisine sahiptir.
Ornek 2:
tRNA Mutajenezi

tRNA J17'nin ii¢ mutanti olusturuldu. Vahsi tip J17'nin DNA dizilimi, DIZI ID NO: 8
olarak ve A.B.D. Patent Yaymlari No. 2003/0108885'te DIZI ID NO: 1 olarak ve US
2003/0082575'te DIZI ID NO: 1 olarak gésterilmektedir (sirasiyla, A.B.D. Patent Yaymlan
Seri No. 10/126,931 ve 10/126,927). J17 tRNA, Sekil 1'de gosterildigi gibi TYC kokiinde
bir U51:G63 wobble ¢iftine sahiptir.

TYC kokiniin 51 ve 63 pozisyonlarinda Watson-Crick baz ciftleri diretmek igin ¢ adet J17
mutant1 (F12, F13 ve F14) olusturuldu. Ortiismeli PCR ile mutajenez gerceklestirildi ve
nihai yapilar, aminoacil tRNA sentetaz E9'u kodlayan poliniikleotit dizisini (DIZI ID NO:
4) ve bir amber kodon siibstitiisyonu ile insan biiyiime hormonunu (hGH) kodlayan
poliniikleotit dizisini (DIZI ID NO: 16) igeren bir pET19 plazmitindeki EcoRI ve Ndel

bélgelerine klonlandi. hGH'nin ekspresyonu, T7 promoterinin kontrolii altindaydi.
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Ortiigmeli PCR igin iki fragman olusturuldu. Birinci fragman, primer uzatma yoluyla elde

edildi. Ug mutantm her birini olusturmak igin asagidaki diiz primer dizisi kullanild;

GTAACGCTGAATTCCCGGCGGTAGTICAGCAGGGCAGAACGGCGGACTITCTAAAT
CCGCATGGCGC (FTaml I; DIZI ID NO: 9)

F12 mutantini1 (51C:63G) olusturmak i¢in asagidaki revers primer kullanildi:

GATCTGCAGIGGTCCGGCGGGCCGGATTTGAACCGGCGCCATGCGGATTTAGAG
TCCGCCGTTCTGC (FTam12; DiZi ID NO: 10).

F13 mutantini (51U:63A) olusturmak icin asagidaki revers primer kullanildi:

GATCTGCAGTGGTCCGGCGGGCTGUATTTCGAACCAGCGCCATGCGGATTTAGAGT
CCGCCGTTCTGC (FTam13; DIZI ID NO: 11).

F14 mutantini (51A:63U) olusturmak icin asagidaki revers primer kullanildi:

GATCTGCAGTGGTCCGGCGGGCAGGATTTGAACCTGCGCCATGCGGATTTAGAGT
CCGCCGTTCTGC (FTam14; DIZI ID NO: 12).

Ikinci fragmam olusturmak iizere, asajidaki primer kiimesi ile amplifikasyon icin bir
sablon olarak, J17 tRNA icin poliniikleotit dizisini (DIZI ID NO: 8), tRNA sentetaz E9'u
kodlayan poliniikleotit dizisini (DIZI ID NO: 4) ve bir amber kodon siibstitiisyonu ile insan
biiyiime hormonunu kodlayan poliniikleotit dizisini (DIZI ID NO: 16) igeren plazmit
pET19 J17 ES hGH kullanld::

CGCCGGACCACTGCAGATCCTTAGCGAAAGCTAAGGATTTTTTTTAAGC
(diiz primer; FTam15; DIZI ID NO: 13) ve CAAATTCGTCCATATGGGATTCC
(FTam 16; DIiZI ID NO: 14). Diziyi tRNA'min 3' ucundan, plazmitin Nde I
bolgesine kadar uzatmak i¢in diiz primer kullanildi. Sonugtaki irin, jelle

saflastirildi.

Ortiismeli PCR'nin son asamasi, diiz primer GTAACGCTGAATTCCCGGCG (FTam17,
DIZI ID NO: 15), revers primer FTam16 (DIZI ID NO: 14), birinci fragman ve ikinci
fragmam kapsanustir. Birlestirilen iiriinler EcoR I ve Nde I ile sindirildi ve EcoR I ve Nde
[ ile sindirilmis plazmit pET19 J17 E9 hGH'ye baglandi. Her yapimin dizisi, dizilim yoluyla
teyit edilmis olup, J17 mutant tRNA'Tarimn her biri icin DNA dizileri, DIZ1 ID NO: 1
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(F12), DIZI ID NO: 2 (F13) ve DIZI ID NO: 3 (F14) olarak gésterilmektedir. tRNA'lara

miitekabil revers primerlerinin adlan verildi.
Protein ekspresyonu

tRNA'lart (J17, F12, F13 veya F14) kodlayan plazmitlerin her biri, kimyasal araclarla E.
coli sus 1 ve sus 2 bakteriyel konaker hicrelerine doniistiiriildii ve 50 ug/ml karbenisilin ile
LB agar plakalarina yerlestirildi. Plakalar gece boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Her tRNA
icin, 50 ug/ml karbenisilin ile 1 ml 2xYT'de 37°C'de gecelik kiiltiirii baglatmak icin tek bir
koloni secildi. Bu 1 ml kiiltiir, 37°C'de 50 ug/ml karbenisilin ile iki adet 10 ml 2xYT
kiiltiirii inokiile etmek i¢in kullanildi, Bir adet 10 ml kiiltiir, 4 mM para-asetilfenilalanin ile
takviye edildi. ODygg=0.7'de, 0.4 mM IPTG ile hGH ekspresyonu indiiklendi. Hiicrelerin
250 rpm ile 4 saat boyunca 37°C'de kiiltiirlenmesinden sonra, hiicreler 5 dakika boyunca
5000 x g'de santrifiigasyonla hasat edildi. Hiicreler, 5 ug/ml DNAse I ile takviye edilmis
B-PER Reagent (Pierce, Rockford, IL} ile parcalandi. Toplam hiicre lizati, %4 ila %12%
SDS PAGE ile analiz edildi.

Sekil 2'de, bir E. coli sus 1 toplam hiicre lizatlanmin SDS PAGE ile bir analizi
gosterilmektedir. Insan biiyiime hormonunda bir selektér kodonun baskilanmasi, J17 veya
J17 mutant1 (F12, F13, F14) tRNA ve aminoagil tRNA sentetaz E9 kullanilarak
gergeklestirildi. J17 mutantlarini barindiran hiicreler, J17'yi barindiran hiicrelerden biraz
daha yavas biiylidi. 4 mM para-asetiltenilalanin mevcut olmayan ortamda, tRNA
mutantlari i¢in SDS-PAGE ile hi¢bir tam uzunlukta hGH {iriinii gozlenmedi. 4 mM para-
asetilfenilalanin mevcudiyetinde, tRNA mutantlarimin her biriyle tam uzunlukta {riin
iretilmesi, bu tRNA mutanti-RS E9 ¢iftlerinin, E. coli mekanizmasina ortogonal oldugunu
ortaya koydu. SDS-PAGE esas alindifinda, J17 mutantlanmin baskilanan hGH verimi,
J17'nin E. coli sus 1'deki veriminden vaklasik 1.5 ila 2 kat yiiksekti.

Sekil 3'te gosterildigi gibi, bir adet J17 mutanti, ayrica amber baskilamasi igin E. coli sus 2
bakteriyel hiicre tiriinde (F13) test edildi. E. coli sus 2'de, ekspresyon ve amber
baskilamasi verimleri, E. coli sus I'dekine kiyasla azaldi. para-asetilfenilalanin mevcut
olmayan ortamda, SDS-PAGE ile hi¢bir tam uzunlukta hGH {iriinii gbzlenmedi. 4 mM
para-asetilfenilalanin mevcudiyetinde, her iki tRNA i¢in tam uzunlukta hGH gbzlendi.
SDS-PAGE esas alindifinda, F13'in baskilanan hGH verimi, J17'ninkinden yaklagik ii¢ kat
yuksekti.
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Yaklagik 1.5 L nihai hacimle, J17 ile F13in karsilastinldigi bir fermantasyon g¢aligmasi

yuritiildii. J17 tRNA'y1 kodlayan plazmit ve F13 tRNA'v1 kodlayan plazmitten her biri, E.

coli sus 1'e doniistiirtildii. Her biri i¢in nihai hiicre yogunlugu, yaklasik 190 g vas hiicre/l
idi. hGH titresi, J17 klonu i¢in 347 mg/L ve F13 klonu i¢in 542 mg/L idi.

TABLO 1

DiZI ID|Etiket
NO:

DiZi

1 F12 DNA

CCOGGCGGTAGTTCAGCAGGGCAGAACGGCGGACTCTAAATCCG
CATGGCGCCGGTTCAAATCCGGCCCGCCGGACCA

2 F13 DNA

CCOGGCOGOGTAGTICAGCAGGGCAGAACOGGCGGACTCTAAATCCG
CATGGCGCTGG T CAAATCCAGCCCGCCGGACCA

3 F14 DNA

CCQGCGOGTAGTTCAGCAGGGCAGAACGGCGGACTCTAAATCCG
CATGGCGCAGUGTTCAAATCCTGCCCGCCGGACCA

4 E9 RS

nukleik asidi

ATGGACOGAATITGAANTGATAAAGAGAAACACATCTGAAATTAT
CAGCGAGGAAGAGTTAAGAGAGGTTTTAAAAAAAGATGAAAAA
TCTGCTOGTTATAGGT T TTGAACCAAGTGG TAAAATACATTTAGG
GCATTATCTCCAAATAAAAAAGATGATTGATTTACAAAATGUTG
GATTTGATATAATTATATATTITGGCTGATITACACGCCTATTTAA
ACCAGAANGUGAGAGT FGUATGAGATTAGAAAAATAGGAGATTA
TAACAAAAAAGTTTTTGAAGCAATGGOGTTAAAGGUCAAAATAT
GITTATGGAAGTGAACATGGICTTGATAAGGA UTATACACTGAA
TCTCTATAGATIGGCTTTAAAAACTACCTTAAAAAGAGCAAGAA
GOAGTATGGAACTTATAGCAAGAGAGGATGAAAATCCAAAGGT
TGCTGAAGTTATCTATCCAATAATGCAGGTTAATGGGATICATT
ATGAGCOCOGTTGATGTTGCAGTTGGACGGATGCAGCAGAGAAA
AATACACATGTTAGCAAGGOAGCTTTIACCAAAAAAGGTTGTTT
OTATTCACAACCCTGTCTTAACGGGTTTGGATGUAGAAGGAAAG
ATGAGTTCITCAAAAGGUGAATTTITATAGCTGTTGATGACTCTCCA
GAAGAGATTAGGGCTAAGATAAAGAAAGCATACTGCCCAGUTG
GAGTTGTTGAAGGAAATCCAATAATGGAGATAGUTAAATACTTC
CTTCAATATCCTTTAACCATAAAAAGGCCACAAAAATTTGAOTGG
AGATTTGACAG I TAATAGCTATGAGGAG T TAGAGAGTTTATTTA
AAAATAAGGAATTGCATCCAATGGATTTAAAAAATGCTGTAGCT
GAAGAACTTATAAAGATTTTAGAGCCAATTAGAAAGAGATTATA
A

5 E9 RS
Amino Asidi

MDEFEMIKRNTSEHNSEERLREVEKKDEKSAVIGFEPSGKIHLGHY.Q
IKKMIDIONAGEDITY LADLHAYLNQKGELDEIRKIGDYNKKVITA
MOGLKAKYVYGSEHGLDKDY TINVYRLALKTTLKRARRSMLELIAR
EDNPRVAEVIYPIMOQVNGIHYRGVDVAVGGMEQRKIHMILARELL
PREKVVCIHNPY L TGLDGEGKMSSSKGNEFIAVDDSPEEIRAKIKKAY
CPAGVVEGNPIMBIAKYFLEYPLTIKRPEKFGGDLTVNSYETT . ESEF
KNKELIIPMDLEKNAVALRELIKILEPIRKRL

115




EP-17501

6 HL(TAG)3 CCCAGGETAGCCAAGCTCGGCCAACGGOCGACGGACTCTAAATCC
GTTCTCOTAGGAGTTCOAGGOTTCGAATCCCTTCOCTGGGACCA
tRNA DNA
7 HL(TGA)I1 GCGGUGOGTTGCCOGAGCCTGGCCAAAGGUGUUCGGACTTCAAATCC
GGTCCCGTAGGOGGTTCCGOHGGTTCAAATCCCCGCCCCCGCACCA
tRNA DNA
8 7 M| CCGGCGOGTAGTTCAGCAGGGCAGAACGGUGUGACTCTAAATCCG
) . CATGGCGCIGGETTCAANTCCOGCCCGUCGGACCA
jannaschii
mtiRNA Y
DNA
9 FTamll1 GTAACGCTGAATTCCCGGCGGTAGTTCAGCAGGGCAGAACGGC
. GGACTCTAAATCCGCATOGGEGC
primer
10 FTaml12 GATCTGCAGTOGTCCGGCGGGCCGGATTTGAACCGGCGCCATGC
. GGATTTAGAGTCCGCCGTTCTGC
primer
11 FTam13 GATCTGCAGTGOTCCGGCGGGCTGGATTITGAACCAGCGCCATGL
. GGATTTAGAGTITCCGCCGTICTGC
primer
12 FTaml4 GATCTGCAGTGGTCCGGCGGGCAGGATTTGAACCTGCGCCATGC
' GGATTTAGAGTCCGCCGTTCTGE
primer
13 FTaml15 CGCCGGACCACTGCAGATCCTTAGCGAAAGCTAAGGATITTTTT
_ TAAGC
primer
14 FTaml6 CAAATTCGTCCATATGGGATTCC
primer
15 FTaml7 GTAACGCTGAATTCCCGGCG
primer
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16 hGH (DNA) | ATGGGCCACCACCACCACCACCACTTCCCAACCATTCCCTTATCC
AGGCTTTTTGACAACGCTATGCTCCOGCGCCCATCOGTCTGCACCA
GUTGGCCTTTGACACCTACCAGGAGTTTGAAGAAGCCTAGATCC
CAAAGGAACAGAAGTATTCATTCCTGCAGAACCCCCAGACCTCC
CTLCTGETTCTCAGAGTICTATTCCGACACCCICCAACAGGGAGGA
AACACAACAGAAATCCAACCTAGAGUTGCTCCGCATCTCCCTGC
TGUTCATCCAGTCGTGGUTGGAGCCCGTGCAG TCOTCAGGAGT
GTCTTCGCCAACAGCCTIGG TG TACGGCGCCTCTGACAGCAACGT
CTATGACCTCCTAAAGGACUTAGAGGAAGGCATCCAAACGCTGA
TGGGGAGGCTGGAAGATGGCAGCCCCCGGACTGGGCAGATCTT
CAAGCAQACUTACAGCAAGQGTTCOGACACAAACTCACACAACGAT
GACGCACTACTCAAGAACTACGGGCTGCTCTACTGUTTCAGOGAA
GGACATGGACAAGOGTCGAGACATTCCTGCGCATCGTAGCAGTGCC
GCTCTGTGGAGGGCAGCTGTGGCTTCTAA

17 E9'un D286R | MDEFEMIKRN TSEINSEEREE]L. REVI.KKDEKS AVIGFEPSGK
THLGHYLQIK KMIDILOQNAGE DUIYLADLH AYTLNQKGHLD

mutant EIRKIGDYNK KVFEAMGILKA KYVYGSEHGL DKDYTENVYR
LALKTTLKRA RRSMELIARE DENPKVAEVI YPIMQVNGIH
YEGVDVAVGG MEQRKIHMLA RELLPKKVVC IHNPVLTGLL
GIGKMSSSKG NFIAVDDSPE EIRAKIKKAY CPAGVVEGNP
IMETAKYFLE YPT.TIKRPEK FGGNDLTYNSY ERTLESLTEKNK
ELHPMRLKNA VAEELIKILE PIRKRL

18 Y31 Primer 1 |gtattaccetgttatcectatggegaaattcagaatgattete

19 Y31 Primer 2 |cagaaaccgegtgttgttcctaaacaatgtaatcattac

20 Y31 Primer 3 |gtaatgattacattgtttaggaacaacacgeggtttctg

21 Y31 Primer 4 |gagagcggtgtttgcgtactg

22 Y31 Primer 5 |attaccctgttatcectagacgeteagtggaacgaaaactcacg

23 Y31 Primer 6 |tagggataacagggtaatacaatttcaggtg

24 Y31 Primer 7 |ggtcagcttgtcgaaagtaccg

25 Y31 Primer 8 |ctacggttcgatcatctccagcetagggataacagggtaat

26 N51 Primer 1 |gtattaccctgttatcectatggegaaattcagaatgattete

27 N51 Primer 2 | gattacattgtttaggaacaacacgcggtttctg

28 N51 Primer 3 [cagaaaccgegtgttgttcctaaacaatgtaate

29 N51 Primer 4 |gagagcggtgtttgcgtactg

117




EP-17501

30

N51 Primer 5

attaccetgttateecta gacgetcagtggaacgaaaactcacg

31

N51 Primer 6

tagggataacagggtaatacaatttcaggtg

32

N51 Primer 7

ggtcagettgtcgaaagtaccg

33

N51 Primer 8

ctaaacaatgtaatctagggataacagggtaat

34

atggctatctcaatcaagacccragaagatatcgaaaaaatgegegtegetggee
gactggctgcegaagtgetggagatgategaacogtaggttaaaccyggoegtcag
caccggcgagctggategcarctgraatgattacattgttaatgaacaacacgeg
ytttctgoctgecteggotatcacggctatcecgaaateceogtttigecatectetatta
atgaagtggtgtgecacggtabeceggacgatagctaagetbtgetgaaagatygega
tatcgttaacattgatgtcacogtaatcaaagatggtttocacggogataccteg
adaatgtttategteoggtaagocgaccatecatgyggogaacgboctgtgoageatea
cgcaagaaagectytacctggeyctacgeatggtaaaaccaggoattaatetgeg
vgaaatoegqgtycggegabtecagaaatttgbcgaagcagaaggecttectecegtegtt
cgtgaatattgecggacacggtattggicgeggeticcatgaagaaccgeaggtge
tgcactatgactccogtgaaaccaacgtcgtactgaaacctgygatgacgttcac
catcgageaaatggteaacgegggtaaaaaagagateograccatgaaagatgyco
tggacgqglaaaaacdazagatoegragettgteoctgecacaatatgageatactattyg
rtqglrgactgataacggetgecgaaatictgacgctacgecaaggatgacaccatcec
ggogataatctegoacgacgaataa

35

MAP Y31
Amber
Mutant A12
MAP  NS51
Amber
Mutant D2

atggctatctcaatcaagacoccagaagatatcgaaaaaatgoyegLcactggec
gactggetgrogaagtgetggagatagatecgaacegtatgttaaaccaggogtcag
caccgglyagotggatcgecanctgraatgattacattgtttaggaacaacacgcy
gtttcotgeectgeeteggetatdacggetatocgaaatcegthitgoatctoctatta
atgaaqtggtgtgccacggtatccocggacgatgetaagetgetgaaagatggega
tatrcgttaacattgatgtcaccgtaateaaagqatggtttoccacggqegatuacetcg
aaaatgtttategteggtaagacgaccatcatgggogaacgtectgtgeogeatea
cgaeaagaaagocrgraceltgyoegetacgealgglaaaacecaggeattaalenyog
cqaaatcygtgeyggrgalicagaaalitglegaagecagaagygebtcbecglaoglt
cgtgaatattgeggacacggtattggtogeggettocatgargaacacgecaggtge
tgractatgactcececcytbtgaaaccaacgticgtactgaaacctgggatgacgttcac
catcgageeaatggtecaacgeqgggtaaasaagaqatcoqeaccatgaaagatgge
tggacqggtaaaaacgaaagatcgecagettgtetgeacaatatgageatactattg
tggtgactgataacggctagcgaaattctgacgctacgcaaggatgacaccatcecece
guycgalaatetogeacgacgaataa

Ornek 3: Mycobacterium avium alt tiirii paratuberculosis icin canlt Ambrx Agist

Mycobacterium avium alt tirll paratuberculosis (MAP), sifirlarda ve diger gevis

getirenlerde Johne hastalifina neden olan zorunlu bir patojenik bakteridir. Yakin

zamanlardaki bir ¢aligmada, Amerika Birlesik Devletleri'nde siit inegi siiriilerinin %21'inin

enfekte oldugu, bunun da siit endistrisi igin yilda 200 milyon dolar1 asan 6nemli ekonomik

kayitlara yol agtigl tahmin edilmistir. Johne hastaligi sadece Rifabutin gibi antibiyotikler

ve Klaritromisin gibi bir makrolitten olusan bir kombinasyon ile tedavi edilebilmektedir.

Tedavi rejimleri yillar siirebilir. Paratuberculosis agilarinin ticari olarak temin edilebilmesi,
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ancak hastalifin 6nlenmesine tam olarak etkin olmamasi nedeniyle, etkin bir MAP asisi

¢ok onemlidir,

MAP ile insan Crohn Hastah# Arasindaki Baglanti

Crohn hastaligi, Kuzey Amerika'da 400,000 ila 600,000 kisiyi etkilemektedir. Kuzey
Avrupa icin yayginhk tahminlert, her 100,000 kiside 27 ile 48 arasindadir. Uzun siiredir,
bunun, insanlarda Crohn hastalifina neden olan bir madde oldugundan kuskulanilmaktadir;
bu baglanti tartismalidir. Giaconda, MAP'nin Crohn hastalifina neden olan bir madde
oldugu varsayimina dayanarak, Crohn hastalifn igin potansiyel bir ilac terapisi olarak
Rifabutin, klaritromisin ve klofaziminden (Myoconda) olusan bir kombinasyonu ticari hale
getirmeye ¢ahismaktadir ve II. Evre klinik deneyde klinik etki hemen hemen %95'tir. Illa
Evresi deneyi, geleneksel terapiyle karsilastirildifinda, 16 haftada remisyon elde etmede
istatistiksel agidan anlamlt bir gelisme ortaya koymustur. Bununla birlikte, Myoconda®,
bu deneyde terapinin tamamlanmasindan sonra remisyonu muhafaza etme konusunda

istatistiksel acidan anlamli sonuglar elde etmemistir.

Halen, énerilen mevcut asilar, canli, zayiflatilmis (sus 316 F), 6li tam hiicre bazh asilardir
(sus 18) ve ayrica bir alt birim as1 deneyi iizerinde calisilmaktadir; bununla birlikte mevcut
astlar sadece diskiyla dékmeyi ve klinik hastalifin ilerlemesini geciktirmekte, ancak
enfeksiyona karsi korumamaktadir (Expert Rev. Vaccines 7(6) 2008). Bu alanda, ideal

olarak, rasyonel sekilde zayiflatilmis bir as1 beklenmektedir.

MAP'nin tam genom dizisinin yaymlanmis olmasi (PNAS 2005 12344-12349) ve MAP'de
yabanci gen ekspresyonunun gergeklestirilmesi nedeniyle, MAP i¢in gene 6zgii ¢ikarma ve
bolgeye 0Ozgli mutasyon artik kullamlabilmektedir (Applied and Environmental
Microbiology 2008 1687-1695). Ambrx asisi, hayvanlarda MAP enfeksiyonunu énlemeye
yonelik bir as1 olarak verilecek olan genetik olarak modifiye edilmis tam organizma
dogadist amino aside bagimli bir MAP olacaktir. Zorunlu genler se¢ilir ve daha sonra bir
veya daha ¢ok bélgeye 6zgili amber mutasyonu igerecek sekilde déniistiriiliir. MAP, kiiltlir
ortaminda mevcut dogal olmayan amino asidi iceren ve icermeyen hiicre kiiltliri ile

karakterize edilir, reversiyon oranlart karakterize edilir ve tam organizma elde edilir.
Ornek 4: Baskilama Kompetan/Lambda Red Hiicrelerin Olusturulmasi

Bir E. coli susu hazirlandi, E. coli susu hem amber baskilamasini, hem Lambda Red
Rekombinasyonunu gerceklestirebilir. Sekil 5'te gésterilen pKD46n'yi i¢ceren W3110 E.

coli hazirlandi ve daha sonra Sekil 4'te gdsterilen plazmit pVKI10/camR ile
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elektroporasyon yoluyla doniistiiriildii. 30°C'de 48 saat siiresince blyltiilmiis 50 pg/mL
ampisilin ve 34 pg/mL kloramfenikol igeren LB agar plakalarinda pozitif transformantlar

secildi.

50 pg/mL ampisilin, 34 pg/mL kloramfenikol ve %0.2 arabinoz igeren LB ortaminda her
iki plazmiti kapsayan bir 500 mL kiltiran 0.5 nihai OD600 deSerine kadar
biiyttiilmesiyle, her iki plazmiti iceren elektrokompetan hiicreler hazirlandi. Hiicreler daha
sonra %10 gliserolde ti¢ kez yikand1 ve 500 pL %10 gliserol i¢inde tekrar siispansiyon
halinde tutuldu. 60 pL alikuotlar, sonraki kullanim i¢in -80°C'de saklandi.

Ornek 5: Kosullu Oliimciil Metiyonin Amino Peptidazin Olusturulmasi

Kosullu éliimciil metiyonin amino peptidaz igeren £. coli suslan olusturuldu. Metiyonin
amino peptidaz geni igindeki iki bolgenin birinde (Y31 veya N51) bir amber mutasyonu
eklendi. Bu mutantlarin E. coli kromozomuna entegre edilmesi igin, Sekil 6'daki
diyagramda gosterildigi gibi, ortiismeli PCR ile rekombinant DNA'nin dogrusal bir parcasi
olusturuldu. Once, primerler 1 ve 2 (DIZI ID NO: 18 veya 26) kullanilarak, dogal
kodondan amber kodona déniistiiriilen se¢ilmis amino asitte (Y31 veya N51) sonlanacak
sekilde, metiyonin amino peptidaz geninin 5' ucu klonlandi (PCR iiriinii A). Metiyonin
amino peptidaz geninin 3' ucu, amber mutasyonuyla baslanarak, primerler 3 (DIZI ID NO:
20 veya 28) ve 4 (DIZI ID NO: 21 veya 29) kullanilarak klonland: (PCR iiriini B). Iki
reaksiyon Urlinii, amber mutasyonuyla sinirdas dizide ortiismekte olup, bu tiriinler, 31 veya
51 pozisyonunda bir amber kodon siibstitiisyonuna sahip tam metiyonin amino peptidaz
geni olan C iiriiniinii saglamak tizere, primerler 1 (DIZI ID NO: 18 veya 26) ve 4 (DIZI ID
NO: 21 veya 29} ile amplifiye edilmistir.

Tam mutajenez sablonunu olusturmak i¢in, I-scel homing endoniikleaz tanima bdlgelerivle
sinirdas bir Kanamisin direng isareti, daha 6nce olusturulmus bir E. coli susundan DNA
iizerinde primerler 5 (DIZI TD NO: 22 veya 30) ve 6 (DIZI ID NO: 23 veya 31)
kullanmilarak amplifiye edildi (PCR irini D). Kanamisin diren¢ isaretinin ve homolog
rekombinasyonun kaldirilmasina imkan vermek lizere, metivonin amino peptidazin akis
yukar1 yondeki genomik dizisini ve metiyonin amino peptidazin 5' ucunu amplifiye etmek
igin, primerler 7 (DIZI ID NO: 24 veya 32) ve 8 (DIZI ID NO: 25 veya 33) kullanild
(PCR iiriinii E). Transformasyon igin nihai DNA sablonu, primerler 7 (DIZI ID NO: 24
veya 32) ve 4 (DIZI ID NO: 21 veya 29) kullanilarak E, D ve C fragmanlarinin amplifiye

edilmesi yoluyla olusturuldu.
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Ornek 7: Kosullu Oliimciil Metiyonin Amino Peptidaz Klonlarinin Transformasyonu ve

Secimi

Elektrokompetan pKD46, pVK10-camR pozitif hiicreleri déniistlirmek i¢in, oértiismeli PCR
ile olusturulan transformasyon sablonu kullanildi. Kolonilerin 50 ng/mL Ampisilin, 50
pg/mL Kanamisin ve 2mM pAF iceren LB agar plakalarinda 48 ila 72 saat boyunca
30°C'de biiyiitiilmesiyle, pozitif transformantlar secildi. pAF'ye bagimli biiyiimeyi test
etmek tizere, her bolge i¢in 96 koloni, 50 pg/mL Ampisilin, 50 pg/mL Kanamisin ve 1 mM
pAF iceren 1 mL LB'de 72 saat boyunca 30°C'de biiyiitiilmiis olup, yine Sekil 7, Sekil 8 ve
Sekil 9'da gdsterilmektedir. Bu klonlar daha sonra 50 pg/mL Ampisilin, 50 pg/mL
Kanamisin ve 2 mM pAF iceren LB agar'da, ve pAF mevcut olmadan, 50 pg/mL
Ampisilin ve 50 pg/mL Kanamisin igeren LB agar'da kopya halinde plakalara verlestirildi.
Bu kopya plakalar 30°C'de 72 saat biiyiitlildii ve daha sonra biiyiime yoniinden puanlandi.

Sadece 2 mM pAF mevcudiyetinde biiylime ortaya koyan klonlar, ayrica analiz igin segildi.
Ornek 8: Klon Secimi ve Qlgunlastirma

pAF bagimliligi icin pozitif olan klonlar, ayrica incelenmek lizere segildi. Bu klonlar Y31
Al12, Y31 C5, Y31 E3, N51 D2 ve N51 H9 idi. Klonlar ayr ayri tekrar tarandi ve tiimii,
sadece pAF iceren ortamda biiviitiildii. Tiim klonlarin, uygun bdlgede (Y31 veya N51) bir
amber kodon (tag) mevcudiyetine gore dizilimi yapildi. Best de uygun konumda bir amber
kodona sahipti. Daha sonra klonlar Y31 Al2 ve N51 D2 izole edildi ve 37 derece
Santigrat'ta tekrarl 1s1] iglemle pKD46 plasmiti giderildi.

pKD46 ve ampisilin direnci kayboldugunda, hiicreler, I-Scel enzimi igceren plazmitle
déniistiirildii. Bu enzimin iglem gdrmesinden sonra bazi klonlar se¢ildi ve kanamisin
direnci yoniinden test edildi. Kanamisine direngli olmayan klonlarin tekrar dizilimi yapild
ve bunlar, %10 gliserol hammaddelerinde donduruldu. Bu klonlar nihai, pAF'ye bagimh

metiyonin amino peptidaz klonlart olacaktir.

Mevcut bulusun bazi diizenlemelerinde, Sekil I1'de sematik olarak tasarlanan arzu edilen
reversiyon oranlari, tek bir degisimle 10° dénme sikligindan az olacaktir. Y31 ve N5I

klonlar test edilmis olup, reversiyon oranlart Tablo 2'de gdsterilmektedir.
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TABLO 2:
Klon Test 1 Test 2
Y3l 2.78 x 107 <3x10®
(saptanmadi)
N51 6.82 x 107 <2x 10
(saptanmadi)
TABLO 3:

E. coli'de Zorunlu Genler

Alt. Sembol |Gen Uriinii

Sembol

b0026  |ileS  |Izoldsil-tRNA sentetaz (EC 6.1.1.5)

b0027 IspA  |Lipoprotein sinyal peptidaz: (EC 3.4.23.36)

b0029 ispH* |IspH proteini (1ytB)

b0083 ftsL.  [Hiicre boliinmesi proteini ftsL.

b0084 ftsl Peptidoglikan sentetaz ftsI Gnciisii

bO0O&S murE  [UDP-N-asetilmuramoilalanil-D-glutamat--2 ,6-diaminopimelat ligaz
(EC 6.3.2.13)

bO088 murD [UDP-N-asetilmuramoilalanin--D-glutamat ligaz (EC 6.3.2.9)

bO089 ftisW  [Hiicre boliinmesi proteini ftsW

b0090  |murG |UDP-N-asetilgliikozamin--N-asetilmuramil-(Pentapeptid) pirofosforil-
undekaprenol N-asetilgliikkozamin transtferaz (EC 2.4.1.-)

b0091 murC  |UDP-N-asetilmuramat--alanin ligaz (EC 6.3.2.8)
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b(093 ftsQ Hiicre bélinmesi proteini ftsQ

b(094 ftisA  |[Hiicre bdliinmesi proteini ftsA

b(095 ftsZ Hiicre bdliinmesi proteini ftsZ

b(098 secA  |Preprotein translokaz secA alt birimi

b(168 map |Metiyonin aminopeptidaz (EC 3.4.11.18)

b0169 psB  |30S ribozomal protein S2

b0171 pyrH  |Uridilat kinaz (EC 2.7.4.-)

b0172 fir Ribozom sirkiilasyon faktorii

b0174 uppS  |Undekaprenil pirofosfat sentetaz (EC 2.5.1.31)

b0175 cdsA |Fosfatidat sitidililtransferaz (EC 2.7.7.41)

b(180 fabZ  |(3R)-hidroksimiristoil-[a¢il tasiyici protein] dehidrataz (EC 4.2.1.-)

b(181 IpxA | Agil-[acil tasiyict protein]--UDP-N-asetilgliikozamin O-agiltransferaz
(EC 2.3.1.129)

bOG1&82 IpxB  [Lipid-A-disakarit sentaz (EC 2.4.1.182)

b(1&84 dnaE |DNA polimeraz III alfa alt birimi (EC 2.7.7.7)

b(0185 accA  |Asectil-koenzim A karboksilaz karboksil transferaz alt birimi alta (EC
6.4.1.2)

b0194 proS  [Prolil-tRNA sentetaz (EC 6.1.1.15)

b0416  |nusB |N kullamim maddesi proteini B

b0420  |dxs 1-deoksi-D-ksiliiloz 5-fosfat sentaz (EC 4.1.3.37)

b0421 ispA  |Geraniltranstransferaz (EC 2.5.1.10)

b(470 dnaX |DNA polimeraz III alt birimi tau (EC 2.7.7.7)
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b0474 adk Adenilat kinaz (EC 2.7.4.3)

b(526 cysS  |[Sisteinil-tRNA sentetaz (EC 6.1.1.16)

b(634 mrdB  [Cubuk seklini belirleyen protein rod A

b(635 mrdA |Penisilin baglayici protein 2

b(640 holA  |DNA polimeraz I11, delta alt birimi (EC 2.7.7.7)

b0642 leuS  [Losil-tRNA sentetaz (EC 6.1.1.4)

b0680  |gInS  |Glitaminil-tRNA sentetaz (EC 6.1.1.18)

b0893 serS  |Seril-tRNA sentetaz (EC 6.1.1.11)

b0914  |msbA |Muhtemel transport ATP baglayici protein msbA

b0918 kdsB  |3-deoksi-manno-oktiilosonat sitidililtransferaz (EC 2.7.7.38)

b(930 asnS | Asparajinil-tRNA sentetaz (EC 6.1.1.22)

b(0954 fabA  |3-hidroksidekanoil-[acil tasiyict protein] dehidrataz (EC 4.2.1.60)

b1084 me Riboniikleaz E (EC 3.1.4.-)

b1092 fabD |Malonil CoA-acil tasiyici protein trans agilaz (EC 2.3.1.39)

b1093 fabG  |3-oksoagil-[agil tagiyic1 protein] rediiktaz (EC 1.1.1.100)

b1098 tmk Timidilat kinaz (EC 2.7.4.9)

b1099 holB  |DNA polimeraz III, delta’ alt birimi (EC 2.7.7.7)

blll6 lolC  |Lipoprotein salgilayici sistem transmembran proteini lolC

bl1117 lold Lipoprotein salgilayici sistem ATP baglayici protein lolD

bl1118 lolE Lipoprotein salgilayici sistem transmembran proteini lolE

b1133 trmU  [tRNA (5-metilaminometil-2-tivoiiridilat}-metiltransferaz (EC 2.1.1.61)

b1207 prsA  |Riboz-fosfat pirofostokinaz (EC 2.7.6.1)
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bl1274 topA |DNA topoizomeraz I (EC 5.99.1.2)

b1288 fabl Enoil-[agil tasiyici protein] rediiktaz [NADH] (EC 1.3.1.9)
bl1714 pheS  [Fenilalanil-tRNA sentetaz alfa zinciri (EC 6.1.1.20)
bl716 plT 508 ribozomal protein L20

b 1718 |infC  |Translasyon baslatma faktorii [F-3

b1740 nadE |NH(3)'e bagimlit NAD(+) sentetaz (EC 6.3.5.1})

b1866  |aspS  |Aspartil-tRNA sentetaz (EC 6.1.1.12)

b1876  |argS | Arjinil-tRNA sentetaz (EC 6.1.1.19)

b2185 plY 508 ribozomal protein 1.25

b2234 nrdA  |Riboniikleosit-difosfat rediiktaz 1 alfa zinciri (EC 1.17.4.1)
b2235 nrdB  [Riboniikleosit-difosfat rediiktaz 1 beta zinciri (EC 1.17.4.1)
b2323 fabB  |3-oksoacil-[aci] tasiyict protein] sentaz [ (EC 2.3.1.41)
b2400 gltX Glitamil-tRNA sentetaz (EC 6.1.1.17)

b2411 ligA  |DNA ligaz (EC 6.5.1.2)

b2412 zipA  |Hiicre boliinmesi proteini zipA

b2496 yfgE  |Hipotetik protein yfgE

b2514 hisS Histidil-tRNA sentetaz (EC 6.1.1.21)

b2563 acpS  |Holo-[acil tasiyici protein]| sentaz (EC 2.7.8.7)

b2606 plS 508 ribozomal protein L.19

b2607 trmD  |[tRNA (Guanin-N(1)-)-metiltransferaz (EC 2.1.1.31)
b2609 rpsP  |308 ribozomal protein S16

b2610 fth Sinyal tanima partikiilii proteini
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b2614 grpE | GrpE proteini

b3018 plsC 1-ac¢il-sn-gliserol-3-fosfat aciltransteraz (EC 2.3.1.51)
b3019 parC  [Topoizomeraz IV alt birim A (EC 5.99.1.-)
b3030 parE  |[Topoizomeraz IV alt birim B (EC 5.99.1.-)
b3041 ribB 3,4-dihidroksi-2-biitanon 4-fosfat sentaz
b3067 rpoD  |RNA polimeraz sigma faktorii rpoD

b3165  |rpsO  |30S ribozomal protein S15

b3183 yhbZ  [Hipotetik GTP baglayici protein yhbZ
b3230  |rpsl 308 ribozomal protein S9

b3231 pIM 508 ribozomal protein 113

b3287 def Peptit deformilaz (EC 3.5.1.88)

b3298 rpsM  |308 ribozomal protein S13

b3300 secY |Preprotein translokaz secY alt birimi
b3301 plO  |508 ribozomal protein L15

b3303 rpsE  |308 ribozomal protein S5

b3304 rplR |508 ribozomal protein L18

b3305 rplF 508 ribozomal protein L6

b3307 psN  [30S ribozomal protein S14

b3309 rplX 508 ribozomal protein 1.24

b3310 pIN  |50S ribozomal protein L14

b3311 psQ  |308 ribozomal protein S17

b3316 rpsS {308 ribozomal protein S19
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b3317 plB 508 ribozomal protein L2

b3318 plW  [50S ribozomal protein 1.23

b3319 plD  [50S ribozomal protein L4

b3320 plC 508 ribozomal protein L3

b3321 psJ 30S ribozomal protein S10

b3340 fusA  |Uzama faktorii G

b3342  |mpsL |30S ribozomal protein S12

b3384  |trpS | Triptofanil-tRNA sentetaz (EC 6.1.1.2)

b3464  |ftsY  |Hiicre boliinmesi proteini ftsY

b3559 glyS | Glisil-tRNA sentetaz beta zinciri (EC 6.1.1.14)

b3633 kdtA  |3-deoksi-D-manno-oktiilosonik asit transferaz (EC 2.-.-.-)
b3634 coald |Fosfopantetein adenililtransferaz (EC 2.7.7.3)

b3640 dut Deoksiiiridin 5'-trifosfat niikleotidohidrolaz (EC 3.6.1.23)
b3648 gmk |Guanilat kinaz (EC 2.7.4.8)

b3702 dnaA |Kromozomal replikasyon baslatic1 protein dnaA

b3730 glmU |Bifonksiyonel glmU proteini

b3865 engB |Muhtemel GTP baglayici protein engB

b3967 murl  |Glutamat rasemaz (EC 5.1.1.3)

b3985 rplJ 508 ribozomal protein L.10

b3986 plL  |50S ribozomal protein L7/L12

b3987 rpoB  |DNA'ya yonelik RNA polimeraz beta zinciri (EC 2.7.7.6)
b3988 rpoC  |DNA'va yonelik RNA polimeraz beta zinciri (EC 2.7.7.6)
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b4052 dnaB  |Replikatif DNA helikaz (EC 3.6.1.-)

b4142 groS 10 kDa saperonin

b4143 grol. |60 kDa saperonin

b4 147 efp Uzama faktorii P

b4200 psF {308 ribozomal protein S6

b4226 ppa Inorganik pirofosfataz (EC 3.6.1.1)

b4258 valS | Valil-tRNA sentetaz (EC 6.1.1.9)

b4361 dnaC |DNA replikasyon proteini dnaC

b4362 dnaT |Primozomal protein [

Ornek 9:

Poliomyelit asis1 (oral) i¢in kullanilanla aym tip ve gecisteki tohum sug, birden ¢ok zorunlu

gende ve kiiltirde amber mutasyonlari icermek iizere dontistir.
Hiicre Kiiltiiri:

i) Viriisiin gogalmas: i¢in farkh hiicre siibstratlar, Insan diploid hiicre tiirli, Maymun
bobrek hiicreleri, Vero hiicre tiirii veya baska herhangi bir uygun hiicre kiiltiiriingl igerir. ii)
Hiicrelerin bliylik olgekli diretimi: 1. Manufacturer's working cell bank''n (MWCB)
hazirlanmasi: Birincil hiicre kiiltiirleri (normal dokudan tiiretilen ve eksi 70°C'de
dondurularak saklanan hiicreler} durumunda veya izin verilen herhangi bir baska kesintisiz
hiicre tiirinden MWCB, hiicrelerden ve belirtilen sayida hiicre kiiltiirli i¢inde seri alt
kiiltiirden sonra havuzda toplanmis hiicrelerden hazirlanir . 2. Hiicrelerin hacminin asamali
olarak arttirilmasi i¢in, asagidaki sistemlerden uygun olan herhangi biri kullamilabilir.
Déner siseler: Doner siselerde biiyiitme, hiicrelerin cam ylzeyde dagilimi ve maksimum
elde edilebilir hiicre yogunlugu agisindan sabit kiiltiirlerdekinden farklidir. Doner sige
kiiltirleri, sabit kiiltiirlerdekinden yaklasik iki kat yiiksek bir yogunluga izin verebilmeleri
nedeniyle daha yavas bozulmazlar. Tek katmanh kiiltirde biiyiitiilen memeli hiicreleri,
déner gise teknigine en iyl sekilde uyum saglar. Hiicre fabrikalari: Bunlar, ortak bir girig ve

cikis kapagim paylasan kiiltiir tepsilert kiimesidir. Bunlar, hiicreler igin, doner sisenin
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icindeki kadar genis bir biliyiime ylizeyi saglar, ancak inkiibatériin i¢inde daha az yer
kaplar. Bunlar bagh hiicre kiiltiirleri i¢in idealdir, daha az kirlenme riski tasir ve sikidir.
Roux siseleri Mikro-tasiyicl sistemi 3. Kontrol hiicre kiiltlirlerinin numuneleri en az iki

hafta boyuna ayr1 olarak inkiibe edilir ve sitopatik degisim belirtisi yéniinden incelenir.
Hiicre Kiiltiirlerinde Polio Virisiin Cogaltilmasi:

1) Tohum lotu sistemi: a) Oral polio asis1 igin izlendigi sekilde gecis seviyesi, veya b) Oral
polio agist iiretmek iizere kullamlabilen tek degerlikli kitle siispansiyonu i¢in tiiretildigi
sekilde, bir sonraki gecis seviyesi. 1. Asi, tohum lotu sistemi temel alinarak dretilir. Viriis
tohum lotu, birlikte islenen viriisiin ve tohum lotundan hazirlanmis birdrnek bilesimin
miktaridir. 2. Tohum viriisii alt kiiltiirii, orijinal laboratuvar ve saha testlerinin yapildig:
asmin Uretimi i¢in kullanilan bir tohum lotundan itibaren sayilarak, 10 kereden fazla

yaptlmamalidr.
Tekli Hasat ve Tek Degerlikli Havuzlar:

Virlis, hiicre Kkiltiirlerinde ¢ogaltilir, tek bir hiicre partisinden tiiretilmis hiicre
kiiltiirlerinden hasat edilir ve birlikte islenir. Bu, tekli hasat olarak bilinir. Bir tiir viriis
siispansiyonunun tekli hasatlari, tek degerlikli havuzun ham formunu elde etmek i¢in aym

zamanda islenir.
Tek Degerlikli Havuzun Filtrasyonu veya Aritilmasi:

Her tek degerlikli havuzun ham viriis siispansiyonu, azalan poroziteye sahip filtrelerden,
asama agama antilir. Filtrasyon agamasimin amaci, partikiilli malzemenin ve inaktivasyon
iglemini etkileyebilen diger maddenin giderilmesidir, ¢iinkii bu tip topaklar, bekleme

sirasinda artma egilimindedir.

Tek Degerlikli Havuzun Konsantrasyonu:

Filtreden gegirilen her tek degerlikli havuz, Ultrafiltrasyonla konsantre edilir.
Tek Degerlikli Havuzun Saflagtirilmasi:

Tek degerlikli havuzun saflastirlmasi i¢in, DEAE sefaroz/sabitlestirilmis DNA-ase
stitunu/immiinoadsorpsiyon siitunu ile kromatografi kullanilir. Saflastirma islemi, hiicresel
DNA'nin seviyesini, tutarli bigimde, baslangictaki viriis hasadindan en az 108 kat azaltir.
D-antijen konsantrasyonu, ELISA ve siganlarda karsilastirilabilir immiinojenikligin
goriintiilenmesi ile belirlenir. Buna gore, gli¢ ayarlamir. Polioviriisiin tek degerlikli

havuzlari, nihai {i¢ degerlikli kitle Uiriinii olusturmak iizere harmanlanur.
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Asimin olusturulmasi ve Uretimi:

Saflastinlan kitle filtreden, tercihen 0.22 mikron veya 0.45 mikron filtreden gegirilir. Tek
degerlikli dontistiiriilmiis virlisler, dogal olmayan amino asit mevcudiyetinde devam eder
ve tek degerlikli, iki degerlikli, ii¢c degerlikli veya gok degerlikli as1 yapmak icin istege

bagli olarak stabilizatdr ve/veya koruyucu ile karistirilir.
Asimin Etkinliginin Test Edilmesi:

Yukarida dretildigi  sekilde agmin  etkinlifinin, belirlenmis referans asiyla

karsilastirildiginda, in-vitro ve/veya in-vivo usulde benzer oldugu tespit edildi.

Yukanda iiretilen as1 lizerinde, pH belirleme, sterilite testi, etkin transformasyon testi
(0rnegin, dogal olmayan amino asit mevcut olmadiginda bélme ve &liimii teyit etme),
anormal toksisite incelemesi, hacim dlglimi, in vitro gii¢ belirleme, endotoksin testi,
Ozdeslik testi, protein azot igerigi tahmini, ve etkinlik, giivenlik ve giliciinii garanti etmek
icin stabilizatér icerigi ve formaldehit icerigi belirlemesi gibi, kabul edilen standart

usullere dayanan bagka cesitli testler yiirlitiildii.

Yukanda iiretilen SIPV'nin in vitro giicli, Sandvi¢ ELISA kullanilarak belirlendi. Bunun
icin de polio virlise kars1 farkl tiirlerde gelistirilen iki birincil antikor kullamilmig olup,
ikinci birincil antikorda yine HRP ile eslenik ikinei bir antikor kullanilir. Sonuglar, referans

standartla karsilagtirilarak analiz edildi.

Ast icin 6zdeslik testi, direkt ELISA kullanilarak yuritildd. 96 hazneli ELISA plakalari
antijenle kaplandi ve asida her tg tip polio viriisiin meveudiyetinin belirlenmesi i¢in tipe

6zgii anti polio serumu kullanildi.
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<212> DNA

<213> Yapay

<220>

<223> Y31 Primer 1

<400> 18

gtattaccct gttatcecta tggegaaatt cagaatgatt ctc
<210> 19

<211>139

<212> DNA

<213> Yapay

<220>

<223> Y31 Primer 2

<400> 19

cagaaaccgce gtgttgttee taaacaatgt aatcattac
<210> 20

<211>39

<212> DNA

<213> Yapay

<220>
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<223> Y31 Primer 3

<400> 20

gtaatgatta cattgtttag gaacaacacg cggtttetg

<210>21

<211>21

<212> DNA

<213> Yapay
<220>

<223> Y31 Primer 4
<400> 21
gagagegete titgegtact g
<210>22

<211> 44

<212> DNA

<213> Yapay
<220>

<223> Y31 Primer 5

<400> 22

21

attaccctgt tatccetaga cgetcagtgg aacgaaaact cacg

<210>23

<211>31

<212> DNA

<213> Yapay
<220>

<223> Y31 Primer 6

<400> 23
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tagggataac agggtaatac aatttcaggt g 31
<210> 24

<211>22

<212> DNA

<213> Yapay

<220>

<223> Y31 Primer 7

<400> 24

ggtcagettg tcgaaagtac cg 22
<210> 25

<211>40

<212> DNA

<213> Yapay

<220>

<223> Y31 Primer 8

<400> 25

ctacggttcg atcatctcca getagggata acagggtaat
<210>26

<211>43

<212> DNA

<213> Yapay

<220>

<223> N51 Primer 1

<400> 26

gtattaccct gttatcecta tggegaaatt cagaatgatt ctc

<210>27
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<211>34

<212> DNA

<213> Yapay

<220>

<223> N51 Primer 2
<400> 27

gattacattg tttaggaaca acacgeggtt tetg
<210> 28

<211> 34

<212> DNA

<213> Yapay

<220>

<223> N51 Primer 3
<400> 28

cagaaaccge gtgttgttee taaacaatgt aate
<210>29

<211>21

<212> DNA

<213> Yapay

<220>

<223>N51 Primer 4
<400> 29

gagageggte tttgcgtact g
<210> 30

<211>44

<212> DNA
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<213> Yapay
<220>
<223> N51 Primer 5

<400> 30

attaccctgt tatccctaga cgetcagtgg aacgaaaact cacg

<210>31

<211> 31

<212> DNA

<213> Yapay

<220>

<223> N51 Primer 6
<400> 31

tagggataac agggtaatac aatttcaggt g
<210> 32

<211>22

<212>DNA

<213> Yapay

<220>

<223> N51 Primer 7
<400> 32

ggteagettg tegaaagtac cg
<210>33

<211> 33

<212> DNA

<213> Yapay

<220>
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<223> N51 Primer 8

<400> 33

ctaaacaatg taatctaggg ataacagggt aat 33
<210> 34

<211>795

<212> DNA

<213> Yapay

<220>

<223> MAP Y31 Amber Mutant A12

<400> 34

atoygolatol Ccagldaagan Lotagenygal 2lUgaddand LQoJgoologs Lguuozdchyg ¢l
QCTYCC3Aaad tgongdatat Jatcdaanos Tadgdtisaar SOQYIeotoad sTaAToggodan FOta
tociotaatoa thacabtqgtt sabtgeactaac acroogiibtc Togootgoctco PR

gorartoogas Aatocarirgn sReteT a0 a ardgaadTgyr orgooasggn Sal

ATCCTydany atTotaayoes JotvadsadgaTt gyogatato] thaacattia “dgtoacodgta 200
At Casanatg QLt Tosacog caatacolion <aaatoatbta U oglonal es cocgacoat o ERI

GLAgUonads glulglgoos Satodcytad daaanaclgt aco 1cgoalogla 420

aaacoayyoa Lttaatotyody SoyadatoayT gogiyosabtc agadaTtTigr ogasgcacgaa SR

Jorel ooy Lostbogled dlaliooyggd cascyetallagy glogoeaell sostbgaigasa N
TOSCAYToC Laractatya Ctoooglgaa STraacglog tectgdasns Tggat.candg &00
Coaadatado Tel

LgratadTaa aaadcaiaatsd fogoanottos fofgcasaat atgajoaliag —attiytogty oo

AacTgataacg gaticdaaat Totgacgota sgoaasdaty anancatoon Sgogataatc TR
<210> 35

<211> 795

<212> DNA

<213> Yapay
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<220>
<223> MAP N51 Amber Mutant D2

<400> 35
atogolatol Uedllzadds JoCdddadal. 2l Udddsdaa LguJouLoge Lgyuoganct g 3¢
JoTgoogang tgcItgfagat Jatofascog tatgIiiaac SOUYCOonoay CaCoIIogad 1232

tlavat. gt adgdacass 40

atrcgtinge stonetarta StgoTangarn A G

AqUioaasTas Jotateboy Ttaacatiga Tgtacogta 307

LAt ot b la Logtoogtaa nesgacoat o EREN

atugootdan gtotgbgocs catoacdead gaaavochbgt acotyccgot acguanugta 1230

Uhamt ooy jaaat ooyt gogaenya b b o Aaeaat L ooyeagoanaEa 187
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Kirmizi = metal veya subtrat

baglayici kalintilar
Mavi = amber bdlge
secimleri
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Kirmizi = metal veya siibtrat

baglayici kalintilar
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