OZET

TAL EFEKTORU ARACILI DNA MODIFIKASYONU

Mevcut bulugs gen hedeflemesi ic¢in yvdntemlerle, Ozellikle de

transkripsiyon aktivatdr benzeri (TAL) efektdr dizilerinin

kullanimini iceren ydntemlerle ilgilidir.
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ISTEMLER

. Promotdr bir diziye 1islevsel olarak badli: bir niikleaza
kodlayan bir nilikleotid dizisine badli olan diziye ozgll bir
TAL efektdrinil kodlayan bir niltkleotid dizisini iceren, diziye
6zgll bir endoniikleazi kodlavan bir rekombinant niikleik asit
ekspresyon vektdril olup, 6zelligi; burada vektorin bir plazmid

olmasidir.

. Istem 1’e gére bir rekombinant nikleik asit ekspresyon vektdri
olup, ozelligi; burada séz konusu nikleazin bir tip IT

kisitlama endonikleazi olmasidir.

. Istem 2’'ve gdre Dbir rekombinant niitkleik asit ekspresyon
vektoril olup, 6zellid§i; burada bahsi gegen nlikleazin Fokl

olmasidir.

. Istem 17e gére bir rekombinant nikleik asit ekspresyon vektdri
olup, 6zellidi; burada bir diziye &6zgl TEL-efektdrini kodlayan
stz konusu niikleotid dizisinin, 12 wve 13. pozisyonlarda,
spesifik DNA dizilerini taniyabilen ve bunlara baglanabilen
yiksek oranda dedisken kalintilarla bir dizi ardigik tekrara

kodlamasidir.

. Istem 3'e gére bir rekombinant nilkleik asit ekspresyon vektdri
olup, o6zelligi; burada sdz konusu tekrarlarin AvrBs3'in
merkezi bdlgesinden segilen ve SEQ. ID. NO:3'de belirtilen
bir amino asit dizisine sahip olan 34 amino asit tekrar:

olmasidir.

. Istemler 1 ila 4’ten herhangi birine gdre bir rekombinant
niikleik asit ekspresyon vektdri olup, 6zelligi; burada bir
diziye &zgll TAL-efektdrlinl kedlayvan s6z konusu nilkleotid

dizisinin, uygun tekrarlarin karakteristik nihai vyari tekrara
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haricinde merkezi tekrar bdlgesinden vyoksun bir tal geninin
kesik bir formunu igeren Gateway-hazir yliksek kopya bakteriyel
klonlama wvektdrliine sirayla eklenmesi 1le birlestiriliyoer

olmasidir.

7. Diziye &zgil bir endoniikleaz mesajci RNA (mRNA) veya proteini
Uretmek i¢in bir yontem olup, &6zelligi; istemler 1 ila 6’dan
herhangi birine gore bir rekombinant nikleik asidin
kopyalanmasi veya kopyalanmasi ve doénistirilmesi adimina

iceriyor olmasidair.

8. Istem 7'ye gdre olan ydntem ile elde edilebilen, diziye &zgil
bir endoniikleaz mRNA olup, 6zelligi; Dburada rekombinant

niukleik asit tarafindan kodlanan niikleazin Fokl olmasadar.

9. Terapdtik bir bilesim olup, 6zelligi; istemler 1 ila 6&’dan
herhangi birine gdre olan rekombinant bir niikleik asidi veya

istem 7'deki yontem ile lretilen bir mRNA’y1 igermesidir.

10. Tstem 9’a gdre terapdtik bir bilesim olup, dzelligi; viral

hastaliklarin tedavisinde kullanim ig¢in olmasidar.

11. Bir hiicredeki hedeflenmis genetik rekombinasyon igin
(a) 1zole edilmis bir hiicreye, segilen bir DNA hedef
dizisine hedeflenen bir TAL efektor

endoniikleazini kodlayan, istemler 1 ila 6'ya gdre
olan bir ntkleik asidin veya istem 8'e gbre bir

mRNA'nin eklenmesi;

(b) hicre icinde TAL efektdr endonikleaz

ekspresyonunun indiiklenmesi;

{c) secilen DNA hedef dizisinin bir mutasyon

sergiledidi bir hicrenin tanimlanmasi adimlarini

403



iceren bir yoéntem olup, 6zellidgi; buradaki
yéntemin, 1insan germ hatti genetik kimlidini

degistirmek icin bir ydntem olmamasidir.

12. Istem 11’e gére bir yoéntem olup, 6zelligi; burada, <)
adimindaki stz konusu mutasyonun, genetik materyalin
silinmesi, genetik materyalin eklenmesi wveya her ikisinden

olusan gruptan seg¢iliyor olmasadir.
13. Istem 11 veya 12’ye gbére bir ydntem olup, ézellidi; burada

sdz konusu hiicrenin bir bdcek, bitki, balik wveya memeli

hiicresi olmasidir.

404



10

15

20

25

30

TARIFNAME

TAL EFEKTORU ARACILI DNA MODIFIKASYONU

TEKNIK ALAN
Mevcut bulus gen hedeflemesi ig¢in y&ntemlerle, ozellikle de
transkripsiyon aktivatdér Dbenzeri (TAL) efektdér dizilerinin

kullanimini iceren yontemlerle ilgilidir.

ONCEKI TEKNIK

Homolog rekombinasyon (gen hedeflemesi) yoluyla kromozomlari
modifiye etme kabiliyeti bivyologlarin uzun zamandir hedefledidi
bir sey olmustur. Ornedin bitkilerde gen hedeflemesi bitki
genlerinin fonksiyonunun ayirt edilmesine yardimci olabilir ve
bu mahsul ivilestirmesi icin yveni imkanlari meydana
getirecektir. Ornedin, gen hedeflemesi ile, dedistirilmis vag
veya karbonhidrat profillerine sahip tcochumlar, gelistirilmis
besin &zelliklerine sahip gidalar veya hastalik ve strese kars:
artirilmis dirence sahip bitkiler dahil o¢lmak {izere vyilksek
dederli mahsulleri clusturmak icin metabelik vollarin veniden
dilzenlenmesi ic¢in gerekli genetik cerrahiyi gergeklestirmek
mumkiundir. Hayvanlarda (Or. memeliler) gen hedeflemesi
hastaligin tedavisi icin kullanilabilir. Ornegdin, gen
hedeflemesi, arkli mutasyon tiplerine badli olarak defektif olan
genlerde diizeltmelerin vyapilmasi icin kullanilabilir. Bu gen

hedeflemesi icgin etkili vdntemlere ulasilmasi zor olmusgtur.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Xnthomomeonas genusundaki bitki patejenik bakterilerinin TAL
efektdrleri barindirici DNA’ya badlanarak ve efektdre ozgi
barindirici genleri aktiflestirerek, hastalikta ©&énemli rol
oynamakta veva savunmayil tetiklemektedir (bkz. 6r. Gu ve ark.

(2005) Nature 435:1122; Yang et al. (2006) Proc. Natl. Acad.
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Sci. USA 103:10503; Kay et al. (2007) Science 218:648; Sugio et
al. {(2007) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 104:10720; and ROmer et
al. (2007) Science 318:645). Spesifiklik eksik, tipik olarak 34
amino asit tekrarinin efektdre badli dedisen sayisina badlidir.
(Schomack et al, (2006) J. Plant Physiol. 163:256) .
Polimorfizmler temel olarak 12 ve 13 tekrar pozisyonlarinda
nmnevcecuttur ve bunlara bundan sonra tekrar dedisken direzidii (RVD)
adil verilecektir. Mevcut bulus kismen TAL efektdrlerinin
RVDf lerinin, belli dizeyde dejenerasi ile wve herhangi bir acik
baglam bagliligi: olmaksizin, dodrudan, lineer bir sekilde, bir
RVD bir niiklectite olacak gekilde hedef sahalarindaki
nikleotitlere karsilik geldidi gercgedine dayanmaktadir. Bu
sasirtici bulgu, yeni hedef 5zglli TAL efektdril i¢in hedef sahasina
Hzgll tahmini saglayan protein-DNA tanimasi 1¢in bir veni
mekanizmayl temsil etmektedir. Burada tarif edildigdi lzere, bu
proteinler genom mithendislidinde homolog rekombinasyonunu
kelaylastirabilecek hedeflenmis simerik nikleazlar olarak
arastirma ve Dbiyo teknolejide kullanilabilir (&r. bitkilerde
biyo vakit veva bivo yenilenebilirler icgin kullanigli nitelikler
eklemek wveya gelistirmek ic¢in). Bu proteinler ayni zamanda
transkripsiyon faktdrleri olarak, ve ¢&zellikle sinirlandirici
olmayan ©drnekler olarak patcjenlere (6r. vilislere) karg:
terapdtikler olarak yilksek sevivyede bir spesifiklik gerektiren

terapdtik uygulamalar ig¢in kullanigli clabilir.

Bir vdnde mevcut agiklama bir hilicrenin genetik malzemesini
modifiye etmek ic¢in bir ydntem &zellidini aciklamaktadir wve bu,
(a) bir hedef DNA dizisini igeren bir hicrenin sadlanmasi; ve
(b} hiicreye bir transkripsiyon aktivatér benzeri (TAL)
efektdrii-DNA modifiye eden enziminin dahil edilmesinden
olusmaktadir ve TAL efektdrii-DNA modifive eden enzimi;

(i) cift iplikli DNA'y1 modifivyve edebilen bir DNA modifiye
eden enzlim etki alanindan, ve

(11) kombinasyon halinde hedef DNA dizisindeki bir spesifik

nitkleotit dizisine badlanan birden fazla TAL efektdr tekrar
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dizisinden clusan bir TAL efektdr etki alanindan olusmaktad:ir,
6yle ki, TAL efektdril DNA modifiye eden enzim, bir hiicresi veya
progenisinde spesifik nilikleotit dizisi iginde veya buna bitisik
hedef DNA’vy1i modifiye etmektedir. Yontem ayni zamanda, hiicreye,
hedef DNA dizisinin en azindan bir kismina bir dizi homologdan
olusan bir nikleik asit sadlanmasindan olusabilir, bhdvlelikle
homeolog rekombinasyon hedef DNA dizisi ve niikleik asit arasinda
olusur. Hicre bir Skaryotik hlicre, bir memeli hiicre, bir bitki
hiicresi wveya Dbir prockaryotik hiicre olabilir. Hecdef DNA
kromozomal DNA olabilir. Dahil etme islemi sunlardan olusabilir:
hiicrenin, TAL efektdrii DNA modifiye eden enzimini kodlayan bir
vektdr ile hiicreye transfekte edilmesi;

Mekanik olarak TAL efektdrii DNA modifiye eden enziminin bir
protein olarak hiicreye enjekte edilmesi;

Bateriyal tip TIT1T salgl sistemi araciligiyla bir protein olarak
hiicreye TAL efektdril DNA modifiye eden enzimin aktarilmasi; veya
Elektroporasyonla TAL efektdri DNA modifive eden enziminin bir
protein clarak hlicreye dahil edilmesi. DNA mcdifiye eden enzim
bir endoniikleaz (6r. Fckl gibi tip II restriksivyon endeniikleazi)
olabilir.

Hedef DNA i¢inde bir spesifik nilikleotit dizisine badlanan TAL
efektdr etki alani 10 veya daha fazla DNA badlanma tekrarindan
ve tercihan 15 wveya daha fazla DNA Dbadlanma tekrarindan
olugabilir. Her bir DNA baglanma tekrari, hedef DNA dizisindeki
bir baz ¢iftin taninmasini tespit eden bir tekrar dedisken -
direzidi (RVD) igerebilir ki burada her bir DNA badlanma tekrarai,
hedef DNA dizisindeki bir baz ¢iftinin taninmasindan sorumludur
ve RVD z=zadidakilerin bir veva birden fazlasindan olusur:

C'yi tanimak ig¢in HD;

T'yi tanimak ig¢in NG;

A'yi: tanimak igin NI;

G veya A’yl tanimak ig¢in NN;

A veya C veya G veya T'yi tanimak ic¢in NS;

C veya T'yi tanimak idi¢in N* ki burada *, RVD'nin ikinci

pozisyonunda bir bosludu temsil etmektedir; T’vyi tanimak ig¢in



HG;

T'yi tanimak i¢in H*, ki burada *, RVD'nin ikinci pozisyonunda
bir bosludu temsil etmektedir;

T'yi tanimak igin IG;

C’vyi tanimak igin HA;

C’yi tanimak ig¢in ND;

C'yi tanimak ig¢in HI;

G’'yi tanimak icin HN;

G’'yli tanimak i¢in NA;

G veya A’y1l tanimak ig¢in 3N; wve

T’vi tanimak igin YG;

Her bir DNA badlanma tekrari, hedef DNA dizisindeki bir baz
¢iftin taninmasini tespit eden bir RVD igerebilir ki burada her
bir DNA baglanma tekrari, hedef DNA dizisindeki bir baz ¢iftinin
taninmasindan sorumludur ve RVD asagidakilerin bkir veya birden

fazlasindan olusur:

C’vyi tanimak igin HA;

C'yi tanimak icin ND;

C’yi tanimak ig¢in HI;

G’yli tanimak ig¢in HN;

G’vyi tanimak ig¢in NA;

G veya A'y1 tanimak igin SN;

T'yi tanimak icin YG; ve

G’yi tanimak igin NK; ve asagidakllerden bir veya birden fazlasi:
C’yi tanimak ig¢in HD;

Tyl tanimak 1i¢in NG;

A'y1l tanimak i¢in NT;

G veya A'y1l tanimak igin NN;

A veyva C veya G veva T’'vyi tanimak icin NS;

C wveya T’'yi tanimak ig¢in N*, ki burada *, RVD'nin ikinci
pozisyonunda bir besludu temsil etmektedir;

T’vyvi tanimak ic¢in HG;

T’yi tanimak ig¢in H*, ki burada *, RVD'nin ikinci pozisyocnunda

bir bosgludu temsil etmektedir;



10

15

20

25

30

Difer bir vydnde, mevcut agiklama, bir secg¢ilen nikleotit dizisi
icin spesifik bir TAL efektdrunii kodlayan bir ntkleik asidi
Uretmek ig¢in bir vydntemi icermektedir wve bu sunlardan
olusmaktadir: (l)baslaticinin, birinci TAL efektdrii DNA badglanma
tekrar etki alninin 3’ ucunda bir ozgun PspXI alanina sahip
oldudu, segilen nikleotit dizinin biringi niikleotiti digin
spesifik bir tekrar dedisken direzidii (RVD}’vye sahip bir birinci
TAL efektdr DNA badlanma tekrar etki alanini kedlayan bir
niilkleotit dizisinden clustudu, bir baslatici plazmitin PspXl ile

linearize edilmesi; ve

(2} baslatici plazmiti PspXI sahasina, DNA modilinin Xhol
vapiskan uclara sahip oldudu, secgilen niiklectit dizisinin bir
sonraki niklecotitleri icin spesifik RVD Tere sahip kir veva daha
fazla TAL efektdr DNA badlanma tekrar tki alanlarina kodlayan

bir DNA modiiliintin eklenmesi;

ve (3) nikleik asit, se¢ilen nilikleotit diziye baglanma
kapasitesine sahip bir TAL efektdriini kodlayana kadar, (1) ve

(2) adimlarinin tekrar edilmesi.

Yéntem ayni zamanda, baglanmadan scnra, PspXI sahasinda DNA
modilinin oryantasycnun tespit edilmesinden olugabilir. Yontem
bir ila 30 kere arasi (1) ve (2) adimlarinin tekrar edilmesinden
olusabilir.

Diger bir yénde, mevcut ag¢iklama, bir transkripsiyon aktivator
benzeri efektdr endoniitkleazi (TALEN) kodlayan bir nilkleik asidi
Uretmek i¢in bir yontemi igermektedir wve bu sunlardan
olusmaktadir:

{(a) bir hiicrenin genomunda bir birinci niikleotit dizisinin
tanimlanmasi; ve

{b) agsagidakilerden olusan bir TALEN’i1 kodlayvan bir nitkleik

asidin sentezlenmesi:

(1) kombinasyon halinde birinci &zglin nilklectit dizisine
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badlanan birden fazla DNA badlanma tekrarlari; ve
(11) birinci niikleotit dizi 1ig¢inde wveya bitisidindeki bir

pozisyonda bir c¢ift iplikli kesim iireten bir endcniikleaz;

(iid)

ki burada her bir DNA badlanma tekrari, hedef DNA’da bir baz
¢iftinin taninmasini tespit eden bi rRVD/den olusmaktadir,

ve burada her bir DNA baglanma tekrarli, hedef DNA’da bir baz
¢iftinin taninmasindan sorumludur; ve

burada TALEN asagidaki RVD'lerden bir veya birden fazlasindan
olusmaktadir: C'yi tanimak igin HD;

T'yi tanimak ig¢in NG;

A'vi1 tanimak icin NI;

G veya Ayl tanimak icin NN;

A veya C veya G veya T'yi tanimak icin NS;

C veya T'yi tanimak ig¢in N*

T'yi tanimak ig¢in HG;

T'yvi tanimak i¢in H*;

T'yi tanimek igin IG;

G'yli tanimak i¢in NEK;

C'yi tanimak ig¢in HA;

C'yi tanimak ig¢in ND;

C'yi tanimak i¢in HI;

G'yi tanimak ig¢in HN;

G'yl tanimak icin N&;

G veya A'yil tanimak icin SN; ve T'yi tanimak icin YG;

burada TALEN asadidaki RVD'lerden bir veya birden fazlasindan
olusmaktadir: C’vyi tanimak icin HA;

C'vi tanimak ig¢in ND;

C'yi tanimak icin HI;

G'yi tanimak ig¢in HN;

G"yi tanimak ig¢in NA;

G veya A'y1l tanimak i¢in SN;

T'vyvi tanimak ig¢in YG;



10

15

20

25

30

ve asagidakilerden bir veya birden fazlasi;

C’'yi tanimak i¢in HD;

T’yi tanimak ig¢in NG;

Afy1i tanimak igin NI;

G veya A’yi1 tanimak igin NN;

A veya C veya G veya T’yi tanimak ig¢in NS;

C veya T'yi tanimak ig¢in N*

T'yvi tanimak ic¢in HG;

T’yi tanimak ig¢in H*;

ve T'yi tanimak ig¢in IG;

Birinci nilklectit dizisi, asafidaki kriterlerden en az birisini
karsilayabilir: 1)5’ ucunda sahadan hemen &nceki bir T ile %'
ila 3’ arasinda yer alar ve en az 15 bazlik uzunluktadir;

i birinci ({5') pozisyonunda bir T'ye wve ikinci pozisyonda
bir A’ya sahip dedildir;

iii) san (3') pozisyonunda T’de biter ve son pozisyona bitisik
bir G'ye sahip dedildir; ve

iv) 0-03% A, 11-63% C, 0-25% G, ve 2-42% T’'lik bir baz
bilesime sahiptir. Y&ntem ayni zamanda hiicrenin genomunda bir
birinci nlikleotit dizisinin ve bir ikinci nilkleotit dizisinin
tanimlanmasindan olusabilir wve burada birinci wve ikinci
niikleotit dizisi, vyukarida belirtilmis olan kriterlerden en az
birini karsilar ve 1518 bp ile ayrilir. Endoniikleaz, birinci ve
ikinci nikleoti dizileri arasinda bir ¢ift iplikli kesim
Uretebilir,

Dider bir vapilandirmada, mevcut bulus, bir endoniikleaz etki
alanindan olusan bir TALEN ve bir hedef DNA i¢in spesifik bir
TAL efektoru DNA  Dbaglanma etki alaninin dzelliklerini
gbstermektedir,

burada DNA Dbadlanma etki alani birden fazla DNA badlanma
tekrarindan olusmaktadir wve her bir tekrar, hedef DNA’da bir

baz ¢iftinin taninmasini tespit etmektedir,

ve burada her bir DNA baglanma tekrarli, hedef DNA’da bir baz
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¢iftinintaninmasindan sorumludur;

burada TALEN asgsadidaki RVD’ lerden

olusmaktadir:

C’'yi tanimak ig¢in HD;

T'yi tanimak igin NG;

A’y1 tanimak ig¢in NTI;

G veya Afyil tanimak igin NN;

veya birden fazlasindan

A veva C veya G veya Tyl tanimak ig¢in NS;

C veya T'yi tanimak ig¢in N*

T/ yi
T i
T/ yi
G'yi
Cryi
Cryi
Cryi
G’'yi
G’ yi

G veya Ayl tanimak icin SN;

T/ yi

tanimak
tanimak
tanimak
tanimak
ftanimak
tanimak
tanimak
tanimak

tanimak

tanimak

burada TALEN

olusmaktadir:

Cryi
Cryi
G’ yi
G’ yi

G veya A’yil tanimak igin SN;

tanimak
tanimak
tanimak

tanimak

i¢in HG;
igin H*;
icin IG;
icin NK;
i¢in HA;
i¢in ND;
ig¢in HI;
icin HN;
icin NA;

ic¢in YG;

asagidaki RVD’lerden bir

C’yi tanimak ic¢in HA;

igin ND;
i¢in HI;
i¢in HN;
ig¢in NA;

T'yvi tanimak icin YG;

G’'yli tanimak ig¢in NK;

veya birden fazlasindan

ve asagidakilerden bir veya birden fazlasi; T'yi tanimak igin

NG;

A'vl tanimak ig¢in NI;

G veya A’yi tanimak igin NN;
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A veya C veya G veyva T’yil tanimak ig¢in NS;

C veya T'yi tanimak i¢in N*

T’yi tanimak i¢in HG;

T'yi tanimak igin H*; wve

T'yi tanimak igin IG;

Fndoniikleaz etki alani, bir tip TIT kisitlama endoniikleazindan
olabilir (4r. Fokl). DiJer bir vyénde, mevcut bulug bir
endoniikleaz etki alani ve bir TAL efektdr etki alanindan
olusan bir TALEN’i icermektedir,

burada s6z konusu TALEN'in amino asit dizisi, SEQ ID NO:33 ila
SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:72, ve SEQ ID NC:73"ten olusan gruptan
seilmektedir. Mevcut bulus, bir hayvani dretmek ic¢in bir
yontemin &zelliklerini icermektedir ve bu, asadidakilerden
olusmaktadir:

bir jenerik modifikasyon iretmek i¢in arzu edilebilir olan bir
hedef DNA dizisinden clusan bir &dkaryotik hilicrenin sadlanmasi;
bir endonikleaz etki alani ve hedef DNA dizisine ba§lanan bir
TAL efektdr etki alanindan olusan, kir TALEN i1le hedef DNA
dizisi i¢inde bir ¢ift iplikli kesimin Uretilmesi;

ve bir ¢ift iplikli kesmenin gerceklestidi hiicre veya
progenisinden bir hayvanin Uretilmesi. Yéntem aynli zamanda
sunlardan olusabilir;

dahil etme isleminin, egzogendz nlikleik asit wve hlcre vevya
progenisindeki hedef DNA dizisi arasinda homolog
rekombinasyonun oclusmasina izin veren kosullar altinda
gergeklestidi, hedef DNA’nin en az bir kismina homolog bir
diziden clusan bkir egzogendz nikleik asitin dahil edilmesi;ve
homolog rekombinasvonun gerceklestidi hilcre vevya progeniden bir
hayvanin iretilmesi. Hayvan bir memell olabilir. Genetik
modifikasyon bir ikame, ekleme veya bir silmeden olusabilir.
Dider ydnde, mevcut agiklama bir bitkinin diretilmesi igin bir
yontem 6zelliklerini bir dnceden segilmis jenerik modifikasycn
Uretmek ig¢in arzu edilebilir olan bir

hedef DNA dizisinden olugan bir bitki hilcresinin sadlanmasi;

bir endoniikleaz etki alani ve hedef DNA dizisine bkadlanan bir
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TAL efektdr etki

alanindan olusan, bir TALEN ile hedef DNA dizisi icinde bir cift
iplikli kesimin

Uretilmesi;

ve bir c¢ift iplikli kesmenin gergeklestigi  hilcre veya
progenisinden bir bitkinin {retilmesi. Ydntem ayni zamanda
sunlardan olusabilir;

dahil etme isleminin, egzogendz nlikleik asit wve hilicre veva
progenisindeki hedef DNA dizisi arasinda homolog
rekombinasyonun clusmasina izin veren kosullar altinda
gerceklestigi, hedef DNA dizisinin en az bir kismina homolog
bir diziden olusan bir egzogendz nlikleik asitin dahil
edilmesi;ve

homolog rekombinasyonun gergeklestidi hiicre veya progeniden bir
bitkinin lUretilmesi.

Diger bir yonde, mevcut bulus bir hiicrede hedeflenen genetik
rekombinasyon ic¢in bir yvéntem dzellidini sergilemektedir wve
sunlardan olusmaktadir; hiicreye, bir segilen DNA hedef
dizisine hedeflenen bir TAL efektdr endoniikleazi kcodlayan bir
nitkleik asidin dahil edilmesi;

hilcre icinde TAL efektdril endoniikleazimn ekspesyonuna neden
olunmasi; se¢ilen DNA hedef dizisinin bir mutasyon sergiledidi
bir hiicrenin tanimlanmasi. Mutasyon genetik malzemenin
gsilinmesi, genetik malzemenin eklenmesi, ve genetik malzemenin
hem silinmesi hem de eklenmesinden olusan gruptan secilebilir.
Yéntem, ayni zamanda hiicreye donér DNA’sini eklenmesinden
olusabilir. Hicre bir bdécek hilcresi, bir bitki hicresi, bir
balik hilicresi veya bir memli hiicresi olabilir.

Diger vyonde, mevcut agiklama, bir hedef DNA ic¢in gelistirilmis
hedefleme kapasitesine sahip bir TAL efekbtdril liretmek igin bir
yontemi aciklamaktadir ve ydntem sunlardan olusmaktadir;
birden fazla DNA baglanma tekrarlarina sahip DNA badlanma etki
alanindan

olusan birTAL efektdriinli kodlavan bir niikleik asit liretilmesi;

ki burada her bkir tekrar, hedef DNA'da bir baz c¢iftinin
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taninmasini tespit eden bi ve Dburada her bkir DNA bagdlanma
tekrarla, hedef DNA'da bir baz ciftinin taninmasindan
sorumludur;

ve burada lretme, A, C veya G i¢in spesifiklide sahip bir varyant
Cfincr: DNA badlama tekrar dizisini kodlavan bir nilkleik asit
dahil edilmesi ve bdylelikle baflanma sahasinin -1 pozisyonunda

T icin gereklilidin ortadan kaldirilmasindan olusmaktadair.

Diger vyonde, mevcut agiklama, bir hedef DNA icin gelistirilmis
hedefleme kapasitesine sahip bir TAL efektdri lretmek icgin bir
yontemi agiklamaktadir ve ydntem sunlardan olusmaktadir;
birden fazla DNA badlanma tekrarlarina sahip DNA badlanma etki
alanindan olusan birTAL efektdriinii kodlayan bir nilkleik asit
retilmesi; ki burada her bir tekrar, hedef DNA’da bir baz
¢iftinin taninmasinil tespit eden bi rRVD’den olusmaktadir,

ve burada her bir DNA baglanma tekrarli, hedef DNA’da bir baz
ciftinin taninmasindan sorumludur;

ve burada lretme, G icin gelistirilmis spesifiklide sahip RVD
Ter 1ceren TAL efektdr DNA’y1 kodlayvan bir veya daha fazla
nikleik asidin dahil edilmesinden olusmaktadir wve

burada s&z konusu RVD'ler RN, R*, NG, NH, KN, K*, NA, NT, DN,
D*, NL, NM, EN, E*, NV, NC, ON, O*, NR, NP, HN, H*, NK, NY, SN,
5*, ND, NwW, TN, T*, NE, NF, YN, Y*, wve NQ’dan olusan gruptan
secilmistir,

burada * RVD’' nin ikineci pozisyonundaki bir poslugu
gostermektedir. Mevcut bulus ayni zamanda bir hedef DNA
dizisindeki en az bir baz c¢iftini sec¢ici olarak taniyan bir
polipeptitin dretilmesi icin bkir yvéntemi acgiklamaktadir ve bu
yéntem sunlardan olusmaktadir;

bir tekrar etki alanindan olusan bir poelipeptitin sentezlenmesi;
ki burada tekrar etki alani, bir transkripsiyen aktiwvatdr
benzeri (TAL) efektérinden tiretilen en az bir tekrar biriminden
olusmaktadir.

burada tekrar birimi, hedef DNA dizisinde bkir baz c¢iftinin

taninmasini tespit eden bir hiper dedisken bdlgeden

11



10

15

20

25

30

35

olusmaktadir, burada tekrar bkirimi, DNA dizisinde kir baz
giftinin taninmasindan sorumludur,

ve

burada hiper dedisken boélge,asadidakilerden olusan gruptan

gsegilen bir elemandan olusmaktadir:

{(a) C/G'nin taninmasi icin HD;

{b) A/T'nin taninmasi icin NI;

(<) T/A'nin taninmasi ig¢in NG;

(d) C/G veya A/T veya T/A veya G/C’'nin tainmasi i¢in NS;
(e) G/C veya A/T'nin taninmasi ig¢in NN;

! T/A'nm taninmasi ig¢in IG;

{g) C/G'nin taninmasi ic¢in N;

{h) C/G veya T/A’nin taninmasi ic¢in HG;

(1) T/A’nin taninmasi ig¢in H; ve

(3) G/C'nin taninmasi icin NK;

Buna ek olarak, bu bulus, vyukaridaki yontemle {iretilen bir
polipeptiti ve yé&ntem ile {iretilen polipeptit ig¢in bir kodlama
dizisinden c¢lusan bir DNA'y1l igermektedir. Avyrica, yukarida
belirtilmis olan DNA 1le islevsel olarak bka§lanmis bir
promotdrden olugsan bir ekspresyon kasetidir ve ekspresyon
kasetinden olusan bir insan disi baraindirici hlucredir. Dider
yoénden, mevcut bulus, ekspresyon kasetinden olusan bir
donlistiirilmiis, insan disi organizma dzellidini sergilemektedir.
Diger bir vyodnde, mevcut bulus, bir polipeptit tarafindan bir
DNA dizisinde bir baz c¢iftinin secgicli clarak tanimlanmasi ig¢in
bir ydntem &zellidini igermektedir ve budunlardan olusmaktadir:
bir tekrar etki alanindan olusan bir polipeptitin insa edilmesi;
ki burada tekrar etki alani, bir (TAL) efektdrinden tiretilen
en az bir tekrar biriminden clusmaktadir.

burada tekrar birimi, DNA dizisinde bir baz ¢iftinin taninmasini
tespit eden bir hiper dedisken bdlgeden olusmaktadir,

burada tekrar birimi, DNA dizisinde bir  baz giftinin
taninmasindan scorumludur, ve burada hiper dedisken bolge,
asagidakilerden olusgsan gruptan segilen bir elemandan

olusmaktadair:
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(a) C/G'nin taninmasi ig¢in HD;

{b) A/T'nin taninmasi icin NI;

{c) T/A'nm taninmasi icin NG;

(d) C/G veya A/T veya T/A veya G/C’'nin tainmasi icgcin NS;
(e) G/C veya A/T'nin taninmasi ig¢in NN;

() T/A'nin taninmasi icin IG;

(g) C/G'nin taninmasi icin N;

(h) C/G veya T/A'nin taninmasi ic¢in HG;

(1) T/A'nin taninmasi ig¢in H; ve

(3) G/C’nin taninmasi icin NK;

Mevcut Dbulus ayni zamanda bir  hicrede bir hedef genin
ekspresyonunu modiile etmenin bir ydntemini igermektedir;

ki burada, polipeptitin bir tekrar etki alanindan olustudu bir
pcolipeptit iceren hilicreler saglanmaktadir;

ki burada tekrar etki alani, bir {(TAL) efektériinden tiretilen
en az bir tekrar biriminden olusmaktadir,

burads tekrar birimi, DNA dizisinde bir baz ciftinin taninmasini
tespit eden bir hiper dedisken bdlgeden olusmaktadir,

burada tekrar  birimi, DNA dizisinde bir baz ¢ciftinin
taninmasindan sorumludur, ve burada hiper dedisken

bélge,asadidakilerden olusan gruptan sec¢ilen bir elemandan

olusmaktadir;

(a) C/G"'nin taninmasi ig¢in HD;

(b) A/T'nin taninmasi i¢in NI;

{c) T/A'nin taninmasi ig¢in NG;

() C/G veya A/T veya T/A veya G/C'nin tainmasi igin NS;
(e) G/C veya A/T’nin taninmasi icgin NN;
() T/A"nin taninmasil ig¢in IG;

(g) C/G’'nin taninmasi i¢in N;

(h) C/G veya T/A’nin taninmasi icin EG;
(1) T/A'nin taninmasi ig¢in H; ve

(3) G/C’nin taninmasi icin NK;

Diger bir yénde, mevcut bulug, bir tekrar etki alanindan olusan

bir polipetit &zelliklerini sergilemektedir;
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ki burada tekrar etki alani, bir (TAL) efektdrinden tiretilen
en az bir tekrar biriminden olusmaktadir.

burada tekrar birimi, DNA dizisinde bir baz ciftinin taninmasini
tespit eden bir hiper dedisken bdlgeden olusmaktadir,

burada tekrar birimi, DNA dizisinde bir baz ¢iftinin
taninmasindan sorumludur, ve hurada hiper dedisken

bdlge,asadidakilerden olusan gruptan segilen bir elemandan

olusmaktadir:

(a) C/G'nin taninmasi i¢in HD;

(b) A/T'nin taninmasi igin NI;

() T/A'n1in tTaninmasi igin NG;

(d) C/G veya A/T veya T/A veya G/C’nin tainmasi icin NS;
{e) G/C veya A/T’nin taninmasi ig¢in NN;
(£) T/A'nin taninmasi icin IG;

(qa) C/G’nin taninmasi i¢in N;

(h) C/G veya T/A'nin taninmasi igin HG;
(1) T/A'mn taninmasi ig¢in H; wve

(3) G/C’nin taninmasi icin NX;

Mevcut bulus ayni zamanda vukarida belirtilmis olan polipeptit
i¢in bir kodlama dizisinden olusan bir DNA 6zelligine sahiptir.
Diger yonde, mevcut bulus bir hedef DNA’da yer alan bir baz
ciftini igerecek sekilde modifiye edilmis bir DNA &zellidine
sahiptir, bévlelikle baz ¢ifti, bir tekrar etki alanindan olusan
bir polipeptit tarafindan spesifik olarak taninabilecektir;

ki burada tekrar etki alani, bir (TAL) efektériunden tiretilen
en az bir tekrar biriminden olusmaktadir.

burada tekrar birimi, DNA dizisinde bir baz ciftinin taninmasini
tespit eden bir hiper dedisken bdlgeden olusmaktadir,

burads tekrar birimi, DNA dizisinde bir baz ¢iftinin
taninmasindan sorumludur, ve burada, hiper-degisen bdlge
tarafindan bir seg¢ici ve tespit edilmis tanima almak ig¢in, baz

¢ifti asagidakilerden olusan gruptan segilmigtir;

(a) HD' nin taninmasi ic¢in C/G;
() NI’nin taninmasi ic¢in A/T;
{c) NG'nin taninmasi igin T/A4;
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(d) NS tarafindan taninmak ig¢in CT veyva A/T veyva T/& veyva G/C;

(e) NN '‘nin tanaimasi ig¢in G/C veya A/T;

(L) !G'nin taninmasi icin T/A;

() N ‘nin tanimasi ic¢in C/G vevya T/A;

(h) HG’nin taninmasi ig¢in T/A;

(1) H'nin taninmasi igin T/A; ve

(7) NK'nin taninmasi icin G/C; Ayrica vukarida Dbelirtilmis

olan DNZ, DNA'dan olusan bir insan disi barindirici hilicre,
DNA"dan olugan bir donitstirilmis, insan disi organizmadan olusan
bir vektér bulunmaktadir.

Dider bir ydnde, mevcut bulus, bir tekrar etki alanindan clusan
bir polipeptit tarafindan secici olarak taninan bir hedef DNA
dizisinden olusan bir DNA {retmek i¢in bir ydntemi igcermektedir,
ki burada tekrar etki alani, bir (TAL) efektdriinden tiretilen
en az bir tekrar biriminden o¢lusmaktadir,

burada tekrar birimi, hedef DNA dizisinde bhir baz ¢iftinin
taninmasini tespit eden bir hiper dedisken bdlgeden
olusmaktadir, ve

burada tekrar birimi, hedefDNA dizisinde bir baz c¢iftinin
taninmasindan sorumludur, ve

yontem, tekrar birimi tarafindan taninma kapasitesine sahip
bir baz ¢iftinden oclusan bir DNA'y1 sentezlemeden

olusmaktadir; burada baz cifti, sunlardan olusan gruptan

secilir;

(a) HD’'nin taninmasi 1ic¢in C/G;

(b) NI‘nin taninmasi icgin A/T;

() NG’'nin taninmasi igin T/A;

(d) NS tarafindan taninmak icin CT vevya A/T veya T/A& veva G/C;
(e) NN ‘nin tanimasi i¢in G/C veya A/T;

() IG'nin taninmasi ic¢in T/4;

(qg) N 'nin tanimasi ig¢in C/G veya T/A;

{h) HG'nin taninmasi icin T/A;
(1) H'nin taninmasi i¢in T/A; ve
(7) NK’'nin taninmasi ig¢in G/C; BRir yonde mevcut ag¢iklama bir

bitki hiicresinin genetik malzemesini modifiye etmek ig¢in bir
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yéntem ©Ozellidini aciklamaektadir wve bu, Yontem sunlarz:

icerebilir:
{a) bitki hiicresine sunlarin dahil edilmesi;
(1) bir modifiye edilmis hiicre niitklectit dizisinden olusan bir

birinci rekombinant niikleik asit;

ki burada modifiye edilmis hedef nilkleotit dizi, bitki
hiicresinde mevcut olan bir karsilik gelen hedef nidkleotit
dizisine ¢b&re  nilkleotit dizisinde bir veya daha fazla
medifikasyondan olusmaktadir; ve hedef nikleotit dizisi ayrica
bir diziyse &zgl TAL efektdr endoniikleazi (TALEN) ig¢in bir
taninma sahasindan olusmaktadir; wve

(ii) diziye Ozgl transkripsivyon aktivatér benzeri (TAL) efektdr
endoniikleazini kcdlayan bir nliklectit dizisinden olusan bir
ikinci rekombinant nikleik asit;

(b) bitki hiicresini igeren bir bitkinin iretilmesi;

(c Ybitkiden veya progenisinden elde edilen hilicrelerin, tohumun
veya dokunun, hedef niiklectit dizisinde zrekombinasyon icin
analiz edilmesi. Ydntem ayni zamanda bitki hilicresine (iii) bir
seglilebilir markéri kodlayvan bir nukleotit dizisinden olusan
bir tclncll rekombinant nitkleik asidin dahil edilmesi; ve bitki
veya progenisinin segilebilir markérll eksprese edip etmedidinin
tespit edilmesini de icerebilir. Ydntem ayni zamanda bitki veya
progenisinin secilebilir markdriin yvoklugu bakimindan
taranmasini adimini da igerebkilir. Secgilebilir markorid kodlavan
nitkleotit dizisi, bitki hiicresi i¢in endogenéz olan bir diziye
benzer wveya onunla ayni bir dizi tarafindan bir veya her iki
tarafindan desteklenekbilir wveya desteklenmeyebilir (&r. bir
ikinci dizive &zgll nilkleaz ic¢in klevaj sahasinda bir dizi).
Segilebilir markéri kodlayan nilkleotit dizi, bir diziye Ozgl
rekombinas i¢in tanima sahalari tarafindan her iki taraftan
desteklenebilir. Ydntem ayni zamanda, sec¢ilebilir markdrin
yvoklugu ig¢in out-creoss’un progenisini tarama adimi ile veya bu
adim olmaksizin, bitkinin out-cross vaplilmasiny adimini
igerebilir. Birinci we ikinci rekombinant nilkleik asitleri,

bitki hicresine es zamanli olarak dahil edilebilir. Rekombinant
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nikleik asitlerden biri wveya her 1kisi, dahil etme adimindan
once liiieerize edilebilir. Birinci wve ikinci rekombkinant
nitkleik asitleri, ayni konstrikt ic¢inde mevcut olabilir. Bir
yénde mevcut ag¢iklama bir bitki hilicresinin genetik malzemesini
agiklamak ig¢in bir yontem 6zelligini agiklamaktadir wve bu,
Yontem sunlari igerebilir:

Homolog rekombinasyonun olusmasinin istendidi kromozomal hedef
DNA dizisini ig¢eren bir primer hiicrenin saglanmasi;

¢ift iplikli DNA’vy1i bdlebilecek bir endoniikleaz etki alanindan
olugsan bir TALEN’in, ve kombinasyocon halinde hiicredeki hedef DNA
icinde bir spesifik niiklecotit dizisine badlanan birden fazla
TAL efektdril tekrar dizisinden olusan bir TAL efektdri etki
alaninin saglanmasi;

ve hedef DNA dizisinin hicredeki TALEN ile temas ettirilmesi
suretiyle, TALEN’in, hicredeki hedef DNA dizisi igindeki veya
buna kitigsik bir niikleotit dizisinin her iki iplidini ayirmasi.
Yéntem ayni zamanda, hicrevye, hedef DNA dizisinin en azindan
bir kismina bir dizi homoleogdan olusan bir nilkleik asit
sadlanmasindan olusabilir, boylelikle homolog rekombinasvyon
hedef DNA dizisi wve nilkleik asit arasinda olusur. Hedef DNA
dizisi, hiicreye endogendz olabkilir. Hicre bir bitki hiicresi,
bir memeli hiicresi, bir balik hiicresi, bir bécek hilicresi wveya
in witro killtirler i¢in bu organizmalardan tlretilen hilicre
hatlari veya canli dokulardan dodrudan alinan ve in vitro kultir
i¢in tespit edilen primer hicreler olabilir. Temas etbtirme
sunlari igerebilir:

Hiicrenin, bir TALEN kodlama dizisinden oclusan bir wvektdr ile
transfekte edilmesi; ve

hiicredeki TALEN proteininin eksprese edilmesi;

bir TALEN proteininin hiicreye mekanik clara enjekte edilmesi;
bakteriyal tip III salgil sistemi aracilidiyla hiicreye bir TAL
efektdri endonlikleaz proteininin aktarilmasi; veya
elektroporasyonla hiicreye bir TALEN proteininin dahil edilmesi.
Fndoniikleaz etki alani, bkir tfip TII kisitlama endoniikleazindan

olabilir (&r. Fokl). Hedef DNA ig¢inde bir spesifik niikleotit
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dizisine badlanan TAL efektdr etki alana 10 veya daha fazla DNA
bagdlanma tekrarindan ve tercihan 15 veya daha fazls DNA baglanma
tekrarindan olusabilir. Hiicre herhangi bir prokaryotik wveya
dkaryotik organizma olabilir.

Diger bir yonde, mevcut bulusg, spesifik bir lokasyonda DNA’ya
aylrma kapasitesine sahip olan bir diziye &zgli TALEN'i
tasarlamak 1ic¢in bir yoéntem &zellidi sergilemektedir. Yéntem
sunlari icerebilir:

bir ¢ift iplikli kesim sadlamanin arzu edildigi bir ikinci
nitkleotit dizisine Dpitigik bir Dbirinci &zglin endogendz
kromozomal niiklectit dizinin tanimlanmasi; ve (a)kombkinasyon
halinde birinci dzgiin endogenéz kromozomal nilkleotit dizisine
bagdlanan birden fazla DNA badlanma tekrar etkl alanlarindan, ve
(b) 1ikinci nikleotit dizisinde bir c¢ift iplikli kesme {reten
bir endoniikleasdan olusan bir diziyse Hzgll TALEN' in
tasarlanmaszi,

Mevcut bulus, bir endoniikleaz etki alanindan olusan bir TALEN
ve O6zel bir DNA dizisi ig¢in spesifik bir TAL efektdrit DNA
baglanma etki alaninin ©6zelliklerini g&stermektedir, TALEN
ayrica bir saflastirma etiketi icerebilir. Endonikleaz etki
alani, bir tip II kisitlama endoniikleazindan olabilir (&r.
Fokl}.

Diger bir vyoénde, mevcut bulus, icine bir istenilen nikleik
asidin dahil edildigi bir genetik olarak modifivye edilmis
hayvanin Uretilmesi ic¢in bir ydntem &zellidi sergilemektedir.
Yontem sunlari icerebilir:

I¢ine nukleik asidin sokulmasinin istendigi bir endogendz
kromozomal hedef DNA dizisinden olusan bir primer hiicrenin
saflanmasi;

bir endoniikleaz etki alani ve endogendéz kromozomal hedef DNA
dizisine baglanan bir TAL efektér etkl alanindan olusan, bir
TALEN ile endogendz kromozomal hedef DNA dizisi ig¢inde bir ¢ift
iplikli kesimin Uretilmesi; egzogendz niikleik asit ve endogendz
kromozomal hedef DNA arasinda homolog rekombinasyonun

gergeklesmesine izin veren kosullar altinda primer hilicreye
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endogendz krmozomal hedef DNA'nin en az kir kismina homolog bir
diziden olusan bir egzogenéz nikleik asidin cahil edilmesi; ve
homeolog rekombinasyonun gercgeklestidi primer hiicreden bir
hayvanin Uretilmesi. Hayvan bir memeli olabilir. Homolog dizi,
homolog rekombinasyondan sonra bir geni tahrip eden bir
nikleotit dizi, homolog rekombinasyondan sonra bir genin yerini
alan bir niikleotti dizi, homeclog rekombinasyondan sonra bir gene
bir nokta mutasyonu ekleven bir nilklectit dizi, wve homolog
rekombinasyondan sonra bir regilatdr sahayi crtaya cikartan bir
niikleotit diziden c¢lusan gruptan seg¢ilen bir nikleotit dizi
olabilir.

Diger bir ydnde, mevcut bulug, ic¢ine bir istenilen niikleik
asidin dahil edildigi bir genetik olarak modifiye edilmis
bitkinin Uretilmesi i¢in bir ydntem &zellidi sergilemektedir.
Yéntem sunlari igerebilir:

igine niikleik asidin sokulmasinin istendidi bir endogendz hedef
DNA dizisinden olusan bir bitki hiicresinin sadlanmasi;

bir endoniikleaz etki alani ve endogendz hedef niiklcotit dizisine
baglanan bir TAL efektdr etki alanindan olusan, bir TALEN ile
hedef DNA dizisi ig¢inde bir ¢ift iplikli kesimin lUretilmesi;
egzogendz nilkleik asit ve endogendz hedef DNA arasinda homolog
rekombinasyonun gerceklesmesine 1izin wveren kosullar altinda
bitki hiicresine endogendz hedef DNA'nin en az bir kismina
homolog bir diziden clusan bir egzogendz nukleik asidin dahil
edilmesi; ve

homolog rekombinasyonun gergeklestidi bitki  hiicreden bir
bitkinin Uretilmesi. DiJer bir ydnde, mevcut bulus bir hiicrede
hedeflenen genetik zrekombinasyon icin bir vydntem &zellidini
sergilemektedir. Yéntem sunlari igerebilir:

hilcreye, bir se¢ilen DNA hedef dizisine hedeflenen bir TALEN’1
kodlayan bir nikleik asit molekiiliinlin dahil edilmesi;

hilcre ig¢inde TALEN'in ekspresyonunun sadlanmasi; ve

se¢ilen DNA hedef dizisinin bir mutasyon sergiledigi bLir
hiicrenin tanimlanmasi. Mutasyon genetik malzemenin silinmesi,

genetik malzemenin eklenmesi, wve genetik malzemenin hem
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silinmesi hem de eklenmesinden olusan gruptan secilebilir.
Yéntem, ayni zamanda hiicreye dondr DNA’sm1i eklenmesinden
olusabilir. Hiicre bir bdcek hiicresi, bir bitki hiicresi, bkir
balik hiicresi veya bir memli hiicresi olabilir. Dider bir yénde,
mevcut agiklama, bir diziye Ozgll TALEN’i kodlayan bir niikleik
asidi tUretmek i¢in bir yéntemi igermektedir we bu sunlardan

olusmaktadir:

20



10

15

20

25

30

35

(1) baslaticinin, birinci TAL efektéri DNA baglanma tekrar
etki alninin 3’ ucunda bir &zgiin PspXI alanina sahip oldudu,
se¢ilen nikleotit dizinin birinci niikleotiti ig¢in spesifik bir
RVD’ye sahip bir birinci TAL efektdr DNA badlanma tekrar etki
alanini kodlayan bir niklectit dizisinden olustudu, bir
baslatici plazmitin PspXT ile secilmesi; ve

{(2) bagslatici plazmitin PspXI ile lineerize edilmesi;

(3) PspXI sahasina, DNA modilinin Xhol vapiskan ucglara sahip
oldugu, secilen nilkleotit dizisinin bir sonraki nlikleotitleri
igin spesifik RVD'lere sahip bir veya daha fazla TAL efektor
DNA baglanma tekrar tki alanlarini kodlayan bir DNA modiliiniin
eklenmesi; ve

(4) nilkleik asit, segilen nilkleotit diziye kadlanma kapasitesine
sahip bir TALEN kodlayana kadar, (2} ve (3) adimlarinin tekrar
aedilmesi. Baz1 durumlarda, yontem ayni zamanda, adim (3)’teki
baglanmadan sonra, PspXI sahasinda DNA mcediiliiniin oryantasyonun
tespit edilmesinden olusabilir.

Aksi tanimlanmadidi siirece, burada kullanilan tim teknik wve
bilimsel terimler genellikle bu bulusun ait oldudu teknikte
necrmal beceriye sahip bir kisi tarafindan vyaygin olarak
anlasilan anlamla ayni anlama sahiptir. Her ne kadar burada
tarif edilmis olanlara benzer veya denk olan yodntemler ve
malzemeler bulusu uygulamak ic¢in kullanilabilse de, uygun
yéntmeler ve malzemeler asadida tarif edilmistir. Farklilak
durumunda, buradaki tanimlarla birlikte mevcut basvuru gecerli
olacaktir. Burada belirtilmis o¢lan malzemeler, ydntemler ve
drnekler sadece Ornek amaciyla wverilmistir ve sinirlandirici
olmasi amaclanmamaktadir. Bulusun bir veya daha fazla
uygulamasinin ayrintilari, i1liskili c¢izimlerde ve asadidaki
tarifte ortaya konmustur. Bulusun difer &zellikleri, nesneleri
ve avantajlari, g¢izimlerden ve tarifnameden ve ayni zamanda
istemlerden acikca anlasilabilecektir.

SEKILLERIN ACIKLAMASI

Sekil 12-1D ,TAL efektdr DNA tanima gifresini gdstermektedir.
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Sekil IA, tekrar bdlgesini (acik kutular) gédsteren bir jenerik
TAL efektdriinin ve RVD'nin alti ¢izili olarak bir temsili tekrar

dizisinin (SEQ ID NC:1) bir divyagramidir.

Sekil 1B, farkli TAL efektdr RVDTeri ve hedef gen promotdr
dizileri (SEC ID No 2-11) ig¢in en iyi patem eslesmelerini (disik
entropi hizalanmalari) gdsteren bir diyagramdair. Bir yildiz,

kalinti 13 "te bir silmeyil gdstermektedir.

Sekil C, her bir efektdr icgin enfeksiyon sirasinda asadi akis
geninin aktiflestirildidi en iyi hizalamayi tutan, 40 ilave X.
Oryzae TAL efektéri ile ftim piring promotdrlerini taramak
suretiyle elde edilmis olan on daha fazla hizalama ile, B'deki
hizalamalardaki RVD-niikleotit iligkilendirmelerini gdsteren bir
diyagramdir. Sekil ID, 20 TAL efektdr hedef sahalari icin yandan
destekleyen nikleotit frekanslarini gosteren bir divyagramdir.
Pozisyonlar hedef sahanin 5’ ucuna gdredir; N, hedef sahanin

uzunlugudur. Logclar WebLogo kullanilarak olusturulmustur.

Sekil 2A ve 2B OsHenl 'in Xanthomonas oryzae pv. oryzlicola tira
BL53256"nin Tallec'is ile aktiflestirildidinin kanitini
saglamaktadir. Sekil 2A, yari kantitatif RT- PCR scnuglarinin
bir resmini vermektedir ve burada OsHenl’in gdreceli olarak
transkript bollugu referans icin bir aktin geni ile
gésterilmektedir ve bu BLS256 markdr dedigim mutanti M51 ile
inokiilasyondan 24 saat sonra piring vapraklarinda gésterilmekte
olup M 51 bos kozmit vektdrinid (ev) tasimakta, M51 kozmit pIJF92
tasimaktadir ve bu tali a, tallb, ve tali e ve yabani tip (WT)
tirld icermektedir. Sekil 2B, bir markér icgeren Xmal fragmaninin
kurtarma wve ug¢ siralamasi ile M51 ’'de tek markdr alis veris
mutasyonunun haritalanmasina davalil olarak gdsterilen bir
gsematiktir. Genom b&lgesi, kalinti fragmanin koordinatlari wve
kozmit pIJF927de yer alan BLS256 gencmik fragmanin koordinatlara

gdsterilmektedir.
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SEK 3 AvrBs3 amino asit dizisinin (SEC ID NC: 12) bir
referansidir.
SEK 4 AvrBs3 niiklek asit dizisinin (SEC ID NO: 13) bir
referansidair,
Sekil 5, bir TAL nikleaz ekspresyon vektdrlinin bir haritasaidar.

Sekil 6, bir hedef raportdr plazmitinin bir haritasidair.

Sekil 7, TAL nikleazlarin sematik mimarisinin bir divagramidir,
TAL DNA baglanma etki alaninin taninma sahalari bilylik harfler
ile temsil edilmekte olup, aralayici dizi kiligik harf ile

gdsterilmektedir.

Sekil 8, 17'nin amino asit dizisidir (SEQ ID NG: 16} ve AvrBs2
tanima etki alaninin bir yarl tandem tekrarlarini
gbstermektedir. 12 ve 13 pozisyonlarinda hiper-dedisken amino

asitler kutu i¢inde gé&sterilmektedir.

Sekil 9, TAL etkililidini test etmek igin bir maya eseyi igin

bir semayi g&steren bir divagramdir.

Sekil 10, AvrBs2 TAL nikleazinin maya esey sonu¢larini
g&steren bir grafiktir. Sekil 11, tek, ¢ift veya lglii AsvBs?2
tkrar modilleri ve bir klonlama vektériniin bir sematik

temsilini gésteren bir divyagramdir.

Sekil 12A ve 12B, bir tek temsili TAL efektdril tekrarini (Sekil
12A) wve ayni =zamanda c¢odu TAL efektdrliinde tekrar bdlgesinin
scnunda mevcut olan bir temsili tepesi kesik tekrari {(Sekil 12B)
gtstermektedir. Nikleotit wve kodlanmis amino asit dizileri
gosterildigi sekildedir. Ng, "XX” olarak gdsterilen RVDTeri
kedlayan nilikleotitleri temsil etmektedir. Sayilar aminc asit

pozisyonlar ig¢in verilmistir. Diziler tallc’den alinmistir.

Sekil 13, tekrar Dbdlgesinin bir tek, tepesi kesik tekrara

indirgendidi ve pCS487 nin sonu¢ alindidl proses ve tallc genini
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gbsteren bir sematiktir. M, Mscl sahasi; S5, Sphl sahasi.

Sekil 14, pCS489'u verecek sekilde bir PspXI ve Xhol sahas:
olusturmak icin pCS4877de orijinal tepesi kesik tekrarin ucunda
bir translasyonel olarak sessiz mutasyonun girisini godsteren
bir sematiktir., Orijinal tekrardaki (SEQ TD NWo: 21) ve mutasycna
ugravyan tekrardaki kodonlarain (18-21) dizileri
gésterilmektedir. Kodlanan aminco asit dizisi (SEQ ID Nc:22)
mutasyon ile dedistirilmemistir. Mutasycna uJravan nikleotitler

italik olarak yazilmistir.

Sekil 15, pCS488'in bir haritasidir ve Gateway giris wvektédri
PENTR-D’ de tekrar bolgesi olmaksizin sadece tallc’'nin N wve C

terminal kisimlarini kodlayan bir kanamisin direncli plazmittir

Sekil 16, RVDNI’'ye sahip bir tekrara kodlayan, pCS5493 clarak
g&sterilen bir tek tekrar baslatici plazmitinin bir haritasidir.
Kedladiklari RVDTer hari¢ olmak tizere (sadda verilmistir)
pCsS494, pCS3495, ve pCS496 clarak gdsterilen uUg¢ dider plazmit
aynidir.

Sekil 17A, RVD NI ile bir tek tekrar med{ili ig¢in niikleotit wve
kodlanmis amino asit dizilerini gostermektedir. 5 Xhol uyumlu
kohezif ug, Mscl sahasi ve 3/ PspXI/Xhol uyumlu kchezif ucun alti
gizilmistir. RVD ve cnu kodlayan nilklecotitler koyu tTiptedir.
Sirasiyla HD, NI ve NG’yi kodlayan RVD kodlama dizileri haric
olmak {izere gdsterilene benzer olan i¢ difer tekrar medilil insa
edilmistir. Sekil 17B, Sekil 17A'da gésterilen tekrar kodlama
dizisini iceren, pCS502 clarak gdsterilen tek tekrar modiil
plazmitinin bir haritasidir. pCsS503, pCsSh04, ve pCS3S505 olarak
gtsterilen plazmitler de lretilmistir wve bunlar, kodladiklari
RVD’ ler harig olmak iizere  pCS502 ile aynidir (sagda
verilmistir).

Sekil 18A, RVD NI‘1i bir tek tekrarmodiili ig¢in nikleotit ve
kodlanan amino asit dizilerini gdstermektedir wve Dburada

nitkleotit ikameleri (italik clarak verilen) PspXI/¥Xhol sahasina
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ligasyondan sonra 5’ ucta Xhol sahasinin yeniden insasini
Odnlemekte ve dahili Mscl sahasini imha etmektedir. RVD ve onu
kodlayan niikleotitler koyu tiptedir. Sirasiyla HD, NT ve NG'yi
kedlayvan RVD kodlama dizileri haric¢ olmak lUzere gdsterilene
benzer olan ¢ diger tekrar modild inga edilmistir. Sekil 188,
ilave tekrar modiillerini sirali bir sekilde bir tek tekrar modiil
plazmitine badlamak suretiyle monte edilen bir {4¢ tekrar
medliniin sematididir. Birinci tekrardaki Mscl sahasi ve 37
uctaki PspXI sahasi kendilerine &zgin kalmaktadir ve biitin modil
iki Xhol sahasi ile desteklenmektedir. Sekil 19, bir, 1ki ve Uc¢
tekrarli modiil plazmitinin komple setinin bir listesidir.
Sekil 20, bir dzel TAL efektdr geni olusturmak iizere tallc
“omurgasina” herhangi kir tekrarlar dizisini mconte etmek ig¢in
kullanilabilecek bir yontemdeki adimlari gdsteren bir akis
semasidir,

Sekil 21A wve 21B, gdsterilen nikleotit dizilerini hedef alacak
TAL endoniikleazlarinin yvapiminda tekrar modillerinin montajini
g&steren sematiktir. Sekil 21a'da, pCS519, pC3S524, pCSHhivy,
pCS551, pCs583, ve pCsS529 clarak gdsterilen plazmitlerden alinan
tekrar modilleri, pC5493 olarak gbsterilen baslatica
plazmitteki diziye sirali bir sekilde ilave edilmis ve pMATSS,
pPMAT56, pMATS7, pMAT58, pMATLHS, ve pMAT6( olarak gdsterilen
plazmitler elde edilmistir. Sekil 21B’de, pCS530, pCS533,
pCS52Z, ve pCS541 olarak godsterilen plazmitlerden alinan tekrar
modiilleri, pMAT]l olarak gdsterilen plazmitteki diziye sirali
bir sekilde ilave edilmis ve pMATOL1l, pMAT6®2, pMAT63, ve pMATG4
olarak g&sterilen plazmitler elde edilmistir.

Sekil 22A, bir TAL efektér proteininin bir sematididir. BamlTI
fragmanlari (B’ lerle gbsterilen) TALEN’leri elde etmek i¢in Fokl
endonilkleazimn katalitik etki alanina kaynastirilmistir. N, N-
terminus; NLS, nucleer lckalizasyon sinyali; B, BamHI sahasi,
AD, asidik aktivasyon etki alani. Sekil 22B, TAL efektorleri
AvrBs3 wve PthXel ile idinsa edilen TALEN’lerin aktivitesini
gbsteren bir grafiktir, Avr-Fokl, AvrBs3 TALEN; Pth-Fokl, PthXoT
TALEN, Avr-Fokl wve Pth-Fokl, AvrBs3 wve PthXol filizyonlara,
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Fokl’in katalitik olarak inaktif versiyonuna (Bitiiraite et al.
(1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:10570-10575); ZFN, ¢inko
parmak nilkleaz 1igeridinde Zif268 DNA baglanma etki alani
(Porteus and Baltimore (Z003) Science 300:763). SEK 23 PthXol
amino asit dizisinin (SEQ ID NO:31) bir referansidir. SEK 24
PthXol niiklek asit dizisinin (SEQ ID NO:32) bir referansidir.
SEK 25 pFZ85 vektdrinin bir divagramidir.

SEK 26 avrBs3 TALEN (SEC ID NO:33}’in amino asit dizisini
gbstermektedir. SEK 27 pthXel TALEN (SEC ID NO:34)’1n amino asit
dizisini géstermektedir. Sekil 284, farklz aralayici
uzunluklarina sahip hedefler {izerinde AvrBs3 ve PthXol TALENS’ in
aktivitesini gdsteren bir grafiktir. ZFN, Zif268’den tiretilmis
¢inko parmak nilkleazi. Sekil 28B, bir heterodimerik TALEN'i
aktivitesini gdsteren bir grafiktir. PthXol-FokI ve AvrBs3-FokI
ekspresyon vektdrlerini ve her bhiri ig¢gin tanima sahalarindan
olusan bir hedefli plazmiti igeren mayadaki aktivite, 15bp ile
ayrilan bas-kuruk yonli olarak gdsterilmistir (Avr-Fokl, Pth-
Fokl}). Ayrica referans olarak bireysel clarak AvrBs3 (Avr-Fokl)
ve PthXcl (Pth-Fokl) TALENS ve ZifZ68 (ZFN) aktivitesi 1ilgili
hedefler lzerinde olmak lzere gbsterilmektedir. Bir negatif
kontrol olarak, LacZ aktivitesi ig¢in Avr-Fokl, Pth-Fokl icgin
hedef shaa plazmiti ile bir maya kiiltird tahlil edilmistir {(-
) olarak gdsterilmektedir.

Sekil Z9A, bireysel 6zel TALEN’ lerin RVD dizilerini ve bunlarin
ilgili DNA tanima dizilerini gdsteren bir tabledur. 3ekil 29B,
Ozel TALEN'lerin aktivitesini gdsteren bir grafiktir, (i}sadece
hedef saha plazmitleri ile negatif kontrol; ZFN, ¢inko parmak
nitkleaz pozitif kontroeli.

Sekil 30, 20 hedef wve TAL efektdr c¢iftlerinin terminisinde
niukleotit wve RVD frekanslarinin bir gésterimidir. Sekil 31,
Altin Kapi klonlama sisteminin bir sematididir (Engler ve ark.
(2008) PLoS One 3:e3647; and Engler et al. (2009) PLoS
Oned :e5553],

Sekil 322 we 32B, buradaz tarif edildigi sekilde Altin Kap:1

klonlama yaklasimi kullanilarak &zel TAL efektdril tekrar kodlama
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dizilerinin klonlanmasi ve menta] ig¢in bir 58 plazmitlik seti
g&stermektedir. Tet, plazmit seg¢imi ig¢in bir markdr olan
tetrasiklin direnc¢ geni; spec, plazmit secimi icin bir markédr
olan spektinomisin diren¢ geni; amp, plazmit se¢imi i¢in bir
markdr olan ampisilin direng genidir. Sekil 33, Sekil 32'de
gésterilen plazmitler seti kullanilarak Altin Kapi yaklasimi
ile &zel TAL efektdr tekrar kodlama dizilerinin klonlanmasi wve
mentaj icin bir y&ntemin bir sematididir.

Sadece &rnek amaciyla, bir keyfi tekrar dizisinin montaji
gésterilmektedir, spec, plazmit se¢imi ic¢in bir markdr olan
spektinomisin direng geni; amp, plazmit seg¢imi ig¢in bir markdr

olan ampisilin direng genidir

Sekil 34A-34U, burada Ornek 9'da tarif edildidi sekilde iliretilen
TALENTerin amino asit dizilerini gé&stermektedir. SEK 344,
telomeraz-TALEN1Z24; SEK 34B, gridlock-TALEN 105; SEK 34C, adhl-
TALENS8,; SEK 34D, adhl-TALEN63; SEK 34F, adhl-TALENGS; SEK 34F,
adhl-TALEN73; SEK 34G, adhl- TALEN89; SFEK 34H, gridlock-TALEN]
06; SEK 341, adhl-TALEN64; S3SEK 34J, adhl-TALEN6Y9; SEK 34K, adh
1-TALEN74; SEK 34L, ttd4-TALEN90; SEK 34M, tel-omerase-TALEN1Z1;
SEK 34N, telomerase-TALEN1lZ6; SEK 340, gridlock-TALEN1C7; SEK
34P, gridlock-TALEN1 17; S$SEK 34Q, telomerase- TALEN 131; SEK
34R, telomerase-TALEN 13&; SEK 3245, adhl-TALEN&0O; SEK 34T, ttd-
TALENS85; SEK 34U, gridlock-TALEN 102.

Sekil 35, artan uzunlukta (9-, 10-, 12-, 13-, 15-, 16-, 17-,
veya 18 mers) &zel TALEN mconomerleri kullandarak maya tahlili
ile Ol¢ilen TALEN aktivitesini gdésteren bir grafiktir. TALENTer,
gésterildidi sekilde Arabidopsis wve zebra baligil genlerine

hedeflenmistir.

Sekil 36A, 1iki TALEN ¢iftinin hedef aldigax Arabidopsis ADHI
geninden alinan 1iki farkli DNA hedef dizini g&steren bir
diyvagramdir. Sekil 36B, Arabidopsis ADHl genini hedef alan
islevsel TALEN c¢iftleri icin maya tahlil wverilerini gdsteren

bir grafiktir.
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Sekil 37A, Arabidopsis prcoctoplastlarda TALEN'’in neden oldudu
mutasyonlari tespit etmek ig¢in kullanilan bir kisitlama
endoniikleaz tahlilinin bir sgematididir. Sekil 37B, kisitlama
endoniikleaz tahlilinde sindirilmemis DNA’dan alman dokuz klonun
dizilerini gdstermektedir. Klonlardan alti tanesi, homolog
olmayan u¢ birlestirmenin (NHEJ) neden oldudu mutasyonlara
sahiptir. Sekil 384, AvrHahl Xanthomonas gardneri den, AvrBs3
X. campestris pv. Vesicatoria dan, PthXol X. oryzae pv. Oryzae
den, PthA X. citri den, wve Tallc X. oryzae pv. Oryzicola dan
olmak lizere |birden fazla filogenetik olarak ayri TAL
efektdrlerinin O 1nci1 tekrar dizilerini gGstermektedir.
Polimorfik pozisyonlar kutulu olarak gdsterilmistir. Sekil 38B,
PthXol’in O’ 1nc1i ve 1l’inci tekrarlarini g&steren bir sematiktir.
O’ 1inci: tekrar hemen 1’inci tekrardan &ncedir wve % 35 aynilik
géstermektedir wve Dbenzer bir tahmin edilen ikincil vyapiya
sahiptir, 1"inci tekrarin RVD’/si ve 0 1nc1i tekrarin aday analog
kalintilarinin alti c¢izilmektedir. *, gap; H, helix; E,
uzatilmis. Yapi JPred kullanilarak tahmin edilmigstir (Cole et
al. (2008) Nucl. Acids Res. 36:W1927-WZ01).

Sekil 39, gtsterildigi sekilde, fare-anti V5 antikoru
kullanilarak imono-tespitten sonra, V5 etiketli TAL efektdr
proteinleri AvrBs3, PthXcl, ve Tali c’yi kodlayan plazmitlerle
transfekte edilmis insane embrivotik bdbrek (283T)hilcrelerinden
izole edilmis toplam proteinin bir Wester blot’unu
gtstermektedir. Imiino-etiketli aktin, her bir seritte denk
yvikleme i¢in bir kontrol olarak gdsterilmektedir. Seki 403,
TALEN HPRT-3254-17'nin amino asit dizisini gdstermektedir, ve
Seki 410B, TALEN HPRT-3286-20r'nin amino asit dizisini
gbstermektedir, ve Sekil 41 A, insan Kkromozomal HPRT geninde
TALEN’in hedefledigi sahayi gdsteren bir sematiktir. HPRT-3254-
17 ve HPRT-3286-20r TALENTer icin badlavyici sahalar, bu sahalar
arasindaki aralayicida Bpu 101 sahasi ve bdlgenin yikseltilmesi
i¢in primer sahalar gdsterilmektedir. Tabandaki koordinatlar,
kodlama dizisinin birinci nikleotitinden gelen baz

cgiftlerindeki mesafeyi wvermektedir. Sekil 41B, sablon olarak
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TALEN ile islenmis wve islenmemis hilcrelerden izole edilen
genomik DNA kullanilarak Sekil 41A’'da g&sterilen bdlgenin PCR
amplifikasyonunun Uriinlerinin BpulOI sindiriminin sonug¢larini
g&stermektedir. Gencmik DNA, amplifikasyondan &nce Bpu 101 ile
sindirilmistir. DNA fragmanlari, agarcz jel elektroforezi ile
ayrilmis ve etidyum bromit kullanilarak gérsellestirilmistir.

BULUSUN AYRINTILI ACIKLAMASI

Mevcut patent bagvurusu, TAL efektodrlerinin aracilik ettidi
diziye ozgll DNA taninmasi ile iliskili yéntemler ve malzemeleri
saglamaktadair. Burada tarif edildigi sekilde, TAL
efektdrlerinin primer amino asit dizileri, kadlandiklara
nilkleotit dizilerini belirlemektedir. Bulus sahipleri sunu
tespit etmigtir ki TAL efektér aminc asit dizileri ve bunlarin
DNA hedef dizileri arasindaki 1iliski dogrudandir wve bu TAL
efektdrleri igin hedef saha tahminine izin vermektedir ve ayni
zamanda TAL efektdr dzellestirmesinin &zel niltkleotit dizilerine
baglanmasina izin vermektedir. Bu tahmin ve &zellestirme, farkl:
amac¢larla desteklenebilmektedir. Bir &rnekte, ozel TAL efektor
dizileri, endonilkleaz dizileri 1ile kaynastirilakilir wve bu
spesifik DNA dizilerine endonilkleaz hedeflemeye ve daha sonra
hedeflenen dizilerde veya vyakininda DNA'nin kesilmesine izin
verecektir, DNA'daki kesimler (yvani ¢ift iplikli kopmalar)
dramatik clarak homolog rekombinasvon sikligini artirmaktadir.
Béylelikle, bir &zel hedef DNA dizisine yilksek derecede bir dizi
benzerlidine sahip dizileri tasiyan DNA konstritktleri ile
birlikte, TALEN'ler karmasik genomlarda sahaya yénlendirilmis
mutagenezi kolaylastirmak, vani gen fonksivonunu yok etmek vevya
dedistirmek veva yliksek hassasiyet ve yilksek etkililige sahip
genler veya difer diziler ilave etmek i¢in kullanilabilir.

Bu nedenle, burada belirtilmis olan konu dahilinde,
digerlerinin yaninda, genetik olarak modifiye edilmis
organizmalar hazirlamak 1¢in malzemeler ve vyéntemler vyer
almaktadir (buna, sinirlama olmaksizin, bitkiler, mantarlar,

Droshila, nematotlar, =zebra balidi, fare, diJer memeliler ve
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insanlar dahildir). Bu ydntemler &rnedin bir hlucrenin birden
fazla rekombinant niikleik asit 1le transfekte edilmesini
icerebilir. Ornedin, bir hiicre (dr. bi rdkaryotik hiicre) hiicre
iginde bulunan bir karsilik gelen hedef nikleotit dizisine gdre
aberasyonlar igeren bir dondr niikleotit dizisini igeren bir
birinci rekombinant nikleik asit 1ile wve Dbir TAL nilkleaz:
kodlayan bir ikinci rekombinant nitkleik asit kenstrikti ile
doéniistiiriilebilir. Bazi vapilandirmalarda, hiicre ayni zamanda
bir secgilebilir markdr kodlayan bir iglinci rekombinant nitkleik
asit konstriktil ile dédnilstiriilebilir. Dondr nikleik asit
konstritktiinden bir niikleik asit dizisi, burada tarif edildidi
sekilde dénitigtiirilen hicrenin genomuna dahil edilebilir.
Ornedin, burada tarif edilmis olan yontemler kullanilarak
Uretilen bitki hiicreleri, genomlara dahil edilen defistirilmis
dendr nikleit dizisine sahip bitkileri iretecek gekilde
vetigtirilebilir, Bu hitkilerden tohumlar, Srnedin
dedigtirilmemis lbitkilere gdre bir dedistirilmis biyime
Ozelligi (6r. farkla biyotik ve abiyotik streslere karsi artan
direng vevya tolerans), deistirilmis gdrinum (6r. dedistirilmis
renk veya ylkseklik) veya dedistirilmis bilesim (&r. artan veya
azalan karbon, nitrojen, vad, protein, karbonhidrat (dr. seker
veya nisasta) amino asit, yad asidi veya sekonder metabolitler
dilzeyi)sahibi bitkileri {retecek sekilde kullanilabilir.
Poliniikleotitler ve Polipeptitler

izole edilmis  nilkleik asitler ve ©poiipeptitler burada
sadlanmistir. “Nikleik asit” wve Tpoliniikleotit” terimleri
burada birbiri yerine kullanilabilmektedir ve cDNA, genomik DNA,
sentetik (8r. kimyasal olarak sentezlenmig) DNA wveya niukleik
asit analoglarini igeren DNA (veya RNA) ifade edecek gekilde
kullanilir. Poliniiklectitler herhangi bir ¢ boyutlu yapiya
sahip olabilir. Bir nikleik asit, ¢ift iplikti veya tek iplikli
(yani bir sens ipligi wveya bir anti-sens tek iplik) olabilir.
Peclinidkleotitlerin sinirlandirici olmayan oOrnekleri arasinda
genler, gen fragmanlari, egzonlar, intronlar, mesajci RNA

(mRNA) , transfer RNA, ribozomal RNA, ribozimler, cDNA,
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rekombinant poliniklectitler, dalla polinikleotitler,
plazmitler, vektdrler, herhangi bir diziden 1izole edilmig
DNA, herhangi bir diziden izole edilmis RNA, niikleik asit
problari ve primerler ve ayni zamanda niikleik asit analoglar:i
ver almaktadir,.

Mevcut bulusun polipeptitleri (Ornedin sinirlandirici olmayan
Ornek olarak TAL efektdri DNA modifiye eden enzimi) scnoporasyon
veya elektroperasyon veyva bu tekniklerin tiirevlieri gibi herhangi
bPir hiucresel permeabilizasyonla 1iligkili veya birlestirilmis
aktarim vektdrleri kullanilmak suretiyle polipeptitler olarak
veya 6rnedin sdz konusu polipeptitleri kodlayan bir wvektdr
kullanarak bir hilicreye dahil edilebilir.

Burada kullanimi itibariyle, “izocle edilmig”, bir niikleik aside
referansla kullanildidinda, gencomdaki nitkleik asidin bir veya
her 1iki tasarinda normal olarak destek sadlayan nikleik asitler
dahil olmak iizere, &rnedin bir hitki genomu gibi bir genomda
mevcut olan dider nlkleik asitlerden avyrilir. Burada nikleik
asitlere iliskin colarak kullanilmis olan “izcole edilmis” terimi,
herhangi bir normal olarak olusmayan diziyi ig¢ermektedir, cunki
56z konusu dogal olarak olusan diziler doJada bulunmamaktadir
ve dodal olarak olusan bir genomda hemen bulasici dizilere sahip
degildir.

Bir izole edilmis nlikleik &asit ©&rnedin bir DNA molek{ild
olabilir, ancak bir dogal olarak olusan genomda s&z konusu DNA
molekiliine hemen bitigik olarak normalde bulunan nukleik asit
dizilerinden bhiri g¢ikartilmalili veya mevcut olmamalidir.
Béylelikle, bir izcle edilmis niikleik asit, sinirlama
olmaksizin, difer dizilerden badimsiz olarak bir avri molekiil
olarak mevcut bir DNA molekiilinid (dr. bir kimyasal olarak
sentezlene nilkleik asit, veya PCR veya kisitlama endoniikleaz
islemi ile idretilen bir c¢DNA veya genomik DNA fragmani), veya
bir vektére, bir otonom olarak replika olan plazmite, bir virise
{bir pararetroviriise, bir retroviriise, lentivirise, adenovirise
veya aherpes virilisiine) dahil edilen bir DNA veya bir prokaryot

veya okaryotun genomik DNA’sim icermektedir. Buna ek olarak,
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bir izole edilmis nlukleik asit, bkir hibrit veya fluzyon nikleik
asitinin bir parcasi olan bir DNA molekiilil gibi bir rekombinant
niikleik asit igerebilir. Bir genomik DNA restriksiyon digesti
iceren jel dilimleri, wveya c¢DNA kitiphaneleri wveya gencmik
kiitiiphaneler dahilinde dider niikleik asitlerden yizlercesi ile
milyonlarcasi arasinda mevcut bir niikleik sit, bir izole edilmis
niikleik asit olarak deferlendirilmez.

Bir niikleik asit, drnedin kimysal sentez veya polimeraz zincir
reaksiyonu 8PCR) ile vapilabilir. PCR, hedef niikleik asitlerin
amplifive edildigi bir prosedir veya teknidi ifade etmektedir.
PCR toplam genomik DNA veya toplam hiicresel RNA’dan alinan
diziler dahil olmak {izere, DNA wve RNA'"dan alman spesifik
dizileri amplifiye etmek ic¢in kullanalabilir. Farkli PCR
yvontemleri &rnedin PCR Primer: A Laboratory Manual, Dieffenbach
and Dveksler, sds., Cold Spring Harber TLaboratory Press, 19957 te
tarif edilmistir. Genel clarak, ilgili bdlgenin ug¢larindan veya
tesinden alman dizi bilgileri amplifive edilecek sablonun
karsit dizilerine sira olarak ayni wveya benzer olan
oligoniikleotit primerleri tasarlamak ig¢in kullanilair. Bir
sablon nikleik aside sahaya Szgl niiklectit dizi
modifikasyonlarinin dahil edilmesi i¢in farkli PCR stratejileri
bulunmaktadir.

Izole edilmis niikleik asitler ayni zamanda mutagenez ile elde
edilebilir. Ornedin, ocoligoniikleotit vyénlendirmeli mutagenez ve
PCR ig¢inden sahaya ybénlendirmeli mutagenez dahil standart
teknikler kullanilarak bir don&ér nikleik asit dizisi mutasyona
udratilabilir. Bkz. Short Protccels in Melecular Biology,
Chapter 8, Green Publishing Assocociates and John Wiley & Sons,
edited by Ausubel et al., 1992.

Burada kullanildigix itibarla “polipeptit” terimi, post-
translasyonel modifikasyona bakilmaksizin iki wveya daha fazla
alt birim aminc asidinin bir bilegsenini ifade etmektedir (&r.
fosforilasyon vevya glikosilasyon} AlL kirimler peptit badlarla
veya Ornedin ester veya eter badlari gibi dider baglarla

ba&lanabilir. “Amino asit” terimi, D/L optik izomerleri dahil
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olmak lizere dogal ve/veya dodal olmayan veya sentetik amino
asitleri ifade etmektedir.

Bir polipeptite iliskin olarak “izale edilmis” veya
“saflastirilmis” ifadesi ile anlatilmak istenen, polipeptitin,
normal olarak dodada bulundugu hilicresel bilegenlerden belli
Hlclide ayrilmasaidar (or. dider polipeptitler lipitler,
karbonhidratlar wveya nlikleik asitler). Bir saflastirilmis
polipeptit bir indirgemesiz poliakrilamit jel lzerinde bir tek
ana bant verebilir. Bir saflastirlmis polipeptit en az vyaklasik
% 75 saf (&r. en az 80%, 850%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99%, veya 100%
saf) colabilir, Saflastirilmis polipeptitler &Srnedin bir
barindirici hicrede veya transgenik bitkide rekombinant dretim
veya kimyasal sentez ile bir doJal kaynaktan ekstrasyon ile elde
edilebilir ve Srnedin afinite kromatografisi,
iminopresipitasyon, boyut ekskllizyon Kkromatografisi wve ivyon
dedigim kromatografisi kullanilarak saflastirilabilir,
Saflastirmanin boyutu, sinirlama olmaksizain kolon
kromatografisi, poliakrilamit Jel elektroforezi weya vyilksek
performansli si1vil kromatografisi dahil herhangi bir uygun yéntem

kullanilarak &Slcgulebilir.

Rekombinant Konstruktler

Rekombinant niikleik asit konstriktleri (oér. vektodrleri) de
burada sadlanmaktadir. Bir “wekbtdr” bir plazmit, faj veya kozmit
gikbi bir relikondur wva buna, eklenen segmentin replikasyonunu
saglamak i¢in dider bir DNA segmenti eklenebilir. Genel olarak,
bir vektdr, uygun kontrol elemanlari ile iliskilendirildidinde
replikasyon kapasitesine sahiptir. Uygun vwvektdr omurgalara
arsinda,drnedin plazmitler, virtisler, yapay kromozomlar,
BAC’ lar, VYAC'lar wveya PAC’lar gikbi teknikte rutin olarak
kullanilanlari icermektedir. “Wektdér” terimi, klonlama ve
ekspresyon vektdrlerini ve ayni zamanda viral vektdrleri ve
entegre eden vektdrleri igermektedir. Bir “ekspresyon vektorid”,

bir wveya daha fazla ekspresyon kontrol dizisi diceren bir
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vektordir ve Dbir Tekspresyon kontrol dizisi”, dider DNA
dizisinin transkripsiyon ve/veya translasyonunu kontrol eden

veya dizenleyen bir DNA dizisidir. Uygun ekspresyon vektdrleri

arasinda, sinirlama oclmaksizin, 4drnedin bakteriyofaj,
beakulovirisler, tatun mozaik virisy, herpes virlisleri,
sitomegaloviris, retrovirisler, vaccinia viriisleri,
adenovirlisler ve adeno iliskili viriiglerden tiretilen

plazmitler ve viral vektdrler ver almaktadir. Bir cok vektdr wve
ekspresyon sistemi Novagen (Madison, WI), Clontech (Palo Alto,
CA), Stratagens (La Jolla, CA), ve Invitrogen/Life Technologies
(Carlsbhad, Ch) gibi sirketlerden ticari olarak
bulunabilmektedir.

“"Dlizenleyici bdlge” “kontrol elemani” ve “ekspresyon kontrol
dizisi” terimleri, transkripsiyon veya translasyon baslatma ve
oranini ve transkript veya polipeptit Urinin stabilitsi ve/veya
mobilitesini ifade etmektedir. Diizenleyici bélgeler arasinda,
sinirlama olmaksizain, promotér dizileri, gelistirici dizileri,
cevap elemanlari, protein tanima sahalari, endilike edilebilir
elemanlar, promotdér kontrol elemanlari, protein badlanma
dizileri, 57 ve 37 cevrilmemisg bolgeler (UTR' ler},
transkripsiyonel baslama  sahalari, temrinasycon dizileri,
poliadenilasyon dizileri, intronlar ve sekretdr sinyaller,
Nikleer Lokalizasyon Dizileri (NLS) wve proteaz klevaj sahalara
gibi kodlama dizileri iginde yer alan diJer dizenlevici bdlgeler

yer almaktadir.

Burada kullanimi itikariyle, “isler clarak badlantili” ifadesi,
bir genetik konstriltkte dahil edilmis anlamina gelmektedir, &yle
ki ekspresyon kontrol dizileri, 1lgili bir kcdlama dizisinin
ekspresyonunu etkili bir sekilde kontrol edebilmektedir. RNA
polimerazi, bir mRNA olmasi durumunda, kodlama dizisi tarafindan
kodlana proteine dénustirilebilecek RNA’vya kodlama dizisini
transkribe edebildigi zaman bir kodlama dizisi bir hicredeki
ekspresyon  kontrol dizilerinin “kontrolil altindadir” ve

bunlarla “islevsel olarak badlantilidir”. Boylelikle, bir
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dizenlevici bdlge, bir modifive edilmis hedef niikleik asidi
eksprese etmenin arzu edildigi bitki hiicresi, bitki veya bitki
dokusunda transkripsiyonu modiile edebilir, drnedin
diizenleyebilir, kolaylastirabilir veya ydnlendirebilir.

Bir promotdr, tipik transkripsiyonun basladidi noktanin st
akisindaki 100 nlikleoti dahilinde o¢lmak {izere bir DNA
melektlinin bir bdlgesinden olusan bir ekspresyon kontrol
dizisidir(genellikle RNA pcelimeraz IT icin baslangic sahasinin
yvakininda), Promctdrler, transkripsiyonu baslatmak ve modile
etmek i¢in RNA polimeraz ve diger prcteinlerin taninmasi ve
baglanmasina dahildir. Bir kodlama dizisini bir promotédriin
kentrolll altina getirmek icin, tipik olarak promotdrin asada
akisinda bir ve yaklasik elli nilikleotit arasinda polipeptitin
translasyon okma freyminin translasyon baslatma sahasina
konumlandirmak gerekmektedir. Ancak bir promotdér, translasyon
baslangi¢ sahasinin asadil akisinda vyaklasik 5,000 nidkleotit
olacak sekilde, veya transkripsiyon baslangic¢ sahasinin yukari
akisinda vaklasik 2,000 niikleotit olacak sekilde
kenumlandirilabilir. Bir promotdr tipik olarak en az bir
cekirdek (bazal) promotdrden olusur. Bir promotdr ayni zamanda
bir yukari akis elemani gibi en az kir kontrol elemani
igerebilir. Bu elemanlar yukari akig aktivasyon bélgelerini
(UAR" ler) wve opsivonel olarak bkir sentetik vyukari azkis elemani
gibi bkir polinikleotitin transkripsiyonunu etkileyen dider DNA
dizilerini icerir.

Dahil edilecek promotérlerin seg¢imi, sinirlama olmaksizin
etkililik, secilebilirlik, endiike edilebilirlik, istenilen
ekspresvon diizeyi ve hlicre veyva doku spesifiklidi dahil olmak
lizere bir cok faktére baglidir. Ornedin, transkripsiyonu sadece
veya baskin olarak sirasiyla 9zel bir doku, organ veya hiicre
tipine wveren dokuya, organa ve hiicreye &zgll promotdérler
kullanilabilir. Bazi yapilandirmalarda, sap, parensima, toprak
meristem, vaskiler demet, kambiyum, floem, korteks, skoot apikal
meristem, lateral shoct meristem, kok apikal meristem, lateral

kék meristem, vaprak primordium, vaprak mezofil, wveya vyaprak
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epidermis gibi bitkisel dokulara spesifik promotdrler uygun
diizenleyici b&lgeler olabilir. Baz1 yvapilandirmalarda,
tohumlara spesifik olarak prometdrler {(“tohum-tercihi 1
promotdrler”) faydali olabilir. Tohuma &zgl promotdrler, tohum
geligimi sirasinda endosperm ve kotiledon dokusunda iglevsel
oalrak badli niikleik asidin transkripsiyonunu destekleyebilir.
Alternatif olarak, vapici promotdrler, bitki gelistirmesi
yeluyla bir bitkinin codu veya tim dokularinda islevsel olarak
bagli niikleik asidin transkripsiycnunu destekleyebilir.
Promotédrlerin diJer sinaiflari arasinda, sinirlama olmaksizin,
kimyasal ajanlar, gelisimsel uyaricilar veva gevresel
uyaricilar gibi harici uvaricilara cevap olarak transkripsiyon
saglayan prcmotdrler gibi endlike edilebilir promotérler vyer
almaktadir.

Rir bazal promotdr, transkripsiyonun baslamasi ig¢in gerekli bir
transkripsiyon kompleksinin montaji ig¢in gerekli asgari
dizidir. Bazal promotdrler genellikle transkripsiyonun baslama
sahasindan yukari akista vyaklasik 12 ve vaklasik 35 niikleotit
arasinda verlestirilmis olabilecek bir “TATA kutu” elemanil
icermektedir. Bazal promotdrler ayni zamanda bkir CCAAT kutu
elemanini (tipik olarak CCAAT dizisi) ve/veya bir GGGCG dizisini
igerebilir ki Dbu, vyaklasik 40 wve vyaklasik 200 nlkleotit
arasinda, tipik olarak 60 1ila vyaklasik 120 niikleotit arasinda,
transkripsiyon baslama alaninin vukari akisinda yer alir.
Burada verilmis olanniukleik asit konstriktlerine dahil
edilebilecek promotdrlerin sinirlandirici olmayan &rnekleri
arasinda karnabahar mozaik wviritsi (CaMV) 355 transkripsiyon
baslatma bdlgesgi, Agrcobacterium tumefaciens’in T-DNA'sindan
tilretilen 1’ vevya 27 promotdrler, Busk ((19%7) Plant J. 11:1285-
1285)tarafindan tarif edilen bir misir yapraga ozgl genden elde
edilen promotdrler, misir ve dider tirlerden elde edilen knl-
ile 1iliskili genler ve misir ubkikutin-1 promctdori gibli farkl:
bitki genlerinden alman transkripsivon kaslatma bdlgeleri yer
almaktadar.

Bir 5’ c¢evrilmemis bolge (UTR) transkribe edilmektedir ancak
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cevrilmemektedir ve transkript ve translasyon baslama kodonunun
baslama sahasi arasinda vyer alabilmekte wve +1 nikleotit
icerebilmektedir. Bir 3’ UTR, translasyon terminasyon kodonu ve
transkriptin ucu arasinda konumlandinlabilmektedir. UTR’ler,
mRNA mesa] stabilitesinin veya translasyon atenilasyonunun
artirilmasi gibi dzel fonksiyonlara sahip olabilir. 37 UTR’' lerin
Obrnekleri arasinda, sinirlama olmaksizin, poliadenilasyon
sinvalleri ve transkripsivyon terminasyon dizileri yer
almaktadir. Bir kedlama bdlgesinin 3 ucundaki bir
pcliadenilasyon bélgesi, bir kodlama dizisine islevsel olarak
baglanabilir., PCliadenilasyon bdlgesi, dogal genden, farkli
dider bitki genlerinden wveya bir Agrobacterium T-DNA'dan
tiretilebilir.

Burada saglanan vektdrler ayni =zamanda ©&rnedin replikasyon
ve/veya iskele ekleme bélgelerinin orijinlerini icerebilir,
Buna ek olarak, bir ekspresyon vektdrii, eksprese edilen
polipeptitin manipllasyonu veya tespitini (6r. saflastima vevya
lokalizasyon) kolaylastiracak sekilde tasarlanmis bir etiket
dizisi icgerebilir. Yesil flcrasan proteini (GFP), glutathion S-
transferaaz (GST), polihistidin, c¢-myc, hemagglutinin, wveya
Flag™ etiketi (Kodak, WNew Haven, CT) dizileri gibi etiket
dizileri tipik olarak kodlanmig polipeptit ile bir flzyon clarak
ifade edilir. Bu etiketler, karboksil veya amino terminus dahil
olmak lUzere pclipeptit iginde herhangi bir yere sokulabilir.
“Aktarim wvektdri” wveya “aktarim vektorleri” ifadesi ile
kastedilen, mevcut bulusta ihtivyacg duyulan ajanlari
/kimyasallari ve moleklilleri hiicre temasina koymak veya
hiicrelere wveya alt Thilicresel kompartmanlara aktarmak ic¢in
kullanilabilecek herhangi bir aktarim vektdridir. Bu, sinirlama
olmaksizin, lipozomal aktarim vektdrlerini, wviral aktarim
vektdrlerini, ila¢ aktarim vektdrlerini, kimyasal tasiyicilara,
polimerik tasiyicilara, lipopleksleri, polipleksleri,
dendrimerleri, mikro kabkarciklari (ultrason kontrast ajanlari),
nano partikiilleri, emillsiyonlari veya dider uygun transfer

vektdérlerini icermektedir. Bu aktarim vektorleri, Diatos
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tarafindan gelistirilen plazmitler ve peptitler gibi

molekiillerin, kimyasallarin, makro molekiillerin (genler,
proteinler) veya diger vektdrlerin aktarilmasina izin
vermektedir. Bu durumlarda, aktarim vektdrleri melekil
tagsiyicilaraidir. Y“Aktarim vektoru” veya “aktarim vektorleri”

ile kastedilen ayni zamanda transfeksiyonu gercgeklestirmek igin
amaclanan aktarim ydntemleridir.

“Wektdr” veya “wektdrler” terimleri, badlantili bulundudu diJer
nikleik aside tasima kapasitesine sahip bir nikleik asit
molekilinld ifade etmektedir. Mevcut bulusta bir “vektdr”
sinirlama olmaksizin, bir kromozomal, kromozomal olmayan, yari
sentetik veva sentetik nilkleik asitlerden olusabilecek bir viral
vektdr, bir plazmit, bir RNA wvektdri veya bir lineer vevya
dairesel DNA wveya RNA meolekilini igermektedir. Tercih edilen
vektorler, baglantilza bulunduklara nikleik asitlerin
ekspresyonu ve/veya otonom replikasyon (epizomal wvektdr)
kabilivetine sahip clanlardir. Teknikte uzman clan kisiler cok
fazla uygun vektdrii bilmektedir wve bunlar ticari oclarak
bPulunmaktadir.

Viral wvirtsler arasinda, retrovirus, adenovirus, parvovirus
(6r. Adeno 1ligkili wviriisler), koronavirilis, negative iplik RNA
virisleri, brnedin orthomyxovirus (Or. Grip virlsa),
rhabdovirus (6r. Kuduz ve vesikiler viriisil), paramyxovirus (Or.
Kizamik ve Sendai), pozitif iplikg¢ikli RNA wvirisleri O&rnedin
picomavirus ve alphavirus, ve c¢ift iplikgikli DNA virlUsleri

drnedin adencvirus, herpesvirus (Or. Herpes Simplex viris tip 1

ve 2, Epstein-Barr virlsid, cytomegalovirus), ve poxvirus (&r.
vaccinia, fowlpox ve canarypox) ver alir. DifJer virlisler
arasinda ©rnedin Norwalk virisi, Togaviris, flavivirusi,

reovirisleri, papovaviriisii, hepadnaviriisii ve hepatit virisi ver
alir. Retrovirlislerin ornekleri arasinda sunlar yer alir: avian
leukosis-sarcoma, memeli C-tipi, B-tipi wvirtsler, D tipi
virisler, HTLV-BLV grubu, lentivirus, spu-mavirus (Coffin, J.
M., Retroviridae: The viruses and their replication, 1In

Fundamental Virolcgy, Third Edition, B. N. Fields, et al., Eds.,
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Lippincott-Raven Publishers, Philadelphia, 1996).

“Lentiviral wvektdr” ile kastedilen gdrecelli olarak biyik
paketleme kapasiteleri, azaltilmis imlnogenisite ve farkli bir
cok hilcre tipini ylksek etkililikle stabil bir sekilde transdise
etme kabiliyetleri nedeniyle gen aktarimi igin ¢ok Umit verici
olan HIV tabkanli lentiviriis vektdrleridir. Lentiviral vektdrler
genellikle dg¢ (paketleme, zarf wve transfer) wveya daha fazla
plazmitin {dretici  hilcrelere gecgici transfeksivondan sonra
Uretilmektedir. HIV gibi, lentiviral vektdrler hedef hiicreve
viral ylzey reseptdrlerinin hiicre yilzeyi Uzerindeki reseptérler
ile etkilesimi yoluyla girmektedir. Giristen sconra wviral RNA
ters transkripsivyona tabi olur ki buna, wviral ters kriptaz
kompleksi aracilik eder. Ters transkripsiyonun Uridni bir ¢ift
iplikli lineer wviral DNA’di rve bu enfekte hilcrelerin DNA'sinda
viral entegrasyon 1ig¢in substrattir. S0z konusu lentiviral
vektorler “integratif olmayan” veya “integratif’ olabilir.

- “Integratif lentiviral vektdrleri” (veya LV) ile
kastedilen, sinirlayici olmayan bir ©&rnek olarak bir hedef
hiicrenin genomunu entegre edebilecek vektdrlerdir.

- Bunun aksine, “integratif olmayan lentiviral wvektdrleri”
(veya NILV) ile kastedilen, virus integrazinin eylemi
araciligiyla bir hedef hilcrenin genomuna entegre olmayan etkili
gen aktarim vektdrleridir,

Tercih edilen bir wvektdr tipi Pbkir epizomdur, vyani ekstra
kromozomal replikasvyvon kapasitesine sahip bir nlikleik asittir.
Tercih edilen wvektdrler, badlantili bulunduklari niikleik
asitlerin ekspresyonu ve/vaya otonom replikasyon kabilivetine
sahip olanlardir. Operatif olarak baglantili clguklari genlerin
ekspresyonunu ydnlendirme kapasitesine sahip olan vektérlere
burada “ekspresyon vektdrleri” adi verilmektedir. Mevcut bulusa
gdre Dbir wvektdr, sinirlama olmaksizin, bir YAC {(mayza vapay
kromozomu), bir BAC (bakterival vapay), bir bakuleviris vektori,
bir faj, bir fajemit, bir kozmit, bir viral vektdr, bir plazmit,
bir RNA vektdril veya bir lineer wveya dairesel DNA wveya RNA

molekiiliinden olusur ki bu da kromozomal, kromozomal olmayan,
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yarl sentetik veya sentetik DNA’dan olusabilir. Genel olarak,
rekombinant DNA tekniklerinde kullanilan ekspresyon vektédrleri
genellikle “plazmitler” formundadir ki bu da genellikle wvektér
formlarinda kromczoma badlanmayan dairesel g¢ift iplikli DNA
ilmeklerini ifade etmektedir. Teknikte uzman colanlar tarafindan
¢ok sayida uygun vektdr bilinmektedir. Vektdrler, uygun
markérlerden olusabilir, érnedin: Okaryotik hiicre kiiltiirii icin
neomisin fosfotransferaz, histidinol dehidrogenaz, dihidrofolat
rediiktaz, higromisin fosfotransferaz, herpes simpleks wvirisi
timidin kinaz, adenosin deaminaz, glutamin sentetaz ve hipoks
antin guanin fosforibosil transferaz; S.cerevisiae igin TRP1;
E.coli’de tetrasiklin, rifampisin wveyva ampisilin direnci.
Tercihan s&z kconusu vektdrler ekspresyon vektdrleridir ve burada
ilgili bir polipeptiti kodlayan bir dizi uygun transkripsiyonel
ve translasyonel kontrol elemanlarinan kontroli altina
verlestirilerek sz konusu polipeptitin iiretimi veya sentezine
izin wverilir. Bu nedenle, sz konusu polinlikleotit bir
ekspresyon kasetinden clusmaktadir. Daha &zel olarak, vektor
bir replikasycen orijininden, =6z konusu kodlayan polinilklectite
iglevsel olarak badlanmis bir promotdr, bir ribozom baglanma
sahasi, bkir RNA ayirma sahasi (genomik DNA kullanildidinda),
bir pocliadenilasyon sahasi ve bir transkripsiyon terminasyon
sahasindan olusur. Bu ayni zamanda bir gelistirici wveva
susturucu elemanlardan colugabilir. Promctdrin secimi,
polipeptitin eksprese edildigi hiicreye badli clacaktir. Uygun
promotérler arasinda, dokuya Ozgll ve/veya endilke edilebilir
promotdrler yer almaktadir. Endike edilebilir promotdrlerin
drnekleri sgunlardir: Afir metallerin artirilan dizeylerinin
endilke ettigi okarvyotik metalotionin promotdrl, izopropil-B-D-
tiagalakto-pirancsit (IPTG) e cevap olarak endilke edilen
prokaryotik lacZ promotdrit, wve artirilan sicaklidin endilke
ettigi okaryotik 1s1 scku promotdrii. Dokuya ozgl promotdrlerin
Ornekleri arasinda iskelet kas kreatin kinazi, prostata ozgl
antijen (PSA), a-antitripsin proetaz, insan siirfaktan (5P} A ve

B proteinleri, B-kazein ve asidik peynir alti suyu protei
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genleri yer almaktadair.

Endiike edilebilir promotdrler, patojenler veya stresle, daha
tercihen soduk, 1s1, uv 1s1d1 veya yiuksek iyonik
kensantrasyonlarla endike edilebilir, {dederlendirme icin
Potenza et al (2004) In wvitro Celi Dev Biol 40:1-22). Endiike
edilebilir promotér kimyasallarle endiike edilebilir,
[dederlendirme i¢in Mcore et al. {2006); Padidam (2003); (Wang
et al. (2003); ve (Zuc wve Chua (Z2000)]. Aktarim vektdrleri ve
vektorler, S0ON0POrasyorn vevya elektroporasyon veya bu
tekniklerin  tiirevleri gibi gibi  herhangi bir  Thilicresel
permeabilizasyon teknigi ile iligilendirilebilir veya
birlestirilebilir.

Surasi anlasilabilecektir ki bir rekombinant poliniiklectitte
birden fazla diizenleyici b&lge mevcut olabilir - 6r. intronlar,
geligtiriciler, yukari akis aktivasyon bdlgeleri ve endike
edilebilir elemanlar.

Rekombinant niikeik asit konstriktleri, hiicrelerin
dénlistiiriilmesi ig¢in uygun bir vektdre sckulan bir poliniikleotit
dizisini ig¢erebilir {(Or. bitki hiicreleri veva hayvan hilcreleri).
Rekombinant vektdrler Sdrnedin standart rekombinant DNA
teknikleri kullanilarak yapilabilir (bkz. &r. Sambrcok ve ark.
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold

Spring Harbor Laboratery, Cold Spring Harbor, NY).

Burada tarif edilmis olan bir rekombinant ntkleik asit dizisi,
mesru olmayvan rekombinasyon (yani rastgele, homolog olmayan,
sahaya 0Ozgl olmayan) bir hiicrenin genomuna entegre edilebilir
veva burada tarif edildigi sekilde bir rekombinant nilkleik asit
dizisi, homolecg rekombinasyon aracilidaiyla bir hiicrenin genouna
entegre edilecek sekilde uyarlanabilir. Homclog rekombinasyon
araciligiyla entegrasyon 1¢in uyarlanmis olan nikleik asit
dizileri, endcgendz hedef niiklectit dizilerine ayni veya benzer
olan dizilerle her iki kenardan desteklenir ve bu, endogendz
hedef nilkleotit dizilerini igeren genomdaki &zel sahalarda

rekombinant niikleik asidin entegrasyonunu kclaylastarar.
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Homolog rekombinasyon aracilidivla entegrasycen ig¢in uyarlanan
niitkleik asit dizileri ayni zamanda bilr diziye &zgl nilkleaz ic¢in
bir tanima sahasi icerebilir. Alternatif olarak, bir diziye dzgl
nukleaz icintanima sahasa, dontstirilecek olan hicrenin
genomuna verlestirilebilir. Asadida tarif edilmis olan dondr
niikleik asit dizileri tipik olarak homoclog rekombinasyon
araciligiyla entegrasyon ig¢in uyarlanir.

Baz1i vapilandirmalarda, bir secilebilir markédri kodlavan bir
nikleik asit, homolog rekcombkinasyon aracilidivyla entegre clacak
sekilde wuyarlanabilir, ve bdylelikle Dbitki genomu i1¢indeki
endogendz diziler ile aynil veya bunlara benzer colan diziler ile
her iki tarafta desteklenebilir (&r. bir dizive &zgll nilklea:z
i¢in klevaj alaninda endcgendz diziler). Bazi durumlarda, bir
segllebilir markdér ig¢in kodlama dizisini igeren nikleik asit
bir diziye &zgl nikleaz i¢in bir tanima sahasini igerebilir. Bu
vapilandirmalarda, diziye 6zgl nilkleaz ig¢in tanima sahasi, dondr
nikleik asit dizisi i¢inde ver alan ile ayni wveyva bundan farkli
olabilir (yani, dondr niikleik asit dizisi ile ayni nilikleaz ile
taninabilir, veya dondr niikleik asit dizisinden farkli nikleaz
tarafindan taninabilir).

Bazi1i durumlarda, bir rekombinant nilkleik asit dizisi, sahavya
dzgll rekcmbinasyon aracilidiyla bir hicrenin gencmuna entegre
edilecek sekilde uyarlanabilir. Burada kullanimi itibarivle,
“sahaya ©&zgil” rekombinasyon , rekombinant nikleik asitteki
diziler wve genomdaki diziler arasindaki hemoloji ile dedil,
ancak spesifik nilikleik asit dizilerini taniyan ve bu sahalar
arasindaki DNA ipliklerinin karsilikli alisverigini katalize
eden rekombinaz enzimlerinin evlemi ile bkir genom icinde bir
6zel sahava Dbir ntkleik asit dizisi Thedeflendigi zaman
gercgeklesen rekombinasyonu 1fade etmektedir. Sahava 0Ozgl
rekombinasyon bu nedenle 1iki tanimlanan nliklectit dizisinin
enzim aracili birlesmesli wve ayrilmasini ifade etmektedir.
Ornedin Cre-lox sistemi veya FLP-FRT sistemi dahil olmak Uzere
herhangi bir uygun saya bzgii rekombinasyon sistemi

kullanilabilir. Bu tiir vapilandirmalarda, bir rekombinaz
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enzimini kodlayan bir nikleik asit, bir dondr niikleotit dizisine
ve bir nlikleaz kodlayan diziye wve bazi durumlarda bir
segilebilir markér dizisine ek olarak bkir hilcreye dahil
edilebilir. Bkz. o6r., U.S. Patent No. 4,95%,317.

Diziye Ozgli endoniikleazlar

Diziye &zgll nikleazlar ve diziye &zgll endoniikleazlari kodlayan
rekombinant nikleik asitler burada sadlanmaktadir. Dizivye dzgl
endoniikleaz, TAL efektdbr DNA bajlanma etki alanlari ve endo
nikleaz etki alanlarini igerebilir. Boylelikle, bu diziye ozgi
endonilkleazlari kodlayan nikleik asitler, bir nikleazdan bir
niikleotit dizisine badlanmis bir diziye &zgidl TAL efektdriinden
gelen bir nikleotit dizisini igerebilir. TAL efektdrleri, bitki
hiicresine ratojen ile enjekte edilen bitki patojenik
bakterilerinin proteinleridir ve bunlar orada ¢ekirdede hareket
etmekte ve spesifik  bitki genlerini dedistirmek igin
transkripsiyon faktérleri olarak islev gdrmektedir. Bir TAL
efektdrinin primer amino asit dizisi, badli oldudu nikleotit
dizisini belirlemekteidr. Bu nedenle, hedef sahalar TAL
efektdrleri ig¢in tahmin edilebilir wve TAL efektdrleri avyni
zamanda burada tarif edildidi sekilde &zel nlkleotit dizilerine
badlanma amaciyla tasarlanabilir ve iliretilebilir.

TAL efektéri kodlayan nikleik asit dizilerine Xkaynastirilmis
olarak, bir nikleazi veva bir nlkleazin bir kismini kodlayan
diziler, tipik olarak Fokl (Kim et al (1996) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 93:1156-1160) yayinindaki gibi bir tip IT restriksivon
endonilkleazindan alinan spesifik olmayan klevaj etkialani
kodlayan dizilerdir. Dider kullanisli endoniikleazlar ornedin
Hhal, Hindlll, Notl, BbvCl, EcoRI, Bgll, ve Alwl’yi icerebilir.
Baz1l endonikleazlarin (&r. Fokl) sadece dimerler olarak iglewv
gérebilmesi, TAL efektdrinin hedef spesifikligini gelistirmek
tizere kullanilabilir. Ornedin, bazi durumlarda, her bir Fokl
monomeri, bir farkli DNA hedef dizisini taniyan bir TAL efektdr
dizisine kaynastirilabilir wve sadece 1ki tanima sahasi vakin
oldugu =zaman inaktif monomerler bir araya gelerek Dbir

fonksiyonel enzim olusturur. Nikleazi aktiflestirmek igin DNA
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balanmasini gerekli gérerek, bir yiksek dizeyde sahaya dzgl
restriksiyon enzimi olusturulabilir. Burada belirtildigi
sekilde bir diziye &zgil TALEN, bir hiicrede mevcut olan &nceden
secilmis bir hedef niikleotit dizisiicindeki &zel bir dizivyi
taniyabilir. Boéylelikle, bazi vapilandirmalarda, bir hedef
nikleotit dizisi, niikleaz tanima sahalari ig¢in taranabilir wve
bir &6zel nilkleaz hedef dizisine dayali olarak seg¢ilebilir. Dider
durumlarda, bir TALEN, bir &zel hiicresel diziyvi hedef alacak
sekilde tasarlanabilir. Istenilen TALEN' 1 kedlayan bir
nitkleotit dizisi, herhangi bir uygun ekspresyon vektorine dahil
edilebilir wve bir wveya daha fazla ekspresyon kontreol dizisine
batlanabilir. Ornedin, bir nikleaz kodlama dizisi,
déniistiiriilecek olan bitki tiirlerinde endcniikleazin konstitiitif
ekspresyconuna neden olacak bir promotdr dizisine islevsel olarak
badli olabilir. Alternatif olarak, bir endoniikleaz kodlama
dizisi, bir kosullu ekspresycna neden olacak bir promotdr
dizigsine islevsel olarak baglanabilir (6r, belli besinsel
kesullar altinda ekspresyon). Ornedin, karnabahar mozaik viriisi
(3 5 35) promotéri konstitiitif ekspresyon icin kullanilabilir.
Diger konstitiitif promotdrler arasinda sinirlama olmaksizin
nopalin sintaz promotdri, ubikutin promotril ve aktin promotdri
yer alir. Bazi yapilandairmalarda bir yapay estrogen endikeli
promotér kosullu ekspresyon icin kullanilabilir ve bir bitki
estrogene maruz birakildida zaman yilksek transkripsivyon
seviyeleri elde edilebilir. Kullanilabilecek diger kosulli
promotérler arasinda &rnedin 1sinin endiike ettidi 1s1i sok gen
promotérleri, ribuloz bisfosfat karboksilazin Dbuytk alt
birimini kodlayan genden zlinan gibi hafif reglile edilmis
promotérler ver almaktadir.

Terapl amag¢larina yénelik olarak, mevcut bulusun TAL efektdrii
DNA modifiye eden enzimi wve bir farmasdtik olarak kabul
edilebilir eksipiyeni bir terapodtik clarak etkili miktarda
verilebilir. Bu tir bir kombinasyonun, eder verilen miktar
fizyolojik olarak &nemli ise bir “terapdtik olarak etkili

miktarda” wverildigi sdylenebilir. Rir &ajan, efer mevcudiveti
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alicinin fizyolcjisinde tespit edilebilir bir dedisiklik ile
sonuglaniyorsa fizyolejik olarak &dnemlidir. Mevcut badlamda,
bir ajan, eder mevcudiyeti hedeflenen hastalidin bir veya daha
fazla semptomunun cididyetinde ve lezyon veya anormalligin bir
gencm diuzeltmesinde bir azaltma ile sonuglaniyorsa fizyolojik
olarak onemlidir. Bir TAL efektdrili DNA medifiye eden enzimini
kodlayan hedefleme DNA ve/vevya niikleik asitten olusan vektdrler,
farklli bir c¢ok ydntem ile bir hiicreye dahil edilebilir (6r.
enjeksiyen, dodrudan alim, projektil bombardimani, lipozomlar,
elektroporasyon gibi). TAL efektdtiir DNA modifiye eden
enzimleri, ekspresyon vektérleri kullanilmak suretiyle
hiicrelere stabil wveya gegici olarak eksprese edilebilr.
Okaryotik Thiicrelerde ekspresyon teknikler, teknikte uzman

kigsiler tarafindan beilinmektedir. (Bkz Current Protocols in

Human Genetics: Chapter 12 "Vectors For Gene Therapy" and

Chapter 13 "Delivery Systems for Gene Therapy").

Mevcut bulusun dider bir vyéninde, TAL efektéril DNA modifivye
eden enzimi, heme hemen imiincgenik olmayabilir - yani imiinclojik
cevap Uretmez veya ¢ok az uUretir. Bu tirin zararli iminolojik
reaksiyonlarini hafifletmek veya ortadan kaldrimak i¢in bir c¢ok
farkli yontem bulusla uyumlu olarak kullanilabilir. Bir tercih
edilen vyapilandirmada, TAL efektéri DNA modifiye eden enziminde
N- normil metionin hemen hemen bulunmamaktadir. Istenmeyen
iminolojik reaksivonlari dnlemenin dider bir yolu da, polietilen
glikola (PEG) veya polipropilen glikola (PPG) TAL efektdri DNA
modifiye eden enzimini konjilige etmektir (tercihan 500 ila 20,000
arasi dalton otalama molekiller adirlikta (MW)). Ornedin Davis
et al (US 4,179,337) tarafindan tariff edilen PEG veya PPG ile
kenjlgasyon, imiincgenik olmavan, fizyoclojik clarak aktif, suda
¢bzlilebilen TAL efektdri DNA modifiye eden enzim konjigatlan
saglayabilir wve bunlarin anti wviral aktivitesi Dbulunur. Bir
olietilen-polipropilen glikol kullanilarak benzer yéntemler

Saifer et al (US 5,006,333}’ de tarif edilmistir.

Dondér Vektorleri
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Burada ayni zamanda dondr nikleotit dizilerini igeren
rekombinant nlukleik asitler de sadlanmaktadir. Bir dondr
nitkleotit dizisi, doénlUstiiriilecek olan bir hlicrenin genomu ig¢inde
endogendz olarak bulunan bir odnceden secilen hedef nikleotit
dizigsine 1iligkin olarak bir wveya birden fazla modifikasyona
sahip bir varyant dizisi igerebilir (yani ikame eden, silme veya
ekleme} {(ayni zamanda burada “modifivye edilmis hedef nikleotit
dizisi” olarak da bilinmektedir). Dontr niikleik asit icgindeki
varyvant dizisi tipik olarak hiicre ic¢indeki endogendz hedef
niikleotit dizisi ile ayni veya buan benzer diziler ile her 1ki
taraftan desteklenmektedir, Destekleme dizileri herhangi bkir
uygun uzunluda sahip olabilir ve tipik olarak uzunluk colarak en
az 50 nitklectit (6r. en az 50 niikleotit, en az 75 nikleotit, en
az 100 nikleotit, en az 200 nikleotit, en az 250 nikleotit, en
az 300 niuklectit, en az 500 nikleotit, en az 750 nikleotit, en
az 1000 nikleotit, vaklasik 50 ila vyaklasik 5000 arasi
nikleotit, vaklasgsik 100 ila 2500 arasi niikleotit, yaklasik 100
ila vyaklasik 1000 arasi niikleotit, vyaklasik 100 ila 500 arasa
nikleotit, vaklasik 200 ila vaklasik 500 arasi nikleotit, vevya
vaklasik 250 ila vyaklasik 400 arasi nikleotit)tir. Béylelikle,
homolog rekombinasyon rekombinant dondr niikleik asit konstriukti
ve varyant dizinin her iki kenarindaki endogentéz hedef lizerinde
gerceklesebilir, Oyle ki sconucta elde edilen hiicrenin genomu,
Ornedin ayni genden olmak izer endogendéz dizilerin baglami
dahilinde varyant dizi i¢ermektedir. Bir dondr nikleotit dizisi,
bir genom i1¢indeki herhangli bir uygun diziyi hedef alacak
sekilde Uretilebilir. Ornedin bir bitkide, bir donér nikleotit
dizisibir lipit bivyosentetik gene, karbonhidrat bivosentetik
genine, tohum depclama proteini genine, hastalik veya hasgere
diren¢ genine, stres tolerans genine, kitlik tolerans genine
vay bir anti besin treten bir gene hedeflenebilir. Buna ek
olarak, dondr nilkleotit dizisi, burada tarif edildigdi sekilde
bir diziye &zgl niukleaz ic¢in bir tanima sahasi icermektedir.
Secilebilir markdrier

Burada belirtilmis olan ydntemlerden bazilari, bir segilebilir
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veya Caranabkilir markéri kodlayan bir idcinci rekombinant nukleik
asit kullanimim igerir. Bir secilebilir &zellidi sonug veren
bir polipeptiti kodlayan bir nilkleotit, bir wveya daha fazla
ekspresyon kontrol dizisi iceren bir ekspresyon vektoriine dahil
edilebilir. Ornedin, bir ekspresyon vektdril, donltstirilecek
olan bitkide konstitiitif ekspresyona neden olacak bir promotdr
dizisine islevsel olarak bkadli bir secgilebkilir markér kodlayan
dizi icerebilir. Uvgun secilebilir markérler arasinda,
sinirlama olmaksizin, kanamycin, G418, bleomycin, ampicillin,
veya hygromycin gibi bir antibiytide direnc¢ veren polipeptitler,
veya glufosinate, chlorosulfuron, wveya phosghinothricin gibi

herbisit ver almaktadir.

Ornedin bitkilerde kullanim i¢in olan vyapilandirmalarda, bir
segilebilir markdr, bir imidazolinon veya bir sulfonilure gibki
biiyliime noktasgsi veya meristemi inhibite eden bir herbisite direng
saflayabilir. Ornedin ,767,366 sayili ABD patenti, 5,928,937.
say1li ABD patenti, 4,761,373 sayili ARD patenti wve 5,013,659
savilili ABD patentinde tarif edildidi sekilde mutant ALS ve AHAS
enzimlerl i¢in bu kategori kodundaki &rnek polipeptitler,farkla
imidazeolinon veya sillfonamit herbisitlere direngli bitkilere
yoneliktir.

4,975,374 savili ABD patenti, &drnedin fosfinotrisin ve metionin
sulfoksimini inhibite ettdi bkilinen herbisitler tarafindan
inhibisyona karsi direncgli bir mutant gutamin sentetazi (GS)

keodlayan bir geni ig¢geren bitki hilucreleri ve bitkiler ile

ilgilidir.
5,162,602 sayili ABD patenti, siklcheksanedion ve
ariloksifencksipropanocik asit herbisitleri tarafindan

inhibisyona karsi direngli bitkileri agiklamaktadir. Direng,
defigtirilmis asetil koenzim A karboksilaza tarafindan
verilmektedir (ACCase). Glifosata direng 1icin polipeptitler
(Roundup® ticari ismi altinda satilir) de bitkilerde
kullanimig¢gin uygundur. Bkz, &rnedin, ABD Patent No. 4,940,835
ve 4,769,061, 5,554,788 sayili ABD patenti, transgenic glifosfat
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diren¢li misir bitkilerini aciklamaktadir ki bunlarda direncg
bir degistirilmis b5-enolpyruvyl-3- phcesphoshikimate (EPSP)
sentazi ile verilmektedir. Bu peolipeptitler, sinirlama
olmaksizin, trimetilsilfonyum tuzu, izopropilamin tuzu, sodyum
tuzu, potasyum tuzu ve amonyum tuzu gibi glifoszt tuzlarini
igceren glifosat herbisidal bilegsimlerine karsi direncg
sergileyebilir, Bkz, Or. ABD Patent No. 6,451,735 ve 6,451,732,
Glufosinat amonyurm veya fosfinotrisin gibi fosfo
bPilesiklerineve piridincksi veva fenoksi propiyonik asitleri ve
sikloheksonlara diren¢ ig¢in polipeptitler de uygundur. Bkz.
Ornedin Avrupa Yayin No. 0 242 246, ve ayrica ABD Patent No.
5,879,903, 5,276,268, ve 5,561,23¢6.

Difer herbisitler arasinda, triazin wve benzonitrli (nitrilaz)
gibi fosfosentezi inhibite edenler yer almaktadir. Bkz. or. ABD
Patent No. 4,810,648, Diger  Therbisitler arasinda 2,2-
dichloropropiconic asit, sethoxydim, haloxyfop, imida-zolinone
herbisitleri, sulfonylurea herbisitleri, triazolopyrimidine
herbisitleri, s-triazine herbisitleri ve bromoksinil yer alair.
Ayrica Dbirprotcks enzimine direng katan Therbisitler de
bulunmaktadir. Bkz. 0&r., ARD Patent Yayin No. 20010016956 wve
ABD Patent No. 6,084,155,

Bazi1 vyapilandirmalarda, kir sec¢ilekilir markdri kodlayan bir
rekombinant nitkleik asit, sahava &zgl rekombinasyon ile bir
hilcrenin genomuna entegre edilecek sekilde uyarlanabilir (or.
bir bitki hiicresi veya bir hayvan hiicresi). Ornedin, bir
se¢ilebilir markér kodlayan bir dizi, &rnedin Cre veya FLP gibi
bir rekcmbinas i¢in tanima dizileri ile desteklenebilir. Dider
yvapllandirmalarda, bir secilebilir markdrii kodlayan bir
rekombinant nilkleik asit, homolog rekombinasyon ile bir bitki
genomuna entegrasyon 1i¢in uyarlanabilir. Bu nilklek asitlerde,
segilebilir markéri kodlayan dizi, rekombinant nlkleik asidin
dahil edilecedi bitki hilcresinin genomu dahilinde bulunan
endogendz nilklectit dizileri ile ayni veya bunlara benzer olan
diziler tarafindan desteklenebilir, Endogendz dizilerden en az

bir tanesi, bir diziye ©&zgll nlikleaz ic¢in klevaj sahasinda
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olabilir. Segilebilir markdrid kodlavan nikleik asit ayni zamanda
bir diziye &zgl nilkleaz ig¢in bir tanima sahasi icerebilir.
Niitkleaz dondr nitklectit dizisine hedeflenen ile ayni diziye dzgl
niikleaz clabilir, veya dondr niikleotit dizisine hedeflenenden
farkla bir diziye Szgil niukleaz olabilir. Dider
vapilandirmalarda, bir seg¢ilebilir markdérii kodlayan  bir
rekombinant niikleik asit, mesru olmayan rekombinasyon ile bir
bitki hlicresinin gencomuna entegrasyven ic¢in uvarlanabilir. Bu
nikleik asitlerde tipik olarak, burada tarif edilmis olan
homolog veya sahaya ©zgll rekombinasyon ig¢in uyarlanan nitkleik
asitler ig¢inde yer alan destekleme dizileri wve niikleaz tanima
sahasi bulunmamaktadair.

Yéntemler

Burada belirtilmis olan konstrilktlerden bir veya birden fazlasi
hiicreleri dénistirmek ic¢cin kullanilabilir ve/veya hilcrelere DNA
modifiye eden enzim dahil edilebilir, &éyle ki bir genetik clarak
nmedifive edilen organizma (&r. bir bitki veya hayvan) tdretilir.
B&ylelikle, genetik olarak modifiye edilen organizmalar ve
burada tarif edilmisg olan niikleik asitler ve/veva poliveptitleri
i¢eren hlcreler de sadlanabilir. Bazi vyapilandirmalarda, bir
déniistiiriilen hilicre, genomune entegre edilmis bkir rekomkbinant
niikleik asit konstriktine sahiptir, yani stabil olarak
donlistirilebilir. Stabil dénidstirilmils hilicreler tpiik olarak
her bir hlcrebdlimll ile dahil edilen nikleik asit dizisini
tutmaktadir. Bir konstrikt homolog bir sekilde entegre olabilir,
dyle ki doniistiiriilen hiicreye endogentz olan bir nikleotit dizisi
konstritkt ile dedistirilebilir wve burada konstrikt endogenéz
dizivye karsilik gelen bir dizi igerir, ancak endogendz diziye
gére bir veyva daha fazla medifikasyvon igerir. Surasi
kaydedilmektedir ki bu tir bir modifiye edilmis endogendz diziyi
igeren bir bitkl wveya hayvana burada “genetik clarak modifiye
edilmis organizma” (GMO) adi verilse de, modifiye edilmisg dizi
bir transgen colarak dederlendirilmemektedir. Bir konstrilkt ayni
zamanda mesru olmayan bir sekilde entegre olabilir, o6yle ki

doéniigtiiriilmils hiicrenin genomuna rastgele bir sekilde entegre
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olabilir.

Alternatif olarak, bir hilcre gegici olarak déniistiriilebilir,
dyle ki konstriikt genomuna entegre olmaz. Ornedin, bir TALEN
kodlama dizisini ic¢eren bir plazmit vektdri bir hilicreye dahil
edilebilir, Oyle ki TALEN kodlama dizisi eksprese edilir ancak
vektdr genoma stabil bir sekilde entegre edilmez. Gecici olarak
déniigtirilmils olan hicreler tipik olarak her bir hiicre bdélimil
ile dahi ledilmis colan nilkleik asit konstriiktiinlin bir kismi vevya
tamamini kaybeder, &yle ki dahil edilen nikleik asit, yeterli
sayida hicre bhélinmesinden sonra kiz ¢ocuk hilgrelerinde tespit
edilemez. Her haliikarda, TALEN kodlama dizisinin ekspresyonu,
bir donér dizisi ve bir endogendz hedef dizisi arasinda homolog
rekombinasyona ulasmak igin yeterli dedildir. Hem gegici oclarak
donlstirilmis ve stabil oclarak dénlUstiiriilmis hlcreler burada
tarif edilmis c¢lan yontemlerde kullanilabilir. Genetik olarak
modifiye edilmis olan bitki hiicreleime iliskin olarak, burada
tarif edilmis olan vyéntemlerde kullanilan hicreler, bir bitin
btikinin tamami veya bir kismini teskil edebilir. Bu bitkiler,
bir kiyime odasinda, bkir serada vevya bir sahada dederlendirilen
tirler icin uygun bir sekilde yetistirilebilir. Genetik olarak
modifiye edilmis kitkiler, &rnedin dider hatlara bir rekombinant
nikleik asit eklemek, dider tlrlere bir rekombinant nitkleik asit
transfer etmek icin, wveva diJer istenilen &zelliklerin ilave
segimi igin Ozel bir amacg igin istenildigi gsekilde
yvetigstirilebilir. Alternatif olarak, genetik olarak modifiye
edilmis bhitkiler, bu tekniklere uygun tilrler 1ig¢in bitkisel
olarak desteklenebilir. Progeni, bir &zel bitki wveya bitki
hattinin gelecek nesillerini de icermektedir. Bir &rnek bitkinin
progenisi, Fj, F2, F3, Fz, Fs, F¢ Uzerinde olusturulan tchumlara,
ve B(C,, BC2, BC3 idzerinde olusturulan daha sonraki nesil
bitkileri wveya tohumlan, wve F|BCi, F1BC2, FI1BC3 izerinde
olusturulan daha sonraki nesil bitkileri wve tchumlari wve daha
sonra nesil bitkilerini ig¢erir. Bir genetik olarak modifiye
edilmigs bitki tarafindan {retilen tohumlar, nikleik asit

konstriiktii icin homozigoz tohumlari elde etmek igin
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yetistirilebilir ve “self’ edilebilir {veva ouL-Cross
yapilabilir.

Genetik olarak modifiye edilmis hiicreler (&r. bitki hilicreleri
veya hayvan hiicreleri} istenilirse siispansiyon kiiltiriinde, veya
doku veya organ killtirinde vyetigtirilebilir. Burada belirtilmig
olan yéntemlerin amaglarina yénelik olarak, kati ve/veya sivi
doki kiiltird teknikleri kullanilabilir. Kati ortamlari
kullanirken, hiicreler dodrudan ortam lizerine verlestirilebilir
veya pbir filtre film dzerine yerlestirilebilir ve daha scnra bu
da ortam ile temas halinde yerlestirilebilir. Sivi ortam
kullanirken, hiicreler hir yiizdiirme cihazi {izerine - drnedin sivi
ortam ile temas eden bir gdzenekli membran lzerine
yerlestirilebilir. Kati ortam tipik olarak agar eklemek
suretiyle sivi ortamdan vyapilabilir. Ornedin, bir kati ortam
agar ic¢eren Murashige ve Skoog (MS) ortami ve bir auksinin uygun
bir konsantrasyonu, &r. 2,4- dichloropheiioxyacetic asit (2,4-
D) ve bir sitokininin bir uygun konsantrasvyonu, &drnedin kinetin
olabilir. Bir hiicre bir rekombinant niikleik asit konstriklid ile
veya birden fazla rekombinant nikleik asit konstrilktleri (&r.
2,3,4, veya b) ile donitstirilebilir. Eder birden fazla konstrikt
kullanilirsa, bunlar es zamanli veya Sirali olarak
dénistirilebilir. Birden fazla ¢esit tird ddnlstirmek icin
teknikler teknikte bilinmektedir. Burada tarif edilmis olan
peolinikleotitler ve/veya rekombinant vektorleri,
elektroporasyon, mikro enjeksiyon ve biyolistik ydontemler dahil
olmak {lizere hellli sayida bilinen yéntemlerden herhangi biri
kullanilarak bir barindiricinin genomuna eklenebilir.
Alternatif olarak, poliniikleotitler vevya vektdrler, uygun T-DNA
destekleme bélgeleri ile birlegtirilebilir ve bir geleneksel
Agrobacterium tumefaciens barindirica vektoriine dahil

edilebilir. Bu Agrobacterium tumefaciens-aracilikli ddnistirme

teknikleri - 1ikili wvektdrlerin kullanimi ve silahsizlandirmasi
dahil - teknikte iyi Dbilinmektedir. Dider gen transferi ve
transformasyon teknikleri arsinda, ciplak DNA'n1in

elektroporasyon aracili alimi, kalsiyum wveya PEG aracilidivla
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protoplast transformasyonu, lipozomun aracilik ettidi
transfeksiyon, elektroporasyon, viral vektdr aracila
transformasyon ve mikroprojektil bombardimani yer almaktadir
(bkz &ér. 5,538,880, 5,204,253, 5,591,016, ve 6,329,571 sayili
ABD patentleri.) Eder doniglim igin alici doku clarak bir bitki
hiicresi veya decku kiltird kullanilirsa, bitkiler teknikte uzman
olanlarin bilecedi teknikler kullanilarak déntstirtilen
kiiltliirlerden vyeniden iretilebilir.

Bazi vapilandirmalarda, bir DNA modifiye eden enzim (&r. bir
TALEN) dogrudan bir hicreye dahil edilebilir. Ornedin, bir
polipeptit mekanik enjeksiyon ile, bir wvakteriyal tip TIIT
salgilama sistemi aracilidgiyla aktarimla, veya Agrobacterium
aracili transfer 1ile dahil edilebilir. Agrobacterium VirB/D4
tasima sistemi ve bunun bitki hiicrelerine bir nilikleoprotein T
kemplieksinin transferine araciiik etmede kullanim: igin kz, or.,
Vergunst et al. (2000) Science 290:979-982

Bitkilere iliskin olarak ;burada tarif edilmis olan
peliniikleotitler, wvektdrler ve poiipeptitler, ©&rnedin aspur,
kaba vonca, scya fasulyesi, kahve, amarant, kolza ( vyiksek
erlisik asit wve kanola) , vyer fistidr veya aycicedi gibi
dikotlar, ayrica drnedin palmiye yadi , seker kamisi , muz,
sudangrass , misir , bugday, c¢avdar, arpa , yulaf, piring gibi
menckotlar, dari wveya sorgum dahil monokotlar gibi bir cok
monokosiledondz wve dikotiledondz bitkiler wve bitki hicresi
sistemlerine dahil edilebilir. Ayrica kdknar ve c¢amgibi
gimnospermler de uygundur,

Bu nedenle, burada tarif edilmis olan yéntemler, &rnedin su
siralara ait dikotildondz bitkilerle kullanilabilir;
Magniolales, Illiciales, Laurales, Piperales, Aristochiales,
Nymphaeales, Ranunculales, Papeverales, Sarrace-niaceae,
Trochodendrales, Hamamelidales, Eucomiales, Leitneriales,
Myricales, Fagales, Casuarinales, Caryophyllales, Batales,
Polygonales, Plumbaginales, Dilleniales, Theales, Malvales,
Urticales, Lecythidales, Violales, Salicales, Cap-parales,

Ericales, Diapensales, Ebenales, Primulales, Rosales, Fabales,
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Podostemales, Haloragales, Myrtales, Cornal-es, Proteales,
Santales, Rafflesiales, Celastrales, Euphorbiales, Rhamnales,
Sapindales, Juglandales, Geraniales, Po-lygalales, Umbellales,
Gentianales, Polemoniales, Lamiales, Plantaginales,
Scrophulariales, Campanulales, Rubiales, Dipsacales, ve
Asterales. Burada tarif edilmis olan y&ntemler, siralara ait
olan monokotiledonéz bitkileri ile birlikte kullanalabilir:
Alismatales, Hydrocharitales, Najadales, Triuridales,
Commelinales, Ericcaulales, Res-tionales, Poales, Juiicales,
Cyperales, Typhales, Bromeliales, Zingiber ales, Arecales,
Cyclanthales, Pandanales, Arales, Lilliales, ve Orchidales, ve
ayvrica Gymnospermae O6r. Pinales, Ginkgcales, Cycadales vwve
Gnetales siralari ile kullanilabilir. Y&ntemler oOrnedin dikot
genera dahil olmak lUzere bir c¢ok farkli bitki tirui idzerinde
kullanilabilir, drnedin: Atropa, Alsecdaphne, Anacardiuam,
Arachis, Beilschmiedia, Brassica, Carthamus, Cocculus, Croton,
Cucumis, Citrus, Citrullus, Capsicum, Catharanthus, Cocos,
Coffea, Cucurbita, Daucus, Duguetia, Eschscholzia, Ficus,
Fragaria, Glaucium, Gly-cine, Gossypium, Helianthus, Hevea,
Hyoscyamus, Lactuca, Landolphia, Linum, Litsea, Lycopersicon,
Lupinus, Manihot, Majorana, Malus, Medicago, Nicotiana, Olea,
Parthenium, Papaver, Persea, Pbaseolus, Pistacla, Piston,
Pyrus, Prunus, Raphanus, Ricinus, Senecio, Sinomenium,
Stephania, Sinapis, Solanum, Theobroma, Trifclium, Trigconella,
Vicia, Vinca, Vitis, and Vigna; the monocot genera 2Allium,
Andropogon, Aragrostis, Asparagus, Avena, Cynodon, Elaeis,
Festuca, Festuloliuin, Heterocallis, Hordeum, Lemna, Lobum,
Musa, Oryza, Panicum, Pannesetum, Phleum, Poa, Secale, Sorghum,
Triticum, ve Zea; veya gymnosperm tlrid Abies, Cunninghamia,
Picea, Pinus, ve FPseudotsuga Bir dénistirilmils hilcre, callus,
deku veya bitki, &zel nitelikler wveya faaliyetler bakimindan,
drnedin markér genleri veya antibiyotik direng¢ genleri
bakimindan islenen hiicrelerin secilmesi veya taranmasi 1le
tanimlanabilir wve 1izole edilebilir. Bu tarama ve secme

metodolojileri, teknikte normal diizeyde beceri sahibi olanlar
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tarafindan 1yi bkbilinmektedir. Buna ek olarak, fiziksel ve
biyokimyasal ydntemler, transformantlari tanimlamak i¢in
kullanilabilir. Bunlar arasinda, poliniiklectitin tespiti icin
Southern analiz yontemi veva PCR amplifikasyonu; RNA
transkriptlerini tespit etmek i¢in Nothern bkloct, S$I RNase
koruma, primer genisletme veya RT-PCR amplifikasyonu;
polipeptitler wve polinikleotitlerin ribozom aktivitesi wveya
enzimi tespit etmek icin enzimatik eseyler; ve polipeptitleri
tespit etmek 1ic¢in protein Jjel elektroforezi, Westem blck,
iminopresipitasyon ve enzim badlantili imino egeyler yer alir.
Polipeptitler ve/veya polinlikleotitlerin ekspresyonu veya
nmnevcudiyetini tespit etmek igin in situ hibridizasyon, enzim
boyamasi ve imiino boyama gibi dider teknikler de kullanailabilir.
Referansta bulunulan tekniklerin tamamini gerceklestirmek ic¢in
yontemler iyi bilinmektedir. Bitki hiicrelerine stabil olarak
dahil edilen peoliniiklectitler, &rnedin standart vyetistirme
teknikleri kullanilarak diJer bitkilere dahil edilebilir.
Mevcut bulusun baglaminda, “okaryotik hiicreler”,asagdida
listelenmis olan organizmalarda tiretilmis ve 1in vitro kiltir
i¢in tespit edilmis organizmalardan tiretilen bir mantar, mava,
bitki veya hayvan hilcresi veya hiicre hattini ifade etmektedir.
Daha terihan, mantarlar su cinslerden olabilir: Aspergillus,
Penicillium, Acremonium, Trichoderma, Chrysoporium,
Mortierella, Kluyveromyces veya Pichia. Daha Tercihan,
mantarlar su tirlerden olabilir: Aspergillus niger, Aspergillus
nidulans, Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus, Penicillium
chrysogenum, Penicillium citrinum, Acremonium chrysogenum,
Trichoderma reesei, Mortierella alpine, Chrysosporium
lucknowense, Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris veya Pichia
ciferrii.

Mevcut bulusta, bitki su cinslerden olabilir: Arabidcspis,
Nicotiana, Solanum, Lactuca, Brassica, Oryza, Asparagus, Pisum,
Medicago, Zea, Hordeum, Secale, Tritium, Capsicum, Cucumis,
Cucurbita, Citrullis, Citrus, or Sorghum. Daha tercihan bitki

su tiirlerden olabilir: Arabidospis thaliana, Nicotiana
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tabaccum, Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum, Sclanum
melongena, Sclanum escnlentum, Lactuca saliva, Brassica napus,
Brassi-ca c¢leracea, Brassica rapa, Oryza glaberrima, Oryza
sativa, Asparagus officinalis, Pisum sativum, Medicago sativa,
Zea mays, Hordeum vulgare, Secale cerezl, Tritium aestivum,
Triticum durum, Capsicum sativus, Cucurbita pepo, Citrullus
lanatus, Cucumis melo, Cirrus aurantifolia, Citrus maxinia,
Citrus media, veya Citrus reticulata.

Mevcut bulusta, hayvan hlcresi Homo, Rattus, Mus, Sus, Bcs,
Danio, Canis, Felis, Equus, Salmo, Oncorhynchus, Galls,
Meleagris, Drosophila, or Caencorhabditis; more preferably, the
animal c¢eli can be of the species Homo sapiens, Rattus
nervegicus, Mus musculus, Sus scrofa, Bes taurus, Danio rerio,
Canis lupus, Felis catus, Equus caballus, Oncorhynchus nivykiss,

Gallus gallus, or Meleagris gallopavo cinsinden clabilir,

Hayvan hiicresi, sinirlandirici olmayan ornekler olarak, Salmo
salar, Telesot baliindan , wveya zebra badlindan bir balik
hiicresi olabilir. Mevcut bulustaki hayvan hiicresi
sinirlandirici olmayan &rnek olarak Drosophila melanogaster
‘dert bir bhicek hiicresi glabilir; hayvan hilgresi, sinirlandirici
olmayan ornek olarak Caenorhabditis elegans tan bir kurt hiicresi
de olabilir.

Mevcut bulusta, hilcre kir bitki hiicresi, bir memeli hicresi,
bir balik hiicresi, bir bdcek hiicresi veya in vitro killtlirler
igin bu o¢rganizmalardan tiretilen hilcre hatlari wveya canli
dekulardan dedrudan alinan ve in vitro kiiltir igin tespit edilen
primer hiicreler colabilir. Sinirlandirici olmayan OSrnekler
olarak, hiicre hatlari sunlardan olusan gruptan se¢ilebilir: CHO-
K1 hiicreleri; HEKZ293 hiicreleri; Caco?Z hiicreleri; Uz2-08
hiicreleri; NIH 3T3 hicreleri; NSO hlicreleri; SP2 hiicreleri; CHO-
S hiicreleri; DG44 hilcreleri; K-562 hiicreleri, U-937 hilcreleri;
MRC5 cells; IMRY90 hicreleri; Jurkat hiicreleri; HepG2 hiicreleri;
Hel.a hiicreleri; HT-1080 hicreleri; HCT-116 hitcreleri; Hu-h7

hilcreleri; Huvec hiicreleri; Molt 4 hicreleri.
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Tim bu hiicre hatlari mevcut bulusun yoéntemi 1le modifiye
edilerek ilgili bir gen wveya proteinin iretilmesi, eksprese
edilmesi, kantifiye edilmesi, tespit edilmesi ve ¢alisilmasa
igin hicre hatta modelleri sadlanailir; bu modeller,
sinirlandirici c¢lmayan ornekler colarak kimyasal, biyo vyakit,
terapdtik wve agronomi gibi farkli alanlarda arastirma ve
Uretimde ilgili bivolojik clarak aktif molekiilleri taramak icin
de kullanilabilir.

Mevcut bulus ayni =zamanda ©Ornedin hilcreler i1g¢indeki genetik
malzemeyl dedistirme, gen ekspresyconunu modile etme, &rnedin
anti viral terapilerde patojenik dizileri hedef almak igin TAT
efektdrleri dahilindeki dizive &zgll DNA badlanma etki alanlaraini
giiglendirmek ¢in modeller sadlamaktadir. Ornedin, baza
vapllandirmalarda, mevcut bulus, hilicresel genetik malzemenin
modifiye edilmesi igin yontemler saflamaktadir. Baz1
vapilandirmalarda, y&ntemlerbir TAL efektdr DNA badlanma etki
alani veya bir polipeptiti kodlavyan bir niikleik asit iceren bir
polipeptitin bir hiicreye dahil edilmesini igerir TAL efektdri
DNA badlana etki alani, bir DNA modifiye edici enziminin tamami
veya bir kismina kaynagtirilabilir (&6r. bir endonikleaz). Bazi
vapilandirmalarda, yéntemler, bir hlicreye iki veya daha fazla
rekombinant nikleik asidinin dahil edilmesini ig¢erir. Bir
birinci rekombinant niikleik asidi, hicrede bulunan karsilik
gelen, ¢nceden secilmis bir hedef nilkleotite iliskin olarak bir
veya daha fazla modifikasyon (yani ikame, silme veya ekleme)
igeren bir dondr nilkleotit dizisini i1germektedir. Dondr
nikleotit dizisi endogendz hedef niklectit dizisi ile homolog
rekombinasyena tabi tutulabilir, ovyle ki endogentéz dizi wveya
bunun bir kismi, dondr dizi wveya Dbunun bir parcasi ile
degistirilir. Hedef nilkleotit dizi tipik olarak bir diziye 6zgl
TALEN icin bir tanima sahasi igcermektedir. Bazi durumlarda, bir
hedef nikleotit dizisi iki wveya daha fazla ayri TALEN igin
tanima sahalar icerebilir (6r., ayri olan iki karsilikli hedef
dizigi, &yle ki ayri DNA dizisi badlanma spesifiklidine sahip

TALEN' ler kullanilabilir). Bu gibi durumlarda, DNA klevajinin
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spesifiklidi, sadece bir hedef dizinin (veya ayni hedef dizinin
birden fazla kopyalarinin) kullanildidi durumlara kiyasla
artirilabilir.

Bir ikinci rekombinant nikleik asit, hedef niikleotit dizideki
tanima sahasina badlanan bir diziye &zgl TALEN kodlayan bir
nikleotit dizisi igermektedir. RBazi durumlarda, dondr niikletit
dizisi ve diziye Ozgl nUkleotiti kodlayan niklectit dizisi, ayni
nitkleik asit konstriiktiinde vyer alabilir. Alternatif olarak,
dondr nikleotit dizisi ve TALEN kedlama dizisi ayri
kenstritktlerde yer alabilir veya TALEN polipeptiti dogrudan
tiretilerek bir hiicreye dahil edilebilir.

Baz1i vapilandirmalarda, bir secilebilir markéri kodlayan bir
nitkleotit dizisi igeren bir iiciincll rekombinant niikleik asit de
kullanilabilir. Ikinci wve iiciincii rekombinant nitkleik asitler,
endogendz dizilerle rekombinasyona tabi olabilir ve bu sekilde
hiicrenin genomuna entegre olakilir. Bu rekombinasycn olaylari
nmesru olmavabilir (yvani rastgele) wvevyva homolog rekombinasyon
araciligiyla wveya sahaya 5zgll rekombinasyon araciligiyla
gerceklesgsebilir. Rekombinant nilkleik asitler hlicreye eg zamanli
veya sirali bir sekilde dénistiirilebilir ve transformasyondan
dnce linearize edilekilir. HUcre bir bitki hiicresi c¢ldudunda,
burada tarif edilmis olan yéntemler doéniistiriilen hiicreyi igeren
bir bitkinin {retilmesi, bitkinin progenisinin {retilmesi,
secgclilebilir markori (dahilse) eksprese eden bitkiler icin segme
veya taramanin vyapilmasi, secilen Dbitkilerin progenisinin
Uretilmesi ve hedef niikleotit dizide rekombinasyon 1ig¢in
bitkilerin (&r. doku, tohum, prekiirsér hicreleri wve tam
bitkiler) vevya bitkilerin progenisinin test edilmesini
igcerebilir. Bazi durujmlarda, vy&ntemler, segilebilir markdéru
cikartmak i1c¢in seg¢ilen bitkileri ogut-crossing vapmayl ve/veya
diziye &zgll nilkleazin olmadidi durumlarda seg¢ilen wveya out-
cross edilen bitkilerin taranmasini igerebilir.

Baz1 vapilandirmalarda, mevcut bulus, bir hicrenin, ornedin bkir
prokaryotik Thiicrenin bir hayvan hiicresinin wveya bir bitki

hiicresinin genetik malzemesinin modifiye edilmesi igin
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yéntemler sadlamaktadir. Bu yontemler, hiicreye, hiicrede mevcut
olan bir karsilik gelen hedef niikleotit dizisine ilisgkin olarak
niitkleotit dizide bir veya daha fazla mocdifikasyon ve bir diziye
Ozgili TALEN icin bir tanima sahasi iceren bir modifiye edilmis
hedef nikleotit dizisini igeren bir birinci rekombinant nikleik
asidin , wve diziye &dzgld TALEN kodlayan bir nilikleotit dizisi
iceren bir ikinci rekombinant niikleik asidin dahil edilmesini
icerir. Hiicre bir bitki hiicresi oldudunda, hilcreyi icgeren bir
bPitki tretilebilir ve bitkiden (veya bunun progenisinden) elde
adilen hicreler, tchum veya doku, hedef niklectit dizide
rekombinasyon ig¢in analiz edilebkilir. Birinci wve ikinci
rekombinant niikleik asitler hiicreye es zamanli veya sirali bir
sekilde doniistliriilebilir wve biri wveya ikisi transformasyondan
dnce linearize edilebilir. Bazi durumlarda, birinci ve ikinci
rekombinant nikleik asitleri, ayni konstrikt ig¢inde mevcut
olabilir.

Baz1i durumlarda, ydntem ayni zamanda bir secilebilir markdra
kodlayan bir nitkleotit dizisi igeren bir {dglincll rekombinant
nikleik asidin hilicreye dahil edilmesini wve hilcrenin mi, yoksa
hiicreden liretilen bir organizmanin mi yoksa bunun progenisinin
mi secilebilir markdril eksprese ettidinin tespit edilmesini
igerebilir. Yéntem ayni zamanda organizmanin veya progenisinin
se¢llebilir markdérin yokludu bakimindan taranmasini adimini da
icerebilir. Secilebilir markéri kodlavan nikleotit dizis, bir
ikinci diziye o6zgl nilikleaz 1¢in kleva] sahasinda hilcreye
endogendz nukleotit dizilerine benzer veya bunlar 1le ayni
nikleotit dizileri ile, veya bir diziye &zgl rekombinaz icin
tanima sahalari ile her 1ki taraftan desteklenebilir vevya
desteklenmeyebilir Bazi durumlarda, ydntem organizmanin out-
cross edilesi adimini igerebilir. Out-cross’un prcegenisi,
segilebilir mark&rin yokludu bakimindan taranabilir.

Mevcut bulus ayni zamanda bir hicrenin (drnedin bir bitki
hilcresi veya bir hayvan hiicresi) genetik malzemesinin modifiye
edilmesi ic¢cin yontemler sadlamaktadir ve bu ydntemler sunlardan

olusmaktadair:
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Homolog rekombinasyonun gercgeklesmesinin istendidi o6rnedin bir
kromozomal, mitokondriyal veya kloroplast dizisi gibi bir hedef
DNA dizisini ig¢eren bir hiicrenin sadlanmasi;

Hedef DNA dizisi ic¢indeki bir spesifik nidkleotit dizisine
baglanan birden fazla TAL efektdrine sahip bir TAL efektdr etki
alani ve bir DNA modifiye eden enzim etki alani igeren (&r. bir
endonikleaz etki alani) bir TALEN =adlanmasi;

Hedef DNA'nin en azindan bir kismina homolog bir dizi iceren
bPir nikleik asit sadlanmasi; ve

ve hedef DNA dizisinin hiicredeki TAL endonilkleaz 1le temas
ettirilmesi suretiyle, hiicredeki hedef DNA dizisi icgindeki veya
buna bitisik bir nlkleotit dizisinin her iki iplidini ayirmasi.
Bu tir bir klevaj, hedef DNA dizisinde homolog rekombinasyonun
si1kligini artirabilecektir. Hedef DNA dizisi, hicreye endogendz
olabilir. Yontemler, TAL endoniikleazim kodlayan bir ¢DNA icgeren
bir wektdrin hiicreye dahil edilmesini wve hiicrede bir TAL
endoniikleas proteinin eksprese edilmesini igerebkilir. Bazi
durumlarda, TAL endoniikleaz proteininin kendisi bir polipeptit
mekanik enjeksivon ile, bir vakterival tip III salgilama sistemi
araciligiyla aktarimla, veya Agrobacterium aracili transfer ile

dahil edilebilir.

Burada tarif edilmis olan v&ntemler, farkl: durumlarda
kullanilabilir. &rnedin tarimda burada tarif edilmis olan
yéntemler, bir hedef sahada homelog rekombinasyonu
kelaylastirmak ig¢in , bir bitki hatti, ¢esidi veya hibritten
daha o¢nceden entegre edilmig bir transgenin temizlenmesi (Or.
dr. bir herbisit direnc¢li transgen} ig¢in kullanilabkilir. Burada
tarif edilmisg olan ydéntemler, bir endogendz geni modifiye etmek
icin de kullanilabilir, &6vle ki gen tarafindan kodlanan enzim
herbisit direnci wverir - &rnedin bir endogendz 5-enolpyruvyl
shikimate-3-fosfat {EPSP) sentaz geninin modifikasyonu H
boylelikle modifiye edilen enzim, glifosfat herbisite direng
verir. Diger bir ©&rnek olarak, burada tarif edilmis olan

yéntemler, bir bitki veya memeli metabolik yveolunda bir veyva daha
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fazla endogendz gen 1g¢in dizenleyici bodlgelerde homolog
rekombinasyonu kolaylastirmak icin kullanilabilir (&r. yadla
asit bivyosentezi) bdylelikle bu genlerin ekspresyonu istenilen
bir sekilde modifiye edilir. Burada tarif edilmis olan
yvontemler, ilgili bir wveya daha fazla endogendz gende bir
hayvanda (&r. bir sigcan veya bir fare) homolcg rekombinasycnu
kelaylastirmak ig¢in  kullanilabilir, ©&rnedin, sinirlandairica
olmavan &rnekler olarak, hilicre vyilzeyi markédrlerini kodlavan
metabolik ve dahili sinyalleme ycllari, bir ©zel hastalik ile
baglantili oldugu tanimlanan genler, wve bir hayvan hilcresinin
bir &zel fenotipinden scrumlu oldudu bilinen herhangi bkir gen
gibi.

Mevcut acgiklama ayni zamanda &zel DNA dizileri ile etkilesime
girme kapasitesine sahip diziye &$zgli TAL efektdrlerini
tasarlamak ig¢in yontemler saglamaktadir (Or. spesifik
lokasyonlarda DNA klevaji kapasitesine sahip TALEN' ler),
Yéntemler, TAL efektér badlanmasinin istendidi bkir hedef
nilkleotit dizinin (O8r. bir endogendz kromozomal dizi, bir
mitckondriyal DNA dizisi veya bir kloroplast DNA dizisi), (or.
bir c¢ift diplikli kesimin saglanmasinin istendigi bir ikinci
nitkleotit dizisine bitisik bir diziy), tanimlanmasi ve
kombinasyon halinde hedef diziye baglanan Dbirden fazla DNA
baglanma tekrari igeren bir diziye 6zgl TAL efektdrinin
tasarlanmasini igerebilir. Burada tarif edildigi, TAL
efektdrleri, DNA ile etkilesimde bulunma spesifikligini tespit
eden sayida kusur tekrarina icermektedir, Her bir
tekrar, tekrarin 12 wve 13 kalintilarinda 6zel di-amine asit
dizisine badli olarak bir tek baza baflanmaktadir. Boylelikle,
bi rTAL efektdril i¢inde tekrarlari tasarlamak suretivle (&r.
burada tarif edilmisolan standart teknikler wveya teknikler
kullanilarak) ©&zel DNA sahalarl hedef alinabilmektedir. Bu
islenen TAL efektorleri &rnedin Szel DNA dizilerine hedeflenen
transkripsiyon faktdérleri colarak kullanilabkilir. Jenerik TAL
efektdrinin bir divagrami Sekil 127da gdsterilmektedir ve tekrar

bélgesi acik kutularla gésterilmektedir wve temsili tekrar
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dizisindeki RVD (SEC ID NO:

RVD’ lerin wve bunlara

karsilik gelen

Ornekleri Tablo 1A'da gdsterilmektedir

No. W02010/079430)

alt: ¢izili olarak yer almaktadair.

hedef nikleotitlerin

(Ayrica bkz,

Tablo 1A
RVD Nucleotit
HD C
NG T
NI A
NN G veya A
NS A veya C
N * C veya T
(devami)
RVD Nucleotit
HG T
H* T
1G T
. RvVvD’nin ikinci pozisyonunda
. bir amino asit kalintisinin

bulunmamasina karsilik gelen tekrar dizisindeki

bosludu gbstermektedir.

PCT Yavyin

Diger RVD’ler ve karsilik gelen hedef niikleotitleri Tablo

1B’ de gdsterilmektedir.
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Tablo 1B

RVD

Nikleotit

HA

ND

NK

H1

HN

NA

SN

veya A

YG

Hi G Gl Gf 6y O 0
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Diziye ©&zgidl DNA kleva] ma sahip olunmasinin arzu edildidgi
durumlarda, &rnedin bir diziye Szgll TALEN (a)kombinasyon halinde
endogenéz kromozcemal nlkleotit dizisine badlanan birden fazla
DNA badlanma tekrar etki alani, ve (b) ikinci niikleotit dizisinde
bir ¢ift iplikli kesme iUreten bir endoniikleaz icerecek sekilde
tasarlanabilir. Bu diziye ©&zgi DNA klevaji, burada tarif
edildidi sekilde hcomolog rekombinasyonu gelistirecek sgekilde
kullanilabilir. TALEN' ler icin dier kullanimlar &rnedin
virlislere karsi terapdtikleri ig¢ermektedir. TALENTer, viral
DNA’y1 klevaja ugratacak wve wvirilansi azaltacak ve ortadan
kaldiracak sekilde &zel wviral dizileri hedef alacak sgekilde

tasarlanabilir.

Burada belirtilmis olan malzemeler ve yontemler, bir
hedeflenmis sekilde bir &zel genin dizisini modifiyve edecek
sekilde kullanilabilir. Bir gen, bir islenmigs TAL efektériunin
hedeflenecedi birden fazla dizi igerebilir., Ancak burada tarif
edildigi sekilde belli hedef diziler daha etkili bir sekilde
hedef alinabilir. Orne&in, Ornek 9'da belirtildigi gibi, ozel
Ozelliklere sahip olan diziler, TAL efektdrleri tarafindan daha
etkili bir sekilde hedef alinabilir. Bdylelikle, burada sadlanan
yvontemler, bzel kriterleri karsilayan hedef dizilerin
tanimlanmasini igerebilir, Bunlar, su &Gzelliklere sahip
dizileri icerir: 1)5 ' ucunda sahadan hemen dnceki bir T ile 5’
ila 3 ' arasinda yer alir ve en az 15 bazlik uzunluktadir;
iijbirinci (5') pozisyonunda bir T’ye ve ikinci pozisyonda bir
A’va sahip degildir; iiijscn (3') pozisyonunda T'de biter ve
son pozisyona bitisik bir G'ye sahip dedildir; wve

iv) 0-63% A, 11 -63% C, 0-25% G, ve 2-42% T’1ik bir baz bhilesime

sahiptir.

Burada tarif edilmis olan TALENTer genellikle dimer olarak islev
gérdidi ig¢in, burada sadlanan yéntemlerin baz1
vapilandirmalari, bir birinci genomik nilklectit dizinin ve

ikinci genomik nilklecotit dizinin bir hilicrede tanimlanmasini
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icermektedir ki burada birinci wve ikinci nukleotit dizi,
yukarida belirtilmis olan kriterlerden en az birini karsilar ve
15-18 bp ile ayrilir. Bazi durumlarda, bir TALEN polipeptiti
her bir nikleotit diziye badlanabilir ve TALEN’de Dbulunan

endonikleaz, 15- 18 bp aralayicisi iginde klevaj olabilir.

Mevcut bulug ayrica arzu edilen bir nikleik asidin katildiga
genetidl modifive edilmis hayvanlar uUretmek icgin vyontemler de
saglamaktadir. Bu tiir ybntemler, igine niikleik asidin
katilmasinin arzu edildidi bir endojendz kromozomal hedef DNA
dizisini igeren bir hiicrenin elde edilmesi, endojent¢z kromozomal
hedef DNA dizisinin igerisinde bir ¢ift sarmal kiridi olusturmak
i¢in hilcrenin igerisine bir TALEN’in katilmasi, endojendz
kromozomal hedef DNA’nin en azindan bir kismina benzer olan bir
dizi igeren bir ekzojen niikleik asidin hiicreye katilmasi (bu
ekzojen nitkleik asit ile endojendéz kromczal hedef DNA arasinda
homclog rekombinasyon gercgeklesmesini mimkin Xkilan kosullar
altinda gerceklesmektedir) ve homolog rekombinasyonun
gerceklestidi birincil hilcreden bir havyanin Uretilmesini
igcerebilmektedir. Homolog nilkleik asit, drnedin, homolog
rekombinasyon sonrasinda bir geni bozan bir niikleotid dizisi,
hemolog rekombinasyon sconrasinda bir geni ikame eden bir
nitkleotid dizisi, homolog rekombinasyon sonrasinda bir gene
nokta mutasyonu katan bir nilkleotid dizisi wveya homolog
rekombinasyon sonrasinda bir dizenleyici bdlge tanitan bir

nitkleotid dizisini icerebilmektedir.

Bu patentte sadlanan yodntemler aynli zamanda lc¢erisine arzu
edilen bir nitkleik asidin katildigi genetigi modifiye edilmis
bitkiler {iretmek igin de kullanilabilmektedir. Bu tiir ydntemler
i¢ine niikleik asidin katilmasinin arzu edildidi bir endojend:z
kromozomal hedef DNA dizisini igeren bir bitki hiicresinin elde
edilmesi, endcjendz kromcoczomal hedef DNA dizisinin igerisinde
bir ¢ift sarmal kirigil olusturmak icin hiicrenin igerisine bir

TALEN'in katilmasi, endojendz krcomozomal hedef DNA’'nin en
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azindan bir kismina benzer olan bir dizi iceren bir ekzojen
niitkleik asidin bitki hiicresine katilmasi (bu ekzojen nilikleik
asit 1ile endojentz kromczal hedef DNA arasinda homolog
rekombinasyon gergeklesmesini mimkiin kilan kosullar altinda
gerceklesmektedir) wve homolog rekombinasyonun gerceklestigi

bitki hiicresinden bir bitkinin dretilmesini igerebilmektedir.

Hiicrelerde bu patentte sadlanan TALEN ile keolavlastirilmis
homolog rekecmbinasyon vyoéntemleriyle 1tiretilen DNA, bu tir
yvéntemlerden gec¢memis  hiicrelerle kiyaslandiginda modifiye
edilmis olmaktadir ve modifiye edilmis DNA “genetidi modifiye
edilmis” olarak anilmaktadir. Ancak, bu tir hicreleri iceren
organizmalarain, bu tiir bir modifikasycnun rastgele Dbir
transgenin entegrasyonu yerine homclog bir rekombinasyonu
igermesi nedeniyle dizenleme amaci déhilinde GMO olarak kabul
edilmemektedir. Bu dogrultuda, genetik modifikasyonlar
olusturmak igin bu patentte tarif edilmis olan TALEN ile
kolaylastirilmis yontemlerin kullanilmasi, ©&rnedin standart
dizenlevyici prosedirlerden ve onlarin 1lgili siresinden ve
maliyetlerinden kaginilabilmesi nedeniyle avantajla

olabilmektedir.

Bu patentte saglanan sekildeki diger hedefli genetik
rekombinasyon &rnekleri bir hilcreye (6r: bir bitki hiicresi,
b&cek hiicresi, teleost balik hilicresi wveya havvan hicresi),
segilen bir DNA hedef dizisine hedeflenen bir TALEN'1 kodlayan
bir nikleik asit molekiiliniin bir hiicreye katilmasini, hilcredeki
TALEN’ in ekspresyonunun indidklenmesini ve seg¢ilen DNA hedef
dizisinin bir mutasyon (&r: genetik materyalin silinmesi,
genetik matervalin eklenmesi wveva genetik matervalin hem
silinmesi, hem de eklenmesi) sergiledidi bir rekombinant
hiicrenin tespit edilmesini igerebilmektedir. Ayrica hiicreye bir

dondr DNA da katilabilmektedir.

Baz1 vapilandirmalarda monomerik bir TALEN
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kullanilabilmektedir. Bu patentte tarif edilen sekildeki
TALEN' ler tipik olarak, iki TAL efektdér alaninin her biri Fokl
restriksiyon enziminin katalitik alanina badlandidi sekilde bir
aralayici 1ile Dbir ikili tanima alani boyunca dimer islevini
gbrmektedir, elde edilen her bir TALFEN igin DNA tanima alanlari
bir aralik dizisiyle ayirilmaktadir ve her bir TALEN monomerinin
tanima alanina badlantisa Fokl"in dimer olusturmasi ve
aralayicida bir cift sarmal kiriga clusturmasina izin
vermektedir (bakiniz, ornedin Moscou ve Bogdanove (2008) Science
326:1501) ., Ancak, monomerik TALEN’ ler ayrica tek TAL efektdrin,
islev gergeklestirmek icin dimerizasyon gerektirmeyen bir
nikleaza badlandidi sekilde de clusturulabilmektedir. Bu tir
bir nlikleaza bir Srnek, i1iki monomerin tek bir polipeptit olarak
eksprese edildidi, Fekl’in tek zincirli bir varvanti clmaktadair
(Minczuk et al. (2008) Nucleic Acids Res., 36:3926-3938). Diger
degal clusumlu veya tasarlanmis monomerik niitkleazlar da bu roli

istlenebilmektedir. Bir monomerik TALEN ic¢in kullanilan DNA

tanima alani dogal olusumlu bir TAL efektdrden
tiretilebilmektedir. Alternatif olarak, DNA tanima alani
spesifik bir DNA hedefini tanimak lizere
yvapilandirilabilmektedir. Islenen tek zincirli TALEN’lerin

olusturulmasili ve konuslandirmasi, sadece bir adet DNA tanima

alani gerektirmeleri nedeniyle daha kolay olabilmektedir.

Baz1 yapilandirmalarda, iki farkli DNA badlayici alan (8r: bir
TAL efektsr baglayici alani ve bir difjer tirden molekiilden bir
baglayici alan) kullanilarak dimerik bir DNA diziye spesifik
nitkleaz {iretilebilmektedir. Yukarida belirtildigi giki, bu
patentte tarif edilen TALEN'ler tipik oclarak bir aralayici ile
bir ikili tanima alani boyunca dimer islevini gdrmektedir. Bu
nikleaz mimarisi ayni zamanda O6rnedin bir TALEN monomeri ve bir
¢inko parmak ntkleaz monomerinden iretilen hedefe dzgl
nitkleazlar i¢in kullanilabilmektedir. Bu tir durumlarda, TALEN
ve c¢inko parmak nilkleaz monomerleri ig¢in DNA tanima alanlari

uygun uzunluktaki bir aralayici ile avirilabilmektedir. Iki
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mencocmerin badlantisi Fokl’in dimer olusturmasi ve aralayicida
bir ¢ift sarmal kiridi: olusturmasina 1izin verebilmektedir.
Ornedin homeo-alanlar, myb tekrarlari ve l&sin fermuarlari gibi
¢inko parmak disindaki DNA baglayici alanlar da Fokl'e
baglanabilmekte wve iglevsel bir nilkleaz olusturmak ig¢gin bir

TALEN monomeri ile ortak gérevini gdrebilmektedir.

Bazi vapilandirmalarda, dider protein alanlarini (&r: nikleaz
olmayan protein alanlara) spesifik nilklectid dizilerine
hedeflemek icin bir TAL efektédr kullanilabilmektedir. Ornedin,
bir TAL efektdr, kisitlama olmaksizin, DNA ile etkilesimde olan
bir enzimden (Or: bir metilaz, bir topoizomeraz, bir integraz,
bir transpozaz veva bir ligaz), tTranskripsiyon aktivatorleri
veya represdrlerinden bir protein alanina wveya histonlar gibi
difer proteinlerle etkilesime giren veya cnlari modifiyve eden
bPir proteine Dbagli olabilmektedir. Bu tir TAL efektor
fiizyonlarinin uygulamalarina Ornedgin epigenetik dlzenleyici
elementlerin clusturulmasi veya modifiye edilmesi, DNA’da alana
Ozgll eklemelerin, cikarmalarin veya onarmalarin
gerceklestirilmesi, gen ekspresyonunun kontrol edilmesi ve

kromatin yapisinin modifiye edilmesi d&hil clabilmektedir.

Bazi vapilandirmalarda, hedef dizinin aralayicisi  TALEN
spesifitesini ve aktivitesini modile etmek lizere
secilebilmektedir wveya dedistirilebilmektedir. Burada, bir
aralayici igeren ikili bir tanima alani boyunca dimer iglevini
g&ren TALENTer ig¢in sunulan sonuglar, TALENTerin genis c¢apta
aralayici uzunluklarinda islev sergileyebildigin! ve TALENTerin
aktivitesinin aralayici uzunluguna bagli olarak farklilik
gdsterebildigini gdstermektedir. Bakiniz, &rnedin, Ornek 6.
Aralayici uzunlugundaki esneklik, aralayici uzunludunun belirli
dizilerin (&r: bir gencmda) yliksek spesifiteyle hedeflemek ig¢in
secilebilecedini géstermektedir. Ilaveten, aktivitede farkli
aralayici uzunluklari ig¢in gdzlemlenen varyasyon, aralayicl

uzunlugunun arzu edilen bir TALEN aktivitesini elde etmek igin
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segilebilecedini gdstermektedir.

Baz1i vapilandirmalarda, TALEN aktivitesi DNA badlavyici alandaki
(alanlardaki) tekrarlarin sayisini veya bilesimini dedistirerek
modiile edilebilmektedir. Ornedin, bu tarifnamede Ornek 7'de
tarif edildigi gibi, PthXoI bazli bir TALEN, AvrBs3 bazli bir
TAELEN'e gGre daha vyilksek aktivite sergilemistir. PthXoT,
AvrBs3’ ten, tekrarlamalarinin hem savisi, hem de RVD bilesimi
acisindan farkli olmaktadir. Ayrica, bu proteinler icin dogdal
olusumlu DNA tanima alanlari, Moscou ve Bogdanove (yukarida
gecen) tarafindan tarif edilen TAL efektdr DNA sifresine davali
olarak ongdrilen ilgili tanima dizilerinden sapmasil agisindan
farklilik gdstermektedir, ilaveten, ayni uzunlukta olan (12 RVD)
ancak RVD bilesenleri acisindan farkli olan birden fazla &zel
TALEN, aktiviteleri ag¢isindan farklilaik g&dstermistir ve 13 RVDTL1
Ozel bir TALEN, 12 RVDTi ozel bir TALEN'den daha ylksek bir
aktiviteye sahip olmustur. Boylece, TALENTerin ilgilenilen bkir
DNA dizisini tanimak ig¢in islenebilmesinin yani sira (1) tekrar

saylsl aktiviteyi modiile
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etmek ic¢in degistirilebilmektedir, (2) farkla baglanma
alanlara, farkla aktivite seviyeleri elde etmek icin
secilebilmektedir ve (3) RVD'lerin bilesimi wve onlarin hedefe
uyumu {sifreye gdre) TALEN aktivitesini modiile etmek icin

deigtirilebilmektedir.

Ornedin, TALEN bir heterodimerik bicimde oldudunda (6rnedin her
biri bir TAL efektdr alani ve bir Fokl niikleaz katalitik alan
iceren farkli iki monomer iceren), RVDTer iki TAL efektdr
alaninin her birinde esdeder sayida mevcut olabilmektedir veya
her alan farkli sayida RVD sergileyebilmektedir. Ornedin,
belirli bir heterodimerik TALEN’de DNA’vy1 baglamak icgin toplam
22 RVD kullanildidinda, iki TAL efektdér alaninin her birinde 11
tekrar mevcut olabilmektedir; alternatif olarak, iki TAL efektdr
alaninin birinde 10 tekrar ve dierinde 12 tekrar
bulunabilmektedir. Mevcut Dbulus ayni =zamanda bir monomer
islevini gdren DNA modifiye edici enzim alanina sahip TALEN'i
de igermektedir. Bu durumda, tim RVDTer, monomerik enzime bagdli
olan tek bir TAL efektdr alaninda bulunabilmektedir. Bu durumda,
etkili baglanmayi temin etmek ig¢in RVD sayisinin esdeder bir
dimerik TALEN’de bulunan toplam RVD sayisina esdeder olmalidir.
Ornegin, iki farkli TAL efektér alaninda 10 tekrara sahip olma
(bir dimerik TALEN’in durumunda oldudu gibi) yerine biri tek
bir TAL efektér alaninda 20 tekrara sahip olacaktir (bir

monomerik TALEN’ in durumunda oldudu gibi).

Bulusun bir dider vyapilandirmasinda, dimerik veya monomerik
TALEN’deki toplam tekrar sayisi en az 14 olmaktadir. Bulusun
bir didJer vapilandirmasinda, dimerik veya monocmerik TALEN'deki
teoplam tekrar savyvisi en az 20 olmaktadar. Bulusun bir dider
vapilandirmasinda, dimerik wveva monomerik TALEN'deki toplam
tekrar sayisi en az 24 olmaktadir. Bulusun bkir diger
yvapllandirmasinda, dimerik veya monomerik TALEN"deki toplam

tekrar sayisi en az 30 clmaktadir.
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Bu patent basvurusu ayrica bir hedef DNA i¢in gelistirilmis
hedefleme kapasitesine sahip TAL efektdr proteinleri iretmek

igin yéntemler saglamaktadir.

Bu y&ntemler, &rnedin, her bir tekrarin hedef DNA'da bir temel
¢iftin taninmasinil tespit eden bir RVD igerdidi, her bir DNA
baglayici tekrarin hedef DNA’'da bir temel g¢ifti tanimadan
sorumlu oldufu birden fazla DNA badlavici tekrarina sahip bir
DNA badlayici alani igeren bir TAL efektdril kodlayan bir niikleik
asidin liretilmesini icerebilmektedir. Asagida Ornek 12'de tarif
edildigi gibi, badlayici alanin -1 konumunda T ig¢in gereksinimi
hafifletmek, tasarlanmig TAL efektdr proteinleri ig¢in hedefleme
kapasitesini gelistirebilmektedir. Boévylece, bir TAL efektér
kodlama niikleik asidini lretmek A, C veya G icin spesifiteyle
DNA baglayici tekrar dizisinin 0. wvaryantini kodlayan bir
nikleik asidin eklenmesini wve boylece badlayici alanda -1
kenumunda T di¢in gereksinimin elemine edilmesini 1 g¢erebi

Imektedir.

Ilaveten, bir hedef DNA ig¢in gelistirilmis hedefleme
kapasitesine sahip TAL efektdrleri dretmek icin ydntemler
saglanmaktadir. Bu tiir yéntemler her bir tekrarin hedef DNA’da
bir temel c¢iftin taninmasini tespit eden bir RVD igerdidi birden
fazla DNA badlayici tekrarina sahip bir DNA baglavici alani
igeren bir TAL efektdril kodlayan bir niikleik asidin iretilmesini
icerebilmektedir. Asagida Ornek 12’de tarif edildigi gibi,
NN’nin (G"yi taniyvan en vyaygin RVD} spesifitesi genel oclarak
zaylf olmaktadir ve iceride gore dediskenlik
gtsterebilmektedir, ancak belirli RVDTer G’ ye karsa
geligtirilmis spesifiteye sahip olabilmektedir. Bu dodrultuda,
bu tarifnamede sadlanan ydntemler, Gfye karsi saflam spesifiteve
sahip olan alternatif RVD’ler kullanimini igerebilmektedir.
Ornedin, bir veya daha fazla RVD, RN, R*, NG, NH, KN, K*, NA,
NT, DN, D*, NL, NM, EN, E*, NV, NC, ON, Q*, NR, NP, HN, H*, NK,

NY, SN, S*, ND, NwW, TN, T*, NE, NF, YN, Y* wve NQ iceren grup
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arasindan secgilebilmektedir (* isareti RVD'nin ikinci konumunda

bir bosludu belirtmektedir).

imalat Uriinleri

Mevcut ifsa ayni zamanda drnedin TALENTeri kodlayan nilkleik asit
molekiilleri, TALEN pclipeptitleri, bu tidr nikleik asit
molekiillerini veya polipeptitleri igeren bilegsimler veya TAL
endoniikleaz ile dedistirilmis hilcre g¢izgileri igceren imalat
driinleri sadlamaktadir. Bu tiir {irinler &rnedin arastirma

araclari olarak veya terapétik clarak kullanilabilmektedir.

Bazi1 vapilandirmalarda, bir imalat 4rinid bu tarifnamede tarif
edilen y&ntemler kullanilarak lretilen bitkilerin tohumlarini
icerebilmektedir. Tohumlar bu teknikte bilinen vydntemler
kullanilarak uygun duruma getirilebilmektedir ve bu alanda bir
imalat Urlinini hazirlamak ig¢in kullanilan bilinen ambalajlama
materyalleri kullanilarak ambalajlanabilmektedir. Bir tohum
paketi Ornedin bir ambalaj materyaline ilistirilmis bir etiket
veya lsaret, ambalaj matervyaline {izerine basilan bir etiket veya
ambalajin igcerisine yerlestirilen bir etikete sahip
olabilmektedir. Etiket, ambalajdaki tohumlarin genetigi
dedistirilmis bitki mahsulil iretebilecedini kelirtebilmektedir
ve genetidi defistirilmemis bitkilere nispeten genetik

modifikasyonla deJistirilen Szelliklerini tarif edebilmektedir.

DiJer tanimlar

- Bir pelipeptit dizisinde amincasit kalaintilari wveya alt
birimleri bu tarifnamede tek harfli bir kodla belirtilmektedir;
drnedin, @ Gln veya Gliitamin kalintisi, R Arg veya Arjinin ve D
Asp veya Aspartik asit kalintisi anlamina gelmektedir.

- Aminoasit ikamesi bir aminoasit kalintisinin bir diJeriyle
defistirilmesi anlamina gelmektedir; Odrnedin, Dbir peptit
dizisinde bir Arjinin kalintisinin bir Glitamin kalintisiyla

dedigtirilmesi bir amincasit ikamesi olmaktadir.
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- Nilklectidler asagidaki sekilde Dbelirtilmektedir: bir
nukleosidin bazini belirtmek icin tek  harfli bir kod
kullanilmaktadir: a adenin, t timin, ¢ sitosin ve g guanin
olmaktadir. Dejenere niikleotidler igin, r g veya a’'yi (plrin
niikleotidleri), k g veya t'yi, s g veya ¢’'yi, w a veya t'yi, m
a veya c’vyi, v t veya c’yi (pirimidin niikleotidleri}, d g, a
veya t'vyvi, v g, a veya ¢'vi, b g, £t veya c¢’vi, h a, t vevyva ¢'vi
ve n g, a, t veya c’'yl temsil etmektedir,

“DNA modifiye edici enzim” terimi, DNA modifikasyon (b&linme,
kovalent etkilegimi, su-aracili etkilegim ...) seviyesi ne
olursa olsun, bir hicrenin genetik materyalini modifiye etme
kapasitesine sahip herhangi bir proteini ifade etmektedir. DNA
ile etkilesime giren ©proteinler (Or: bir metilaz, bir
tepoizomeraz, bir integraz, bir transpozaz veya bir ligaz),
transkripsiyon aktivatdrleri veya represdrleri, histonlar gibi
dider proteinler ve nlukleazlar ™“DNA modifiye edici enzim”
terimine dadhil olmaktadir. Bir TAL efektdr DNA modifiye edici
enzimde yer aldiginda, DNA modifiye edici enzim DNA modifiye

edici enzim alani olarak anilmaktadir.

- “Nikleaz” terimi ekzonikleazlarli wve endonilkleazlar:
icermektedir.
- “Endoniikleaz” terimi bir DNA ve RNA molekiild, tercihen bir

DNA molekilt igerisindeki nitkleik asitler arasindaki badglarain

hidrolizini (bolinmesini) katalize etme vyetenedine sahip
herhangi bir yvaban tipi veya varyant enzimi ifade
edebilmektedir. Endoniikleazlarin sinirlavyica olmayan

drneklerine Fokl, Hhal, Hindlll, Neotl, BbvCl, EcoRI, Bgll ve
Alwl gibi tip IT restriksiyon endonilkleazlari dahil colmaktadair.
Endoniikleazlar ayni zamanda tipik olarak uzunluk olarak yvaklasik
olarak 12-45 baz c¢ifti (bp) olan, daha tercihen 14-45 bp oclan
bir poliniiklectit tanimina sahip nadir kesici endoniikleazlzar da
icermektedir. Nadir kesici endoniikleazlar, tanimli bir lokusta
DNA ¢ift sarmal kiraigini (DSB) indiikleyerek HR’yi kayda deder
olarak artirmaktadir (Rouet, Smih et al. 1994; Rouet, Smih et
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al. 1994; Choulika, Perrin et al. 1995; Pingoud ve Silva 2007).
Nadir kesici endoniikleazlar 6rnedin bir yuvalanma endoniikleazi
(Paques ve Duchateau 2007), Fokl gibi bir restriksiyon enziminin
katalitik alanivla islenen ginko-parmak alanlarinin flzyonundan
elde edilen bir kimerik Cinko-Pannak nilikleaz (7ZFN) (Porteus ve
Carrcll 2005) wveya bhir kimyasal endoniikleaz {(Eisenschmidt, Lanic
et al. 2005; Arimondo, Thomas et al. 2006; Simon, Cannata et
al. 2008) clabilmektedir. Kimyasal endonlikleazlarda, bir
kimyasal veya peptidik bdlicl bkir nikleik asit polimerine veya
spesifik bir hedef dizisini taniyan bir diger DNA’ya konjuge
edilmektedir wve béylece bdlme aktivitesi spesifik bir diziye
hedeflenebilmektedir. Kimvasal endonikleazlar ayni zamanda bir
DNA bo&licll molekiildl olan ortofenantrolinin keonjugeleri gibi
sentetik nilikleazlari ve spesifik DNA dizilerini badlamasiyla
bilinen tripleks olusturucu oligoniikleotidleri (TFO'lar) de
kapsamaktadir (Kalish wve Glazer 2005). Bu tiir kimyasal
endoniikleazlar mevcut bulusa gdre “endoniikleaz” teriminin
kapsaminda vyer almaktadir. Bu tir niikleazlarin &rneklerine

asagidakiler didhil olmaktadir: 1-Sce 1, 1-
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Chu I, I-Cre I, I-Csm I, Pl-S¢e I, PI-Tl1i I, PI-Mtu I, I-Ceu I,
I-Sce II, I-Sce III, HC, PI-Civ I, Pl-Ctr I, PI-Aae I, PI-Bsu
I, PI-Dha I, PI-Dra I, PI-Mav I, PI-Mch I, PI- Mfu I, PI-Mfl I,
PI-Mga I, PI-Mgo 1, PI-Min I, PI-Mka I, PI-Mle I, PI-Mma I, PI-
Msh I, PI-Msm I, PI-Mth I, PI-Mtu I, PI-Mxe I, PI-Npu I, Pl1-Pfu
I, PI-Rma I, PI- Spb I, PI-Ssp I, PI-Fac I, PI-Mja I, Pl-Pho T,
PI-Tag I, PI-Thy I, PI-Tko I, PFI-Tsp 1l,I-Msol.

Mevcut bulusa gtre endontiikleazlar bir Transkripsiyon
Aktivatdriine Benzer (TAL} efektdr endoniikleazinin {TALEN)
parcasi olabilmektedir.

“TALEN” terimiyle her iki alanin fizyonunun bir “monomerik
TALEN” sadladidi bir Transkripsiyon Aktivatdriine Benzer (TAL)
efektdr badlayvici alani ve bir endeniikleaz alanini iceren bir
protein Ongdrillmektedir. Bazi monomerik TALEN'ler islevsel
olabilmektedir ve digJerleri bir diger monomerik TALEN 1ile
dimerizasyon gerektirebilmektedir, Dimerizasyon, her  iki
monomerik TALEN ayni oldudunda homodimerik bir TALEN ile
sonuclanabilmektedir veya monomerik TALEN farklai oldugunda
heterodimerik bir TALEN ile sonuclanabilmektedir. Iki monomerik
TALEN, o6rnedin onlarin RVD sayilari farkli oldugunda ve/veya en
az bir RVD'nin icerigi (yani aminoasit dizisi) farkli oldugunda
farklls olmaktadir. “TAL efektdr DNA modifiye edici enzim”
terimiyle bir Transkripsiyon Aktivatdriine Benzer efektdr
baglayici alani ve bir DNA modifiye edici enzim alani iceren

bir protein ongdriilmektedir,

“Waryant” kelimesiyle bir “waryant” protein, yani dodada dogal
olarak wvar olmayan ve genetik modifikasyonla wveya rastgele
nriutajenez ile elde edilen, vani tasarlanmig bir protein ifade
edilmektedir. Bu wvaryant protein ornedin vyaban tipi, dodal
olusumlu bir proteinin amincasit dizisinde en az bir kalintinin
bagska bir amincasitle ikame edilmesiyle elde edilebilmektedir.
Séz konusu ikame {(ikameler) ornedin alana ydneltilmis mutajenez

ve/vevya rastgele mutajenez araciligivyla
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gerceklestirilebilmektedir.

“Hiicre” wveya “hicreler” 1ile herhangi bkir prokaryotik vevya
Okaryotik canli hiicre, in vitro kiltiirler igin bu
organizmalardan tilretilen hilicre ¢izgileri, hayvan veya bitki

kaynakli birincil hiicreler ifade edilmektedir.

“"Birincil hiicre” wveya “birincil hiicreler” ile dodrudan canli
hilcreden (biyopsi matervyalil) alinan ve 1n vitrc blylme icin
olusturulan, oldukga az popilasyonun ikivye katlanmasindan gecgen
ve bu nedenle stirekli Ttimérijenik  veya suni olarak
dliimsiizlestirilen hiicre g¢izgilerine nispeten tilretildikleri
dokularin ana islevsel bilegenlerinin ve karakteristiklerinin
daha ivyi &érnedi olan hicreler ifade edilmektedir. Bu hiicreler
béylece ifade ettikleri in vivo durum agisindan daha dederi bir
modeli temsil etmektedir.

- “Homolog” kelimesiyle diziler arasinda homolog
rekombinasyon saglayacak sekilde bir baskasina yeterli
dzdeslik, daha spesifik clarak en az %95 &zdeslik, tercihen %987
Ozdeglik we daha tercihen %99 &zdeslide sahip bir dizi ifade
edilmektedir.

- “Ozdeglik” terimiyle iki nikleik asit molekilu veya
polipeptidli arasindaki dizi oSzdeslidgi ifade edilmektedir.
Ozdeslik, her bir dizide karsilastirma amaciyla hizalanmis
olabilen bir konumun kiyaslanmasiyla tespit edilebilmektedir.
Karsilastirilan dizideki bir konumda ayni tabanla bulundudunda,
meclekilller ¢ kconumda ayni olmaktadir. Nikleik asit veya
aminoasit dizileri arasindaki bir benzerlik wveya O&zdeslik
derecesi, nitkleik asit dizileri tarafindan paylasilan
konumlarda ayni veya eslesen niiklectid sayisinin bir fonksiyonu
olmaktadir, iki dizi arasindaki &ézdeslidi hesaplamak icin, GCG
dizi analiz paketinin (University of Wisccensin, Madison, WI)
bir pargasa olarak mevcut c¢lan ve &rnedin varsayilan avarda
kullanilabilen FASTA veya BLAST dahil olmak lzere c¢esgitli

hizalama algoritmalara ve/veya programlarz
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kullanilabilmektedir.

- “Mutasyon” terimiyle bir pocliniikleotit (cDNA, gen) veya
bir polipeptit dizisinde bir veya daha fazla
niitkleotid/aminoasidin ikamesi, silinmesi wveya eklenmesi ifade
edilmektedir. 86z konusu mutasyon bir genin kodlama dizisini
veya onun duzenleyici dizisini etkileyebilmektedir. Bu ayrica
genomik dizinin yaplsini veya kodlanan mRNA nin
yaplsini/stabilitesini etkileyebilmektedir.

- “Gen” terimiyle spesifik bir proteinin wveya protein
b&limintl kodlayan, bir kromozom boyunca lineer Lkir sekilde
dilzenlenmis olan bir DNA bdliminll iceren, kalitimin temel bir
birimidir. Bir gen tipik olarak Dbir promotdr, bir 57
donlistirilmemis bdélge, bir wveya daha fazla kodlama dizisi
(eksonlar}, istede bagla olarak intronlar, bir 37
dénistiriilmemis bdlge icermektedir. Gen ayrica bir

sonlandirici, giiglendirici ve/veya susturucu igerebilmektedir,

- “Ilgilenilen gen” terimi bilinen veya varsayilan bir gen
druniinii  kodlayan herhangi bir nitkleotid dizisini ifade
etmektedir.

- Burada kullanilan sekliyle, “lokus” terimi bir DNA
dizigsinin (&6r: bir genin) bir kromozomda spesifik fiziksel
konumu olmaktadir. “Lokus” terimi genelde bir hedef dizisinin
bir kromoczomdaki spesifik fiziksel kcnumunu ima etmektedir.

- “Flizyon proteini” terimiyle orijinal olarak ayri
proteinleri kodlayan iki veya daha fazla genin birlestirilmesini
igeren, s6z konusu “flizyon geninin” translasyonunun orijinal
proteinlerin her birinden tiretilen iglevsel &zelliklere sahip
tek bir polipeptit sadladidi bu alandaki iyi bilinen prcsesin
bir sonucu ima edilmektedir.

- "Katalitik alan" terimiyle, s&z konusu enzimin aktif
alaninli iceren bir enzimin protein alani veya modili 1ifade
edilmektedir; aktif alanla s&z konusu enzimin, substratin
katalizinin gerceklestidi kismi ifade edilmektedir. Enzimler,

ancak ayni zamanda onlarain katalitik alanlari, katalize
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ettikleri reaksiyona gore adlandirilmaktadir. Enzim Komisyon
numarasi (EC numarasi), enzimler i¢in, onlarin katalize ettigi
kimyasal reaksiyonlara dayali bir sayisal siniflandirma
olmaktadir (chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/). Mevcut ifsanin
kapsaminda, bir ortak olarak herhangi bir katalitik alan
kullanilabilmekte ve bir TAL efektdr DNA modifiye edici enzim
elde edecek sgekilde kimerik bir fizyon proteini {dretmek igin
bir TAL efektdr alanina badlanabilmektedir. Bu tiir katalitik
alanlarin sinirlayici olmavan ornekleri Mmel, EsaSSII, CstMI,
Nuch, EndA Escherichia «c¢oli, NucM, E11dA Streptococcus
pneumonia, SNase Staphylococccus aureus, SNase Staphylococcus
hyicus, SNase shigella flexneri, Bacillus subtilis yncB, Endo
deoksiriboniikleaz 1 Enterokakteri faj T7, EndoG bovin, ttSmr
DNA uyusmazligi onarim proteini muts3, Metnase’'in Dbdlme

alanininkiler olabilmektedir.

Mevcut bulusun uygulamasi, aksi belirtilmedigi sirece, teknikte
vetkin kisilerin tecrilbesi dahilinde olan hicre biyolojisi,
hiicre kiltiri, molekiller bivoloji, transjenik biyoloji,
mikrobiyoloji, rekombinant DNA ve immiinolojinin konvansiyonel
tekniklerinden faydalanacaktir. Bu tir teknikler literatirde
genig bir sekilde tarif edilmektedir. Bakiniz, &rnedin, Current
Protocols in Molecular Biology (Ausubel, 2000, Wiley and son
ine, Library of Congress, USA); Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Third Edition, (Sambrook et al, 2001, Cold Spring
Harbor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press);
Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed., 1984); U.3. Pat. No.
4,683,195; Nucleic Acid Hybridization (Harries ve Higgins eds.
1984} ; Transcription and Translation (Hames ve Higgins eds.
1984); Culture of Animal Cells ({(Freshney, Alan R. Liss, Inc.,
1987); Immcbilized Cells and Enzyiues (IRL Press, 1986); Perkal,
A Practical Guide tc Molecular Cloning (1884); the series,
Methods in Enzymology (Abelsoc11l ve Simon, eds.-in-chief,
Academic Press, Inc., New York), specifically, Vols. 154 ve 155

(Wu et al. eds.) wve Vol. 185, "Gene Expression Technology"
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(Goeddel, ed.); Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells
(Miller ve Calos eds., 1987, Cold Spring Harbor Laboratory);
Immunochemical Methcds in Celi and Molecular Biology (Mayer ve
Walker, eds., Academic Press, London, 1987); Handbook of
Experimental Immunolcogy, Vols., I-IV (Weir wve Blackwell, eds.,
1986}; ve Manipulating the Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1986).

Bulusun vyukaridaki tarifnamesi, onun bu alanda yetkin herhangi
bir kisi tarafindan olusturulmasini ve onu kullanmasini mimkin
kilacak sekilde bir ydéntem ve proses saglamaktadir wve bunlar
Oozellikle ekteki idistemlerdeki, orijinal tarifiiamenin bir
kismini clusturan konu ig¢erigi i¢in saflanmaktadir.

W

Yukarida kullanilan sekliyle, -1 dg¢eren grup arasindan
secilen”, “arasindan segilen” ve benzerleri, belirtilen

matervallerin karisimlarini icermektedir.

Sayisal bir sinir wveya aralik belirtildidinde ug¢ ncktalar da
ddhil olmaktadir. Ayrica, bir sayisal sinir veya araliktaki tim
dederler ve alt defderler agikcgca vazilmigcasma spesifik olarak

dédhil olmaktadir.

Yukaridaki tarifname, bu teknikte yetkin bir kisinin bulusu
olusturmasini ve kullanmasini sadlayacak sekilde sunulmustur ve
belirli bir uygulamanin ve onun gereksinimlerinin kapsaminda
saglanmistir. Béylece, bulusun godsterilen vapilandirmalarla
sinirlandirilmasi Ongdrilmemektedir wve bu tarifnamede 1ifsga
adilen ilkeler ve &dzelliklerle uyumlu en genis kapsami

icermektedir.

Bu bulusun genel olarak tarif edilmesinin ardindan, bulus ayrica
sadece ornekleme 10 amaciyla saglanan ve aksi belirtilmedidi
sUirece bulusun istemlerde tanimlanan kapsamini sinirlandirmayan

agsadidaki spesifik &rneklere yapilan atiflar aracilidiyla
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daha net bir sekilde anlasilacaktir.

ORNEKLER

Ornek 1 - Bir gifre TAL efektdr DNA tenimini ydénetmektedir

TAL hedef alaninda RVD’ler ve niikleotidler arasinda bire bir,
lineer korrespondans olup olmadidini belirlemek ig¢in, on TAL
efektdrin her biri icin kilinen hedef geninin &ngdriilen promotdr
alani {(belirtilmis translasyonel baslangi¢ alaninin hemen
oncesindeki 1.000 bp) RVD nikleotid iliskilerinde entropiyi
(rastgele olma &zelligini) minimize eden hizalamalar ig¢in TAL
efektdr RVD dizilerivyle taranmistir. Asadidaki formiil entropinin
miktarini belirlemek icin kullanilmistir; R efektdr icin RVD
grubunu, D dért adet nikleotid grubunu (A, C, G, T) ve £i.3j ith

RVD'nin jen nikleotid ile iliskilendirildidi gdzlemlenen si1kligl

Z Z mia:((fi )= i

iE€ER)ED

temsil etmektedir:

Her bir promotdrde birden fazla diisiik entropi alani
sunulmustur. Ancak, efektdr AvrBs3 icin sadece bir adedi daha
once aktivasyon 1i¢in yeterli wve gerekli olarak belirlenen 54
bp upa20 promotdr parcacigiyla eslesmistir wve bu dodrudan
AvrBs3 ile aktive edilen genlerde sikga gdriilen UPA kutusuna
tekabill etmistir (Kay et al., yukarida gecen). Ayrica, PthXol
ve AvrXaZ7l efektérleri dicin, her Dbirinde sadece bir alan
onlarin ilgili hedefleri Os8N3 ve XaZ7'nin aktive edilmis veya
aktive edilmemis allelleri arasinda bir polimorfizm ile
Srtismistliir. Bu {ic bdlge boyunca hizalamalarda RVD nilkleotid
iliskileri uyumlu olmustur; bu nedenle, geriye kalan
hizalamalar bu i1liskilere davali olarak sec¢ilmistir wve bunun
scnucunda her bir TAL efektdr hedef ¢ifti icin tam olarak bir
alan elde edilmistir (SEK. 1B wve Tablo 2}. Her bir alanin

dncesinde T yer almistair (SEK. 1D).
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RVD nikleotid iliskileri tarafindan sadlanan spesifiteyi
degerlendirmek i¢in, ilk olarak bir adirlik matrisi on minimal
entropi TAL efektdr hedef alan hizalamalari boyunca gdzlemlenen
tim RVD nilkleotid iliskilerinin siklidina bkadli olarak
Uretilmistir {SEK. iB). Bunun ardindan adgirlik matris,
Xanthomonas oryzae piring patojeninin bes TAL efektédrle
(AvrXa27, PthXol, PthXo6, PthXo7 wve Tallc) en iyi eslesme icin
pirincteki OQOryza sativa spp. Jjaponica cv. Nipponbare (0Osal,
Surim 6.0, rice.plantbiology.msu.edu) her bir artiksiz gen
modelinin translasyonel baslangicinin bkasindaki 10.000 bp
promotdr hélgesini taramak igin kullanilmistir., BAvrXal? igin,
Xa27'nin (GenBank kayit numarasi AY986492) vyukari yénindeki
dizi eklenmistir. Bu yukari y&nll dizi Nipponbare’de mevcut
olmamaktadir. Gozlemlenen iliski sikliklara 90" da
agirliklandinlmistir ve geriye kalan %10 olasi tim iliskilerin
sikliklarina esit bir sekilde daditilmistir. Hizalamalar S3EK.
1 B'deki RVD niikleotid iliski sikliklarindan tiiretilen siklik
skorunun negatif bir logaritmasi olarak alman bir adirlik matris
skoru (y ekseni) kullanilarak siralanmistir. Bu docdrultuda,
eslesmeler daha iyi olmustur. PthXel, PthXo6, PthXo7 ve Tallc
i¢in, deneysel olarak tespit edilen hedef geni en 1iyi veya
neredeyse en iyi eslesme olmustur. Daha iyi eslesmelerin basinda
bir T yer almamistir, hedefi belirlemek icin kullanilan mikro
testte temsil edilmemistir veya intronlar ve EST
sergilememistir. Ters kompleman promcetdr dizilerinin taranmasai,
bilinen hedefler i¢in ileri alanlarindan daha iyi skora sahip
hizalamalar sadlamamistir. Bu sonug, TAL efektérlerinin pozitif
susa bzadlandidi anlamina gelmemektedir, ancak onlarin pozitif
susa 1stinaden 1leri oryantasyonda 1slev sergilediklerini
belirtmektedir. Besinci efektdr Avr¥Xa2/7'nin bilinen hedefi
hasatlida direng geni XaZ7 olmaktadir (Gu etal., yukarida
gecen). Bu eslesme i¢in daha zayif sira (5,368) kalibre edilmis
veya glncel ve suboptimal konak adaptasyonunu belirtmektedir.
Daha iyvi skora sahip alanlar muhtemelen patojenez igin AvrXaZ7

tarafindan hedeflenen genleri icermektedir.
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Yine adirlik matrisi kullanilarak, tim pirin promotérlerini 40
adet ek X. oryzae TAL efektdr ile tarayarak ve mikro test
verisine (PLEXdb.org, kayit numarasi 0S3) dayali olarak
enfeksiyon esnasinda aktive edilen asadi yonlid gen igin en iyi
hizamalar tutularak on adet ek hizalama elde edilmigtir (Tablo
3). Ilk grupta olduju gibi, her bir alanin basina bir T
gelmektedir ve higbir ters sus alani daha iyi skor almamistir.
Toplam 20 hizalamanin RVD nilkleotid 41liski =saikliklara SEK,
1C"de gdsterilmektedir. Bunlar, oldukga basit bir gsifrevyi
teskil etmektedir.

Genigsletilmis 20 TAL efektdr nikleotid hizalamalarindaki RVD
nikleotid sikliklar vyeni bir adirlik matrisi olugsturmak lzere

kullanilmistir wve Python v 2.5%te (www.python,org) vyeni bir

hesaplama kodu vyazilmistir. Kod, belirli bir TAL efektdre
eslesmeler 1i¢in herhangi kir DNA dizisi koleksivonunu taramak
igin kullanilabilmektedir ve gézlemlenen ve gdzlemlenmeyen RVD
nilkleotid 1lisgkileri ig¢in kullanici tarafindan tanimlanabilir
bBir adirlik faktédrii kullanilabilmektedir. Bakiniz, Moscou wve

Bogdanove {yukarida gegen).

Sifrede Dbaz1 dejenerasyon s6z konusu  olmaktadir. Guglu
iliskiler, baglanma afinitesinin codJunu kapsayan badlayicilari
temsil edebilirken, zaylf iliskiler bir esneklik &lcgisid
sadlamaktadir. Alternatif olarak, komsu etkiler de s&z konusu
olabilmektedir. Scon anilan olasilik, RVD’de kosullandirilan her
bir RVD'nin her iki tarafa niikleotid iliski siklidinin tespit
edilmesi wve ardindan onlarin godzlemlenen toplam siklikla
karsilastirilmasi dider bir deyisle, RVD nikleotid g¢iftlerinin
sol veya saddaki kemsu RVD'ye g8re siralanmasiyla ve bu gsekilde
siralanan her bir ¢iftin nispi sikliklarinin o ¢ift icin toplam
siklikla karsilastirilmasiyla arastirilmistir. Komsuya gdre
siralanan RVD niikleotid iliskilerinin sikliklari gé&zlemlenen
toplam sikliga gdre kayda defer farklilik géstermemistir ve bu

da iligkilerin ig¢erikten bafimsiz oldudunu gdéstermektedir.
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Hedef alanini yandan kusatan diziler, -1'deki T disinda korunan
herhangi bir nikleotid sergilememistir, ancak onlarin alanin
ardindan C ac¢isindan zengin ve ig¢erisinde G agisindan zayif
oldugu gdriilmistiir (Sek. 1D). Birkag¢ istisna disinda, alanlar
belirtilmig transkripsiyonal baslangicin 60 bp yukari yonilinde
baslamaktadir ve hic¢kbiri translasycnel kaslangica 87 bp’den daha
yakin olmamaktadar (Tablo 2 wve Tablo 3). RVD/ntkleotid
iliskilerini diizenleyen dider kurallar Ornek 4 ve 5 ’‘te tarif

edilmektedir.

Bu sonuclar d&hilinde, bir genomda TAL efektdr hedeflerinin
ongdrilmesi ve hedeflerin de novo olarak clugturulmasi mimkiin
olmaktadir. Alanlari ongdrebilme yetenedl, hastalikta &énemli
olan konak genlerin tespit edilmesini hizlandiracaktir.
Hedefleri olusturabilme yetenedi, korunan veya g¢gcklu TAL
efektdre vyvanit veren dayanikli diren¢ genlerinin tasarlanmasi
igin umut vaat etmektedir. TAL efektdrlerini rastgele se¢ilmis
gen aktivasyonu ig¢in uyarlamak veya badlanmis proteinleri DNA
modifikasyonu ig¢in hedeflemek de burada tarif edilen sekilde

mimkin olmaktadir.

Tablo 2
Deneysel olarak tanimlanan TAL efektdr hedef c¢iftleri dic¢in
Sngdriilen hedef alan: dzellikleri

TAL efektor Kaynak RVD Hedef gen TcS
TATA kutusuTIS

AvrXa2i' Xanthomonas oryzae pv. 17 Kaz7
oryzase PX09%2

{piring) 27 =7 87
, X. campestris pv. Bs3
AvrBs3? 15 59 1 123
vesicatoria {(biber)
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X. campestris pv. UPAZO

AvrBs3: 18 72 1 150
veslicatoria {biber)
AvrBs3Arepl Modifiye edilmis Bs3-E
14 85 1 136
H4rs AvrBs3 {biber)
AvrBs3Arepl Modifiye edilmisg 15 Bs3 59 1 123
AvrHahl® X. gardneri 14 Bs3 59 1 121
flva ey
X. oryzae pv. oryzae 0s8N3
7
PthXol . 24 (piring) 19 46 251
PthXocb X. oryzae pv. Ooryzae 23 OsTFXl (piring)
PX099
X. .
PLhXo 78 Oryzas Pv. OTYZEC 5o 0sTFITAVI (pirinc)
PX0952
333 44 469
X. oryzae pv. oryzicola . ,
Tallc 16 OsHENI (pirincg)
RLS256
10 -265 217

RVD’ le tekrari dedisken cift

T kalintilar; TcS: belirtilmis transkripsivyonal
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baslangic alani; TIS: translasyonel baslangi¢ alanzi.

Konumlar hedef alaninin 5’ ucuna gdredir.
' Gu et al., vukarida gecen
2 Kay et al. (2007) Science 318:648
P R¥mer et al. (2007) Science 318:645
* Herbers et al. (1992) Nature 356:172

' Rémer et al. (2009) Plant Physiol.
Yang et al. (2006) Proc. Natl. Acad. Sci.
8

Tablo 3

Piringte enfeksiyon esnasinda aktive edilen

Xanthomonas oryzae TAL efektér aday hedefleri.

Efektor Sus RVD' ler Piring lokusu
TcS TATA kutusu TIS q
Dedisiklik (misli)
Tallc BLS256 16 OsHenl 1 10 -265
Tal2c BLS256 27 0s03g0303 15 -16 -145

TalZ2d BL3256 16 0s04g4919 9 27 n.p.

07 29,7
Tal3b BLS256 18 0s05g275%9 42 34 -1
08 8,5

Talda BLS256 26 0s03g3784 1 152 221
04 2,6
Taldb BLS256 14 0s09g3210 72 68 n.p.
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Schomack et al, (2008) New Phytolcocgist 179:546
UsSA 103:10503
USA

217
143

102

104

363

271

.01
.01

. BE-

LAE-

L2E-

.0E-



Taldc
10

Talb

02
PthXol
08
PthXo6
03
PthXo7
06
Tal%a
Tal7a/8

a

01
Tal7bh/8

b
01

03
BLS256
17,1

BL3256
21,6
PX0O9 9
84,2
PX0994
2,8
PX099~
4,5
PX099~

PX0992

PX099~

23

20

24

23

22

20

18

20

0s06g370

Os07g477

Os8N3

OsTFX1

18

1¢

2

OsTFITAY 7

OsHenl
Os01g687
40

1,7

0s01g402

90
1,7

85

31

-15

79

31

333

44

32

=70

46

-780C

44

-197

-276

151

93

251

136

469

93

102

206

.IE-

.6E-

. QE-

.DE-

.6E-

13

.3E-8, 2

.SE-
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RVD' ler: tekrari defisken ¢ift kalaintilar; r: taranan 58.918 gen
modeli arasindan, RVD adirlik matrisi skoruna dayali siralama;
TcS: isaretli transkripsiyonal baslangi¢ alani; n.p: mevcut
dedildir; TIS: translasyonel baslangig alani. Konumlar hedef
alanin 5%’ ucuna gbdredir, Q dederleri asilama sonrasinda bes
defaya kadar gercgeklestirilen, dért defa tekrarlanan bir
karsilastirma icindir; misli defisiklik 96 saatteki
dedigsikliktir (PLEXdb kayit 053}.

Ornek 2 - TALEN’ler mavada islev gérebilmektedir

Plazmitin yapisi: TAL efektdr AvrBs3’iin protein kodlama dizisi
BamHI ile bir plazmitten parcalanma vyoluyla elde edilmistir.
Baslica tekrar alanini kodlayan bir DNA fragmani Sphl ile kesip
cikarilmistir. AvrBs3'in aminoasit dizisi GENBANK Kayit No.
P14727 ve SEQ ID NO: 12 ({SEK. 3) altinda bulunmaktadir ve nikleik
asit dizisi Kayit No. X16130 wve SEQ ID NO:13 (SEK. 4) altainda
bPulunmaktadir. SEK. 4'te, BamHI ve Sphl alanlari kalin wve alt
¢izili olmaktadir. AvrBs3 BamHI ve Sphl fragmanlari, Fokl
nikleaz alanini kodlayvan dizilere bitisik nilkleaz ekspresyon
vektéri pDW178% TAL’a  klonlanmistir (SEK. 5). AvrBs3 hedef
alanini hedef raportdr plazmitine klonlamak i¢in, aralarinda bir
18 bp aralayici dizisine sahip, evrik bir oryantasyonda
dizenlenmis iki AvrBs3 tanima alani igeren i1ki komplementer DNA
oligolar, anilan siraya gdre 57 we 3’ uclarinda BgUI ve 3pel
cikintilariyla sentezlenmigtir. 6, 9, 12 wve 15 bp aralayici
uzunluduna sahip tanima alanlarina sahip haska raportédr
plazmitleri olusturulmustur. Tavlanan DNA oligolari raportdr
plazmiti pCP5'e (SEK. 6) klonlanmisti ve bu da Bgl II ve Spel

ile parcalanmistir.

Maya testi: Hedef raportdér plazmitler YPH499 maya susuna (bir
MAT susu) déniugtiurulmistir ve transformantlar triptofan
icermeyen sentetik, tam ortamda (SC-W) se¢ilmistir. TALEN
ekspresyon plazmiti YPH500’e (bir MAT a susu) dénlUstirilmistir

ve transformantlar histidin ig¢ermeyven SC ortaminda {SC-H)
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kaplanmistir. Hedef raportdor plazmitleri tasivyan maya kolonileri
ve TALEN ekspresyon plazmitleri tagiyan koleoniler geceleyin,
anilan siraya gdre, sivi SC-W ve SC-H ortaminda 30°C’de klultiire
edilmistir. Kiltiirler ayni OD"o’e avarlanmistir ve her birinden
200 Jjul, 200 Jjul YPD ortamina karaigtirilmistir. Karisim, iki
maya susu tirinin ¢iftlesmesine izin vermek icin 4 saat siiresince
30°C’de inkiibe edilmistir. Karistirilan kiiltir ve geceleyin veya
ODdoo 0,5-1 aralidina ulasana kadar 30°C’de 5 mI SC-W-H ortaminda
hiz azaltilmistir ve vyeniden sispanse edilmistir. Hiucreler
toplanmistir ve kantitatif p-galaktosidaz testleri tarif edilen
sekilde gercgeklestirilmistir (Townsend et al. (2009) Nature
459:442-445}

Sonuglar: TAL-Fok I flizyonu, TAL DNA tanima alanini ve spesifik
olmayan Fokl DNA bdliinme alanini igeren alana &6zgl bir nikleaz
olmaktadir. TAL DNA tanima alani, farkli DNA dizilerini baglamak
tUzere 1islenebilmektedir. Bu tarifnamede Ornek 1'de tarif
edildigi gibi, TAL efektédédrleri icin DNA tanima spesifitesi igin
veni bir sinif DNA baglayici alan c¢dziilmiigtiir. Spesifik olarak,
TAL efektdrlerinin DNA badlayici alani, spesifik DNA dizilerini
tanivyabilen wve onlari badlayabilen c¢esitli savyida tandem, 34-
aminoasit tekrari igermektedir, Tekrarlarin amincasit dizileri,
tekrarlarin 12, ve 13. konumlarinda iki bitisik oldukga dedigken
kalinti haricinde korunabilmektedir. Bu konumlar birlikte bir
tekrardan Dbir niikleotide DNA badglayici alanda bireysel
nikleotidleri belirtmektedir, TALEN'lerin mimarisi SEK. 7'de
gosterilmektedir. TALEN' ler dimer gdrevi gormektedir ve
tasarlanmis TAL DNA tanima tekrarlarindan olusan her bir moncmer
Fokl endonikleazindan spesifik olmayan bir bdliinme alanina badla
olmaktadir. DNA tanima tekrarlan ilgilenilen bir genomdaki hedef
DNA dizilerini baglamak izere tasarlanmis olabilmektedir. TAL
nilkleaz monomerleri, bir aralayici dizi araciligiyla ayirilmisg
olan 1iki DNA vyarim alanlarindan birine badlanmaktadir. Bu
aralik, Fokl monomerlerinin dimer olusturmasini ve yaril

alanlarin arasinda aralik dizisinde bir ¢ift sarmal DNA kiridina
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(DSB) olusturmasini mumkin kilmaktadir.

TAL efektd4r DNA tanima alaninin petansivelini incelemek icgin,
dogal TAL efektdrlerinin Fokl niikleaz alanina baglandiklarinda
niikleazlar olarak islev gdsterip gdsteremediklerini belirlemek
igin denevler gercgeklestirilmistir. Maya Dbazli test bir TAL
nilkleaz ekspresyon vyapisi ve Dbir hedef raportdr vyapis:
kullanilarak gercgeklestirilmistir. SEK. 5'te gdsterildidi gibki,
nilkleaz ekspresyonu yapisinin temeli bir Fokl niikleaz alanini ve
maya TEFI promotdriiniin kontrolil altinda bir N-terminal niikleer
lokalizasyon sinyalini (NL3) icermektedir. Cesitli TAT
efektdrlerinin klonlanniasini hizlandirmak igin Fokl nikleaz
alani ve NLS motifi arasinda birden fazla restriksiyon alani
konumlu olmaktadir. Hedef raportér vapisi, SEK. 6'da gbsterilen
sekilde kodlama dizisinin 125 bp ¢odaltilmasiyla bozulmus bir
lacZ raportdr genine sahip olmaktadir. Coaltma TAL DNA
baglayici alanlar tarafindan taninan bir URA3 geni ve hedef
dizisini (iki vyari alan wve bir aralayici diziden olusan)
tavlamaktadir. TALEN'in hedef alana badlanmasi wve DNA ¢ift
sarmal kiridix (DSB) olusturmasi durumunda, mayadaki bu tir
kiraiklar adirlikli olarak ¢ofaltilan lacZ dizilerinin arasindaki
homolog rekombinasyon araciligiyla tekli sus tavlianmayla tamir
edilmektedir (Haber (1995) Bioessays 17:609).Rekombinasyon,
iglevsel bir lac?Z geninin vyeniden olusturulmasi ve URA3’'de

kaybin gerceklesmesiyle sonuclanmaktadir (bu, fluoroorotik asit

direncini kazandirmaktadir) . TALEN' lerin nispi bolunme
aktivitesi, lacz enzim aktivitesinin belirlenmesiyle
Slclilmektedir.

Bu arastirmalarda, SEQ ID NC: 16'da (SEK, 8) belirtilen sekilde
merkezi bir niikleaz tekrar bélimiine sahip clan dodal TAL efektér
AvrBs3 nlikleaz ekspresyen vektérine klonlanmistir wve 18 bp
aralayica dizisine sahip AvrBs3 hedef bdlgeleri (ters
oryantasyonda diizenlenmis bkadlayici iki alan} hedef raportdr
vektdriine klonlanmistir. Maya testi, SEK. 9’da g&sterilen ve

yvukarida tarif edilen sekilde gerceklestirilmistir. Sonuclar,
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maya hlicrelerinden hem AvrBs3 nlkleaz plazmitle, hem de hedef
raportdr plazmitle doénlistiiriilen lacZ aktivitesinin sadece hedef
raportdr plazmiti (SEK. 10) ig¢eren kontrol maya hilcrelerine gdre
kayda defer oranda daha yiiksek {15, 8 misli) oldugunu
gbstermistir. Sadece &adirlikli olarak tekrar alanini kodlayan
Sphl fragmaniyla gergeklestirilen nlikleaz flizyonlariyla herhangi
bir aktivite gbdzlemlenmemigtir. Bu durum, TALEN aktivitesi icin
DNA baglavica alani disinda dizilerin gerekli oldudgunu
gbstermektedir. 6 11 9 bp arasinda aralayici uzunludguna sahip
raportdr plazmitler de aktivite sergilememistir. Bu durum da
Fokl’in dimer olusturmasina izin vermek igin iki badlayici alan
arasindaki beosludun kritik oldudunu géstermektedir. Bu veriler,
AvrBs3 TAL nilikleazin, onun mayadaki ayni kékten hedef dizisini
bdlen bir alana spesifik nilkleaz olarak 1isleyebilecedini

g&stermektedir.

Ornek 3 - Ozel TALENler igin TAL efektdr tekrarlarinin moediiler

diuzenlemesi

Dért ayri bireysel TAL efektédr tekrarlarinin her birinin 102 basz
ciftine tekablil eden, her biri farkli bir niiklectidi belirten
tamamlayici oligonlkleotitler 4 tekli, 16 ¢ift ve 64 i¢lu tekrar
modiilleri elde etmek ig¢in, standart restriksiyon parcgalanmasi ve
ligasyon teknikleri (Or: SEK. 11 ’'de gdsterilen gibki)
kullanilarak tim devsirimlerde bireysel olarak wve 2 veya 3
tekrarla kombinasyonlar halinde sentezlenmektedir,
tavlanmaktadir ve bir yiiksek kopya bakteriyel klonlama vektdriine
klenlanmaktadir. Arzu edilen TAL efektdr kodlama dizisi,
karakteristik nihai yarim tekrar disinda merkezi tekrar
alanindan yoksun olan tallc geninin bir kesik big¢imini iceren
bir Gateway-hazir vyiksek kopya bakteriyvel klonlama wvektériine
uygun modillerin sirali bir sekilde katilmasivla
dilzenlenebilmektedir. Ornedin, bir 18 tekrarli TAL efektdr
kodlama dizisi, 5 ¢l modil wve 1 ¢ift modilin kesik tallc

vektdriine sirali clarak katilmasiyla dizenlenebilmektedir.
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Ornek 4 - TAL efektdr tekrarlarinin modiiler diizenlemesi icin bir

gsistem

Ozel TAL efektdr kodlayici genler firetmek icin plazmitler wve
yontemler gelistirilmistir. TAL efektdrlerinin islevsel
spesifitesi, bu tarifnamede tarif edilen sekilde tekrarlardaki
RVD? ler tarafindan belirlenmektedir; tekrarlardaki ve
proteinlerin dider alanlarindaki dider polimorfizmler nadir
olmaktadir ve islevsel spesifiteye istinaden dnemsiz olmaktadir.
B&ylece, rastgele bir TAL efektdr geninin tekrar alanini arzu
edilen RVD’leri iceren tekrarlarla dedistirerek &zel TAL efektdr
genleri {iretilmistir. RVDTerin disindaki tekrar dizileri bir
konsensiils dizisiyle eslesmistir (asadgida ac¢iklanmistir). TAL
efektdr tekrarlarini kodlayan DNA fragmanlari bir, iki veya lg
tekrari kodlayan modillerin igerisine sirasiyla dizenlenmisgtir
ve modiller, igerisinden orijinal tekrarlarin g¢ikarildigi bir
TAL efektdr geninin igerisine klonlanmistir. Son (yarim) tekrar
haricinde, kodlanan tekrarlarin her biri
LTPDQVVAIASXXGGKQALETVORLLFVLCQDHG (SEQ ID NO: 18; SEK. 123)
dizisine sahip clmustur. Son (yarim) tekrar
LTPDQVVAIASXXGGKQALES (SEQ ID NO: 20; SEK. 12B) dizisine sahip
olmustur. Her iki dizide, “XX” RVD’'nin konumunu belirtmektedir.
Modiller tekrarlarda kullanilan RVD’ler anilan siraya gbdre A, C,
G ve T'ye balanmayi belirten NI, HD, NN ve NG olmustur. Asadida
tarif edilen deneylerde Xanthomonas oryzae pv. coryzicola susu
BLSZ256"nm tallc geni, tekrarlari c¢ikarilmis olarak, ozel TAL

efektdr genlerini clusturmak i¢in “temel” clarak kullanilmistir.

Bu tarifnamede tarif edilen yéntem bes bilesen igcermistir: (1)
tekli tekrar baslatici plazmitlerinin Uretimi; (2) tekli tekrar
modiilil plazmitlerinin {retimi; (3) c¢oklu tekrar modiillerinin
dretimi; (4) bir-, iki- wve ¢ tekrar modiili plazmitlerinin tam
bir grubunun idretimi ve (5) &6zel TAL efektdr kodlama dizilerinin

dizenlemesi.

90



10

15

20

25

30

Tekli tekrar baslatici plazmitlerini {dretmek ig¢in tallc geni
Mscl ile parcalanmistir ve birinci tekrarin birinci kismi ve
sonuncu, kesik kismin sonuncu kismi disinda tekrar bélgesinin
tamaminil c¢ikarmak igin badlanmistir wve bunun sonucunda pCS487
olarak belirtilen plazmit elde edilmistir (SEK. 13). FElde edilen
gen RVDN1’y1 kodlamistir ve ¢odu TAL efektdr geninde oldudu gibi
tekrar bdélgesini tavlayan 1ki Sphl alani icermistir. Gen

herhangi bir Xhol alani igermemistir.

Bunun ardindan, kodon 19 ve 20 {izerinde merkezli &zel bir Xhol
alanini iceren ©&zel bir PspXI alani olusturmak icgcin pCS4877vye
translasyonel olarak sessiz bir mutasyon tanitilmistair.
Mutasyon, kodon 18-Z1 i¢in, her ikisi de amincasit sekansi ALES’i
(SEQ ID N0:22) kodlayan orijinal ve dedistirilmis nikleotid
dizilerini (anilan siraya gdre SEQ ID NO:21 ve SEC ID NO:23)
gbsteren SEK. 1l4'te gdsterilmektedir. Elde edilen plazmit,
pCS489 clarak anilmaktadir.

Ilave mutajenez araciligdivla, anilan siraya gdre pCS490, pCs491l
ve pCS849Z2 olarak belirtilen plazmitler olusturmak igin RVD' ler
HD, NN ve NG ile ¢ ek yapi olusturulmustur. Modifiye edilmis
tekrar alanini kapsayan Sphl fragmani pCS5489, pCS490, pCS491 ve
pCS492'den, Gateway giris vektéri pENTR-D"de (Invitrogen,
Carlsbad, CA), tekrar alani olmadan tallc’'nin sadece N- ve C-
terminal kisimlarini kodlavyan, PCS5488 (SEK. 15) olarak
belirtilen kanamisin direngli plazmite aktarilmistair. Bu
aktarim, anilan siraya gdre, pCS493 (SEK. 16), pC3494, pCs5495 ve
pCS496 clarak kelirtilen tekli tekrar baslangig¢ plazmiti eri
saglamistir. Kesik tekrardaki PspXEXhol alani bu plazmitlerde
bzel c¢lmavae devam etmigtir. pCS$488 ve onun tilrevlerinin her
birindeki TAL efektdr geninin &ninde, anilan siraya gore
prokaryot ve dkaryotlarda verimli translasyon ig¢in Shine-Dalgamo

ve Kozak dizileri yer almaktadir.

Bunun ardindan tekli tekrar modiilii plazmitleri olusturulmustur.
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Segilen RVD Terin (NI, HD, NN ve NG) her biri ig¢in bir plazmit
olusturulmustur. Her plazmit, bir PspXI alanina baglandiginda
bir Xhol ile yeniden diizenlenen ancak bir PspXI alaniyla yeniden
diizenlenmeyen bir 5’ uyumlu kohezif uca ve hem bir Xhcel, hem de
bir PspXI alaniyla yeniden diizenlenen bir 37 uyumlu kohezif uca
sahip olmustur. Plazmitler g¢ikintiya sahip tavlanan sentetik,
komplementer coligoniklectidlerin (SEK. 17 A) pBluescript SK'nin
PspXEXholI alanina klenlanmasiyla Uretilmistir - bunun sonucunda,
anilan siraya gdre, pCSbh02 (SEK. 17B), pCS503, pCs504 ve pCSh05
olarak belirtilen plazmitler elde edilmistir. Her bir plazmit,
Hdzel yeniden dilizenlenmis PspXI alaninda tekli tekrar modiiliinin
37 ucunda ek tekrarlarin veyva tanitimini veya yeniden dizenlenen
Xhol alanlaraini kullanarak tekrar modiiliiniin kesilerek alinmasini

mimkiin kilmistir.

NI, HD, NN ve NG ig¢in birer tane olmak ilzere ek tekli tekrar
modiilleri Uretilmistir. Her biri bir PspXl alanina baglandiginda
bir PspXT wveya Xhol alanini yeniden diizenlemeyen bir 5’ uyumlu
kohezif uca, hem Xhol, hem de PspXI alanini yeniden diizenlevyen
bir 37 uyumlu kchezif uca wve dahili Mscl alanini yok eden
translasyonel olarak sessiz bir nilkleotid ikamesine sahip
olmustur (SEK. 18A). Bu modiller g¢ikintiya sahip sentetik,
komplementer oligeoniikleotidlerin tavlanmasiyla {iretilmistir. Ek
tekli tekrar modiillerinden herhangi birinin tekli bir tekrar
modiill plazmitinin (pCS502, pCS503, pCSH04 veya pCS505) ozel
PspXl/Xhol alanina badlanmasi 5’ Dbadlanti noktasinda veni
herhangi bir Xhol alani ortaya ¢ikarmamistir, ancak ozel
PspXEXheolI alaninda restorasyon sdz konusu olmustur; bunun
sonucunda, plazmitler PspXI ile kesmeyle daha fazla ek
tekrarlarin katilmasi icin dogrusal duruma getirilebilmektedir.
Bu prosesin vyinelemesi, birden fazla tekrar igeren modiulleri
ortaya ¢ikarmistir {(SEK. 18B). Ilaveten, birden fazla tam tekrar
modiiliiniin her biri Xhol kullanilarak kesilerek anilabilmistir,.
Mscl alaninin ek tekli tekrar modillerinde vyok edilmesi

nedenivle, baslangic¢ tekrarindaki Mscl alani &6zel olmayva devam
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etmistir wve c¢oklu tekrar modilinin miteakip alt klonlanmasi

dzerine coryantasyonun kontrel edilmesi fayda sadlamistir,

Ek tekli tekrar modiilleri, tekli tekrar mecdill plazmitlerinin
yani sira clasi tim bir-, 1ki- ve lic-tekrarli modiillerin tam bizr
grubunu olusturmak ig¢in tekli tekrar modil plazmitlerine
tekrarlanarak klonlanmistir ve bdylece toplamda pCS502 ile
pPCS585 arasinda 84 plazmit elde edilmistir (SEK. 19). Ucten fazla
tekrar (6r: dort, bes, alti, yedi, sekiz, dokuz, cn veya daha

fazla tekrar) iceren modilller ayni sekilde liretilmigtir.

Bunun ardindan, &zel bir TAL efektdr geni olusturmak ig¢in
tallc "temele herhangi bir tekrar sirasi dizenlemek icin bir
yo&ntem tasarlanmistir. Yontem, ayni zamanda SEK. 207de tasvir

edilen asag@idaki adimlari icermistir:

(1) Arzu edilen tekrara sahip bir tekli tekrar baslatici
plazmiti se¢mek (anilan siraya gdére RVD NI, HD, NN veya NG’'yi
kodlayan pCS493, pCSsS4984, pCS485 veya pCS495);

(2) plazmiti PspXI ile dodrusal duruma getirmek;

(3) uygun modil plazmitinden (pCSsS502 1ile pCS8585 arasinda)
siradaki tekrar (tekrarlar) i¢in modiuld Xhol kullanilarak izole
etmek;

(4) baglanma;

(5) Mscl ile parcalanmanin oryantasyonu kontrol etmek wve bir

vektdr bazli primer kullanilarak 3 '

ucundan diziyi dodrulamak
Ve
(6) tim tekrarlar dizenlenene kadar adim 2-5"1 tekrarlamak.

Ornek 5 - TALEN’lerin modiiler dizenlemesi icin plazmit

kiittiiphanesi

TALEN tekrarlarinin bu tarifnamede tarif edilen sekilde
dizenlenmesi (&r: SEK, 20'de tasvir edilen adaimlarai kullanarak)
artan savyida tekrar igeren Dbirden fazla ara plazmit ile

sonug¢lanmaktadir. Bu plazmitlerin her biri, TALEN’ lerin modiiler
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dizenlemesi ig¢in bkir plazmit kiltiphanesinin (pMATTar) Uretildigi
sekilde saklanmaktadir. Ornedin, SEK. 21A ve 21B tekrar
modiillerinin, gdsterilen niikleotid dizilerini hedefleyen TAL
endenikleazlarinin olusturulmasindaki diizenlemesini tasvir
etmektedir. SEK. 21Aa’da, pCS519, pCs3524, pCs3537, pCs551, pCsS583
ve pCS529 olarak belirtilen plazmitlerden tekrar modiilleri
pCS493 oclarak belirtilen baslatici plazmitindeki diziye siralz
olarak eklenmektedir ve pMAT55, pMATS56, pMATS7, pMATS58, pMATSO
ve pMAT60 olarak belirtilen plazmitler elde edilmektedir. SEXK.
21B'de pCS$530, pCS533, pCS522 wve pC3541 celarak belirtilen
plazmitlerden tekrar modiilleri pMAT1 olarak belirtilen
plazmittekl diziye sairali olarak eklenmektedir wve pMATS1,
pMAT62, pMAT63 wve pMAT64 oclarak belirtilen plazmitler elde

edilmektedir.

Ornek 6 - Ozel TALENTerin lUretimi ve test edilmesi

TAT, DNA tanimlama alani, Ornek 4 ve 5’te tarif edilen sistemi
kullanarak belirli DNA hedeflerini (SEK. 22A) taniyan ve bdlen
TALEN’leri olusturmak ic¢in kullanilmistair, TALEN islevini
degerlendirmek 1¢in, LacZ aktivitesinin DNA Dbdlinmesini bir
gdstergesi gdrevini gdrdidli bir maya testi uyarlanmistir
(Townsend et al., yukarida gec¢en). Bu testte, bir hedef plazmiti
ve bir TALEN ekspresyon plazmiti c¢iftlesme aracilidiyla ayni
hiicrede bir araya getirilmektedir. Hedef plazmiti, kodlama
sekansinin 125 bp c¢ofalmasini igeren bir lacZ raportdr genine
sahip olmaktadir. Cofalma, belirli bir TALEN tarafindan taninan
bir hedef alanini tavlamaktadir. Hedef alaninda bir ¢ift sarmal
DNA kirigi olustudunda, bu, ¢odaltilan diziler arasinda tek
sarmal tavlama araciligiyla onarilmaktadir wve bu, ekspresyonu
8lciilebilir bir okuma sadlayan standart S-galaktosidaz testleri
kullanilarak ©&lcilebilen isgslevsel bir lacZz geni {Uretmektedir
(SEK. 22A). Bu testin bir SFN'nin NHEJ tarafindan kromozal
mutasyonlar olusturma veya yiuksek Okaryotlarda gen duzenleme
igin homoleg rekombinasyonu stimile etme yetenedi ig¢in iyi bir

g&sterge oldudu gbsterilmistir (Townsend et al., yukarida gecen
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ve Zhang et al. (2010) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 107:12028-
12033) .

iyi karakterize edilen iki TAL efektér kullanilmistair - biber
patojeni Xanthomonas campestris pv. vesicatoria’dan AvrBs3 wve
piring patojeni X. oryzae pv. oryzae’den PthXol (Bonas et al.
(1989) Mol. Gen. Genet. 218:127-136; and Yang =t al. (2006) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 103:10503-10508). AvrBs3’'in aminocasit
dizisi GENBANK Kayit No. P 14727 wve SEC ID NO: 12 (SEK. 3)
altinda ve nilkleik asit dizisi Kayit No. X16130 ve SEC ID NO: 13
altinda bulunabilmektedir (SEK. 4}. PthXel’in aminoasit dizisi
GENBANK  Kayit No. ACD5HE8243 ve SEC ID WNO:31 altinda
bulunabilmektedir (SEK. 23) ve nlUkleik asit dizisi Kayit No.
CP0O0D0967, gen No. 6305128 wve SEC ID NO:32 altinda (SEK. 24)
bulunabilmektedir. PthXol’in  GENBANK Kayit No. ACD58243
altindaki aminoasit dizisi, baslangig kcdonunun yanlis
belirtmeler nedeniyle N-terminusunda kesik olmaktadir. Dizinin

tamami SEK. 23 ’‘te sunulmaktadir.

Hem AvrBs3, hem de PthXol’in tekrar alanlari tamamen korunan bir
Sphl fragmaninin igerisinde kodlanmaktadir (SEK. 4 ve 24). Her
iki TAL efektdr kodlama geni ayni =zamanda tekrar alani ve
dncesindeki 287 aminoasidi veya sonrasindaki 231 amincasidi ig¢in
kodlama dizisini kapsayvan bir BamHI restriksiyon fragmanina
sahip olmaktadir (SEK. 4 ve 24; ayrica, SEK. 22A). BamHI fragmani
TAL efektdr transkripsiyonal aktivasyon alanindan yoksundur. Hem
Sphl fragmanlari, hem de BamHI fragmanlari, nlkleaz ekspresyon
vektori pFZ857te mevcut olan bir DNA fragmani kodlayici FokEe
baglanmistir (SEK. 25). AvrBs3 ve PthXol tarafindan Kkodlanan
Fokl niikleazi ve BamHI fragmanlara arasindaki flzyon proteinleri

SEK. 26 ve 27'de saglanmaktadir; SEQ ID NO: 33 ve 34.
Fokl monomerlerinin bdlinmesi icin dimer olusturmasi

gerekmektedir, ancak i1iki DNA tanima alani arasindaki uygun

aralayici uzunludu belirsiz olmustur. Cinko parmak testlerinin

95



10

15

20

25

30

bir 4-7 aminoasit badlavici aracilidiyla FokEden ayrildigi
ZFNfler i¢in i1iki tanima alani arasindaki tipik aralayici 5-7 bp
olmaktadir (Handel et al. (2z009) Mol. Ther. 17:104-111) .
Ornedin, burada kullanilan BamHI TALEN vyapilarindaki FokEden
tekrar alanini 235 amincasit ile ayirilmasi nedeniyle, BamHI ve
Sphl vyapilari icin ¢esitli aralayici uzunluklari (6, 9, 12, 15
ve 18 bp) kullanilmistir. Pozitif bir kontrol olarak, fare
transkripsivyvon faktdril Zif2687den (Porteus ve Baltimore ({2003)
Science 300:763) tiretilen bir DNA baglayici alana sahip i1ivi
karakterize edilen bir ¢inko parmak nitkleazi kullanilmistir.
Negatif kontreller colarak, TAL efektdr alanlara katalitik olarak
inaktif bir Fokl wvaryantina badlanmistir veva konjuge olmavan

DNA hedeflerine karsi test edilmistir.

200 ml gecelik kiltilrde TALEN ekspresyon veyva hedef plazmit
igeren haploit hiucre tirleri 30°C'de YPD ortaminda
ciftlestirilmistir. 4 saat sonrasinda YPD ortami 5 mi selektif
ortamla dedistirilmistir ve geceleyin 30°C’de inkiibe edilmistir.
Ciftlestirilen killtirler coziindlirilmistir, ONPG substrat
eklenmigtir wve absorbans bir 96- gbzenekli plaka okuyucu
kullanarak 415 nm'de OdlclUlmustir (Townsend et al., vukarida
gecen) ., B-galaktosidaz seviyeleri substrat bhélinme hizinin bir
fonksiyonu olarak hesaplanmistir. Tki tanima alanini ayiran bir
15 bp aralayiciyva sahip hedef raportér yapilari ile elde edilen
sonuglar SEK 22B'de gdsterilmektedir. Tekrar dizilimini baslica
kodlayan Sphl fragmanindan tuUretilen tim niikleaz ekspresyon
vapilari aktive sergilememistir ve bu da islev acisindan tekrar
testlerindekilere ek olarak aminocasit dizilerinin gerektigini
gostermektedir (SEK. 22B). PthXol TALEN aktivitesi ZFN pozitif
kontrolinkine benzer olmustur. Islevsel Fokl alani ic¢in gerekli
olan aktivite belirli bir TALEN tarafindan taninan DNA hedefi

igin spesifik olmustur,

Ayrica, Fokl’in en verimli sekilde dimer olusturmasini mimkin

kilman aralayici wuzunluklarini belirlemek ig¢in TAL efektdr
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badlayvici alanlari arasindaki cesitli mesafeleri (12 ve 30 bp
arasinda 11 adet wuzunluk wvaryanti) Olc¢mek igin de deneyler
gerceklestirilmistir (SEK. 28A). Her 1iki enzim iki uzunluk
optimumu sergilemistir - bunlardan biri 15 bp’de ve dideri ya 21
bp (&vrBs3), va da 24 bp (PthXocl) olmustur. PthXol igin, test
edilen 13 bp ve izeri tiim aralayici uzunluklari ig¢in aktivite
gézlemlenmistir. Ancak AvrBs3 ic¢in bazi aralayici uzunluklar:
herhangi bir aktivite sergilememistir, bu da aralayici
uzunluklarinin belirli TALENTer icin kritik oldugunu

g&stermektedir.

Yukaridaki deneyler, aralayicinin her iki tarafina kargilaikl:
olarak verlestirilen ayni tanima dizilerini  Dbirbirlerine
baglayan homodimerik TALENTerin aktivitesini test etmistir. Bu
tiir palindromik alanlarin genomik hedeflerde dodal olusumlu
olmas1i pek olasi olmadidi 1i¢in TALENTerin heterodimer olarak
islev gosterebilip gdsteremevecegini test etmek i¢in deneyler
gerceklestirilmistir, AvrBs3 ve PthXol tanima alanlari bir 15 bp
aralayicinin her 1ki tarafina bastan scna oryvantasyonda
yerlestirilmistir. AvrBs3 wve PthXocl TALENTerinin bireysel
aktivitesi ve Zif268’in onlarin ilgili hedeflerinin izerindeki
aktivitesi kontrecller olarak &l¢ilmustiir. Negatif bir kontrol
olarak, heterodimerik alan ig¢in sadece hedef alani plazmiti
iceren bir maya kiiltiril LacZ aktivitesi icin test edilmistir.
Heterodimerik TALEN'in elde edilen aktivitesi, iki homodimerik
enzimle gorilen aktivitelerin ortalamasinin civarinda olmustur

(SEK. 28B).

Tekrar alanlarinin TALEN'leri rastgele kromozal dizilere
hedeflemek i¢in dilzenlenebilip diizenlenemevecedini test etmek
icin daha oénce ZFN’ler ile mutajenez icgin hedeflenen 1iki gen
segilmistir - Arabidopsis’ten ADH1 wve zebra balidindan gridlock
(Foley et al. (2009) PLoS One 4:e4348 ve Zhang et al., vukarida
gegen). Basinda bir 5" T olan ve Moscou ve Bogdanove (yukarida

ge¢gen) tarafindan belirlenen TAL efektdr baglayici alanlantikine
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benzer bir nukleotid bilesimine sahip 12-13 bp dizileri igin bir
tarama gercgeklestirilmigtir. ADH]1 ve gridlock’ta bu tir bdlgeler
ortalama her 7-9 bp’de bir gercgeklestirilmistir. ADH1 ‘de
(krcmozal gen dizisinin 360, 408, 928 ve 975. konumlarinda) doért
12 bp alani ve gridlock’ta (kromozal gen dizisinin 2356,
konumunda; SEK., 292) bir 13 bp alani secgilmigstir. TAL efektdr
alanlara, dodal TAL efektédrlerinden en bol olarak mevcut olan
RVDTer kullanilarak (A ig¢in NI, C ic¢in HD, G igin NN ve T icin
NG) bu hedefleri tanimak icin vyapilandirilmistir. Czel TALENTer
olusturmak 1g¢in bu RVDTeri i1g¢eren tekrarlar bireysel olarak
sentezlenmistir ve Ornek 4 ve 5'te tarif edilen sekilde bir, iki
veya Ug¢ tekrardan olusan modillerin ic¢inde dizenlenmistir. Bu
modiiller sirali colarak, orijinal tekrarlarin c¢ikarildigdi tallc
geninin (Moscou ve Bogdanove, yukarida gegen) bir tirevine
baglanmistir ve islenen bur TAL afektdrlerinden BamHT
fragmanlar: pFZ85’te Fokl’in katalitik alanini kodlayan dizilere
baglanmistir (SEK. 25B). Arabidopsis wve zebra balidi gridlock
geninden ADH]1 ’'e hedeflenen bes &zel TALEN clusturulmustur.

Elde edilen &zel TALENTer, heterodimerik TALENTerin dogal
olusumlu DNA hedeflerinde bolinmeyi yonlendirmek igin
vapllandirilmalarinin gerektidi not edilse de, maya testinde
homodimerik TALENTer olarak test edilmigtir (yani, ayni DNA
baflayvici alan bir 16-18 bp aralayicinin her iki tarafinda ters
oryantasyonda ¢odaltilmistir). Aralayici uzunluklari siradaki
komsu (ve karsit) aday alanin 3’ ucundan 15 bp mesafeye en yvakin
mesafeye dayalil olarak sec¢ilmistir. ADH1I-360-12, ADH1-408-12r
igin 16 bp aralayicilar wve ADH1-928-12, ADH1-975-12r ve
gridlock-2356-13r icin 18 bp aralayicilar kullanilmistir. Maya
testi yukarida tarif edilen sekilde gergeklestirilmistir.

ADH1-360-12 wve gridlock-2356-13r TALEN i¢in saglam nikleaz
aktivitesi gdzlemlenmistir {SEK. 29B). ADH 1-928-12 TALEN makul,
ancak yine de negatif kontrollerin kayda deger oraninda lUzerinde

olan aktivite sergilemisgtir. Pozitif sonu¢ sadlayan her biri
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35

TALEN 1i¢in niikleaz aktivite ayni kdékten hedef icin spesifik

olmustur. Bu sonuglar, yeni, islevsel TALEN' lerin
Ozellestirilmis tekrar alanlariyla dilzenlenebilecedini
gbstermektedir.

Ornek 7 - Dodal olusundu hedef wve TAL efektdr cgiftleri

nikleotidde wve RVD bilesiminde genel wve konumsal edilim

sergilemektedir

Moscou wve Bogdanove {yukarida gegen} tarafindan analiz edilen
eslestirilen 20 hedef ¢ifti ve TAL efektdrleri nikleotid veya
RVD sikliklara izerinde genel bilegim edilimi wve konumsal
etkiler icin dederlendirilmistir. Alanlarin (pozitif sustaki)
genel olarak A wve C bakimindan zengin ve G bakimindan zayaif
olduklari gézlemlenmigstir. Ortalama ylizde A 31 £ 16% (1 standart
sapma) olmustur. Ortalama yuzde C 37 £ 13% olmustur. Ortalama
yizde G 9 = 8% ve ortalama yizde T 22 £ 10% olmugtur,
Hizalamalarin uzunluk bakimindan farklilik géstermesi nedeniyle
konumsal etkilerin analizi her uctaki bes konumla
sinirlandirilmistir. Ilging bir sekilde, hedef dizilerindeki
ggilim 1. wve 3. konumda A ig¢in ve N konumunda T’vye karsi ve
muhtemelen 2’de T igin wve belirgin olmustur. G N-1 konumunda
dzellikle nadir olmustur. Bu edilim, efektdrlerdeki RVD'lerin
eglestirilmesiyle wvansitilmistir; NI en si1k 1. wve 3. konumda
gézlemlenmistir, 1. konumda hi¢ NG gdzlemlenmemistir wve NG
neredeyse her zaman konum N’de, NN ise nadiren konum N-1 ’de

gdzlemlenmistir (SEK. 30). Ornek 8 - 0Ozel TAL efektdr tekrar

dizilimlerinin hizli dizenlemesi ve klonlanmasi ig¢in ydntemler

ve reaktifler

Golden Gate klonlama vydntemi [Engler et al. (2008), vyukarida
gecen ve Engler et al. (2009), yukarida gegen] Tip TIS
restriksiyon endonikleazlarinin (Gr: Bsal) coklu DNA
fragmanlarinin eszamanli olarak sirali olarak badlanmasi igin
Oozel g¢ikintilar colusturmak ig¢in onlarin tanim alanlarinin
digsarisini kesme vetenedinden faydalanmaktadir. Bu vydntem

kullanilarak birden fazla DNA fragmani bir dizilime spesifik bir
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sirada baglanabilmektedir ve tekli bir reaksivonda arzu edilen

hedef vektdriin ig¢ine klonlanabilmektedir (SEK. 31).

Ozel TAL efektdr kedlayici dizilimi diizenlemek icin bir ydntem
ve reaktifler Gelden Gate sistemine dayali olarak
gelistirilmistir, Bsal alanlari bir TAL efektdr tekrar kodlama
dizisinin iki tarafindan birine konumlandirildiginda, bolinme 4-
bp ¢ikintilarla tavlanan bkir tekrar fragmanini salmaktadir.
B&liinme alaninin diziye spesifik olmamasi nedeniyle, tekrar
kleonlan basamaklandirma araciligiyla siralzy, tamamlayici
cikintilarla (yapiskan uglar} salinabilmektedir ve bdylece coklu
tekrarli dizilimin sirali diizenlemesini mimkin kilabilmektedir.
58 plazmitten olusan bir kitiphane (SEK. 31A ve 32ZB), 10'a kadar
tekrar biriminin egszamanli olarak “falt dizilimlere”
dilzenlenmesini, ardindan da bu alt dizilimlerin bir, iki veya
Uclnin bir son kesik tekrarla birlikte bkir tam, 6zel dizilime
egzamanli olarak dilzenlenmesini mimkiin k1lmak icin
tretilmektedir. Gruptaki her fragmanin bir tekrar modilinil dért
en vaygin RVD’lerden (HD, NG, NI wve NN) farkli bir tanesivyle
kodladiga, dért fragmandan olusan on basamaklandirmalil grup
sentezlenmistir ve toplam 40 plazmit elde edecek gsekilde
tetrasiklin direng genini tasiyan bir vektdrin igine
klonlanmigtir. Her fragmanin en yaygin ddrt RVD’den farkli bir
tanesini kodladidi, 20 amincasitten olusan, terminali kesik TAL
efektdr tekrarini kodlayan dért fragman daha sentezlenmistir ve
“son tekrar plazmitleri” olarak belirtilen dort plazmit daha
elde etmek ig¢in spektinomisin direng genini tasiyan farkli bir
vektdriin  ig¢ine kleonlanmistir (SEK. 32A), Basamaklandirmali
gruplardaki tim fragmanlar, Bsal ile b&linmenin farkli yapiskan
uclara sahip fragmanlari =salmasini sadlayvan sgsekilde Bsal
alanlariyla tavlanmaktadir ve uygun sirada dizenleme elde
edilmektedir; dider bir deyisle, tekrar modild 1 ig¢in bir
fragmanin 3’ ucundaki c¢ikinti1 sadece tekrar modiilli 2 dig¢in
fragmanin 57 ucundaki ¢ikinti ig¢in komplementer olmaktadir,

tekrar mediilil 2 nin 3’ ucundaki c¢ikinti sadece tekrar modilinin
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5’ ucundaki cikinti ig¢in komplementer olmaktadir, vesaire. Son
tekrar plazmitlerindeki fragmanlar alanlar igin farkli bir Tip
IIS restriksiyon endoniikleaz Esp3I ic¢in tavlanmaktadir. Asadida
tarif edilen ek on dort plazmit dizenlenen alt dizilimleri almak

i¢in hedef vektdrleri clarak olusturulmustur.

21 wveya altinda tekrara (son, kesik tekrar d&hil) sahip son
dizilime dizenlenecek olan 10 tekrarli birinci alt dizilimi
almak igin birinci hedef vektorii, plazmit pFUS A
olusturulmustur. pFUS A, Bsal tarafindan bélunmenin bir tarafta
birinci tekrar mediliniin 5’ ucundaki c¢ikinti ig¢in tamamlayici
olan bir c¢ikinti olusturdugu wve diger tarafta 10. tekrar
modiiliniin 3’ ucundaki ¢ikinti i¢in tamamlavici clan bir c¢ikinti
olusturdudu sekilde yapilandirilmistir. Bu tiir bir son dizilime
dilzenlenmek ilzere 10 wveya altinda tekrara sahip bir ikinci alt
dizilim almak 1¢in hedef vektord plazmitleri pFUS Bl, pFUS B2,
pFUS B3, pFUs B4, pFUS BS, pFUS B6, pFUS B7, pFUS BS, pFUS BY ve

pFUS R10, Bsal tarafindan bdlindiklerinde birinci tekrar

modiilinin 57 ucundaki cikinti ve ona karsilaik gelen
numaralandirilmis konum ic¢in tekrar modiliiniin 3’ ucu dicgin
tamamlayici olan cikintilara sahip olacaklan sekilde

vapilandirilmistir (ér: alt dizilimin 37 ucu i¢in pFUS B6
c¢ikintisi 6. konum di¢in dért tekrar modiilil fragmaninin
cikintisivla eglesmektedir) . pEUS A Ve pFUS B plazmit
serilerinde klonlanan dizilimler wvektdrde Esp3I alanlara
araciligiyla tavlanmistir ve Esp3I ile parcalanmayla
salindiklarinda, dizilimler onlarin tekrar bdlgesinden yoksun
bir TALEN’1 kodlayan hedef wektdr pTAL’1n i¢ine Kkesilen son
tekrar fragmaniyla birlikte sira halinde badlanmalarini mimk{in
kilan 6zel, tamamlayici <c¢ikintilara sahip olmaktadir. pTAL,
Esp3I ile bkoélinmenin tekrar diziliminin bir ug¢ta ilk on tekrar
alt diziliminin 5" ucundaki g¢ikinti igin tamamlayici olan bir
¢ikinti ve dider ug¢ta son kesik tekrar fragmaninin 3’ ucundaki
¢ikinti ic¢in tamamlayici olan bir ¢ikinti sayesinde dodru konuma

ve dofru orvantasvonda verlestirilmesini mimkin kilmaktadair
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(SEK. 33).

22-31 tekrar igeren bir son dizilime dizenlenecek birinci ve
ikinci on tekrar alt dizilimi almak ig¢in son iki hedef wvektdr
plazmiti pFUS A30A ve pFUS A30B ocolusturulmustur. pFUS A30A wve
pFUS A30B, Esp3l ile parcalanmanin, dizilimlerin sirali bir
sekilde bir pFUS B’den Esp3I ile pargalanmaya benzer bir gekilde
pPTAL’1n ig¢ine salinan bkir dg¢linci dizilim wve bir son tekrar
plazmitinden bir son kesik tekrar fragmanai poyunca
baglanabildigi sekilde uygun komplementer ¢ikintilarla
dizilimleri salacak sekilde clusturulmaktadir (SEK. 32).

Tuim hedef vektdrler, rekombinantlarin mavi-bevaz taramasini
milmkiin kilacak sekilde Tip IIS restriksiyon endonilkleaz alanlara
arasinda klonlanmis LacZ genine sahip olmaktadir. Ampisilin
direnci 1ig¢in bir gen tasiyan pTAL haricindeki tim hedef

vektorleri spektinomisin direnci ig¢in bir gen tasimaktadir.

Bu reaktifleri kullanan &zel bir TAL efektdr tekrar dizilimini
hizla bir sekilde olusturmak igin asagdidaki yontem
olusturulmustur. Birinci adimda, gerekli on veya daha fazla
tekrardan olusan alt dizilimler di¢in uygun bireysel RVD modiili
plazmitleri bir tiUpte uygun hedef vektérle karistirilmaktadir.
T4 DNA licgazi ve Bsal endeniikleaz eklenmektedir ve rezksivyon bir
PCR makinesinde iki enzim igin ilgili optimal sicakliklar olan
37°C’'de 5 dakikalik ve 16°C’de 10 dakikalik 10 cevrim siiresince
inkiibe edilmektedir. Reaksiyon karisimi bunun ardindan in wvivo
rekembinasyon araciligiyla daha kisa, eksik dizilimler igeren
klcnlanmayl ©Onlemek igin tim lineer dsDNA fragmanlarini
hidrolize etmek ig¢in PLASMID-SAFE™ niikleaz ile islenmektedir ve
bunun ardindan karisim, kimyasal olarak kompetent E. coli
hilcrelerini doéniistiirmek i¢in kullanilmaktadir. Elde edilen
rekombinant plazmitler izole edilmektedir wve dodru vyapilar
konfirme edilmektedir. Bunun ardindan, ikinci adimda, kirinci

acdimda konfirme edilen plazmitler uygun son tekrar plazmit ve
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pTAL ile karistirilmaktadir ve birinci adimda oldudu gibi
parcalama ve ligasyon reaksiyon cgevrimi gerceklestirilmektedir.
Son olarak, E. coli’ye reaksiyon Urlinleri eklenmektedir ve tam
uzunluktaki, son dizilim vyapisi izole edilmekte ve konfirme
edilmektedir. Protokol bir kigi tarzfindan bir hafta igerisinde

tamamlanabilmektedir.

Tablo 4A’da TALEN'ler 85, 102 wve 117'nin vyani sira asagidaki
Ornek 14’te tarif edilen TALEN’ ler HPRT-3254-17 ve HPRT-3286-
20r icin ekspresyon yapilari bu ornekte tarif edilen ydntem ve

reaktifler kullanilarak olusturulmustur.
pTAL’a klonlanan tekrar dizilimleri tekrar bdlgesini tavlayan
korunan Sphl restriksiyvon endoniikleaz alanlari kullanilarak

dider TAL efektdr gen iceriklerine kolayca alt klonlanmaktadir.

Ornek 9 - Ozel TALEN verisi “kurallar” ic¢in baslangic destedini

ve RVD sayisi ve aktivitesi arasindaki korelasyonu

gbstermektedir

Ornek 6, onun &zel DNA dizilerini tanimasini sadlamak icin TALEN
DNA badlayici alanini deistirmek igin gergeklestirilen
deneyleri tarif etmektedir. Tarif edilen sekilde, bu 0&zel
TALEN' ler Arabidopsis ADH1 ve zebra balidi gridlock genlerindeki
alanlari tanimistir. Ek ozel TAL efektdr DNA badlavaici alanlar
sirf bu genlerdeki dedil, ayni zamanda Arabidopsis ve zebra
balidindan telomerazdan TT4 genindeki alanlari da tanimak {izere
tasarlanmistir (Foley et al., vukarida gecen ve Zhang et al.,
yukarida gecen). Bu 6zel TALEN’ler Ornek 3, 4 ve 8’de tarif
edilen ydntemler kullanilarak olusturulmustur. Ozel TALEN'lerin
iglenmesinde, gdzlemlenen bilesim ve konum edilimleri tasarim
ilkeleri wveya “kurallar” olarak uyarlanmistir. Tik olarak
kodlama bélgelerinde basinda bir 5’ T olan ve uzunluk olarak en
a2z 15 bp olan ve vyukarida belirtilen ortalamalarla uyvumlu bir

nikleotid bilesimine sahip diziler icin bir tarama
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gerceklestirilmistir. Spesifik olarak, sadece %0-63 A, $11-63 C,
50-2% G ve %2-42 T olan alanlar sec¢ilmistir. Bu tiir alanlar
ortalama olarak her 7-9 bp’de gercgeklesmistir. Bunun ardindan
yukarida anilan gdzlemlenen konum edilimleriyle uyumlu olan
zlanlar secilmistir. Bu gruptan, iglenen TALEN' lerin
badlanmasinin Fokl’in dimer olusturmasini mimkiin kilmak igin her
bir gende 15-19 bp uzunludunda olan ve 15-18 bp ile ayirilmis
olan 1ki c¢ift badlavici alan kelirlenmistir. Modiiler diizenleme
véntemleri (Ornek 3 wve 4} kismi wuzunluda sahip vapilar

Uretmistir,.

16 niiklectid dizisini hedeflemek ig¢in toplamda, her biri dokuz
veya daha fazla tekrardan olusan bir dizilime sahip 21 orta ve
tam uzunlukta TALEN tasarlanmistir. Bu TALENTerin amincasit
dizileri SEK. 34A-34U arasinda saglanmistir (SEQ ID NOS:35-55).
Bu 21 TALEN, Ornek 2 ve 6’da tarif edilen maya testi kullanilarak
DNA’v1 bdlme oOzellikleri igin test edilmistir. Aktivite verisi

SEK. 35"te gésterilmistir ve Tablc 4A"da dzetlenmistir.

Crta, kismi uzunluktaki TALENTerin bazilari nikleotid bilesimi
ve terminal T ac¢isindan kurallara uymayan hedeflere tekabiil
etmektedir. Tablc 4 her bir TALEN ic¢in uzunlugu, bu iki kurala
uyumu  ve ZEFN268'e istinaden aktiviteyi gdstermektedir. Bu
scnuglar, RVD'nin uzunludunu artirmanin genel olarak slde edilen
TATEN'in aktivitesini artirdidini gdstermektedir. Bu durum, bir
DNA hedefinin in vivo clarak taninabilmesi icin minimal bir RVD
sayisinin oldudunu ortaya koymaktadir. Ilaveten, bu kurallara
uyumun &nemli cldudu gdrilmektedir. Tespit edilebilir aktivite
sergilemeyen alti TAIEN'den ikisi hedef bilegim alanini ihlal
etmigtir, ikisi NG ile sonuclanmamistir ve bir dideri her iki
kurala da uymamistir (biri her iki kurala da uymustur). ZFN2&é8’in
$25'inin altinda aktivite sergileyen sekiz TALEN‘den gl
kurallardan lbirine uymamistir ve ZFN268'in %25- 50'sinin
arasinda aktivite sergileyen dért TALEN'den biri NG de RVD

dizisi bitimine sahip olmamigtir. ZFNZe8’in %50’sinin iUzerinde

104



10

15

20

25

30

aktivite sergileyen TALEN‘lerin tim kurallara uydudu ve ayni
uzunluktaki TALEN'ler i¢in kurala uymayanlarin genel olarak
uyanlara gdre daha az aktivite sergiledikleri not edilmektedir.
Uzunlukla ilgili genel edilimle uyumlu olarak, kurallara uyanlar
igin déhil olmak iizere, karsilik gelen tam uzunluktaki TALEN’ler
daha vyiksek aktiviteye sahip olmustur (Takhlce 4A wve S$SEK. 35).
Ayni hedefte TALEN uzunluk farkliliklari nedeniyle aralayica
uzunludundan varyasyon bu gdzleme katkida bulunmus
olabilmektedir, ancak aralayici uzunluunun bazi araliklari

tolere edilebilmektedir (Christian et ai., yukarida gecen).

Veride baz1i karmasikliklar acgikca gdriilmistiir. Ornedin, aktivite
ayni uzunluktaki uyumlu TALEN' ler arasinda farklailaik
géstermistir, bazi kisa dizilimler orta derece yiiksek aktiviteye
sahip olmustur ve bazi uyumlu uzun dizilimler ¢ok az aktiviteye
sahip olmus veya hig¢ aktiviteye sahip olmamistir (Tablc 4B).
Bununla beraber, sagdlanan sonuglar 1) genel olarak daha fazla
sayida tekrarin daha yiiksek aktiviteyle sonuglandid§il ve 2)
bFilesim wve konum edilim kurallarina uyumun aktivite acisindan
Snemli oldugu sonuglarini desteklemektedir. Bu dodrultuda,
asagidaki tasarim ilkeleri tasarlanmistir.
* TAL efektér badlayicy alanlar minimum 15 baz uzunludunda clacak
ve 5’ ucunun hemen &ncesinde bir T yer alacak sekilde 5'ten 3'e
oryantasyona sahip olacak sekilde tasarlanmigtir.
+ Bir alan birinci (5") konumda bir T'ye ve ikinci konumda bir
A’'vya sahip olamamaktadir.
= Bir alan bir T (37) ile bitmelidir ve sondan bir
onceki konumda bir G’ye sahip 5 olamamaktadir.
* Alanin baz bilesimi kelirli bir aralikta yer
almalidir (ortalama olarak * iki standart sapma): A
%0-63, C %11-63, G %0-25 ve T %2-42.

Tablo 4A

Maya testlerinde test edilen TALEN lerin aktivitesi,

kurallara uvumu ve uzuniudu
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Gen TALEN [Christinn RVD'1[aktivi|% NG RVD dizisi
et nl.’'dzki |ler te GATC
(viikaridace le
telomerall?24 9 N Y HD NN NN NG NG
rd N NTRT
gridlock|105 10 + N N NI HD HD HD HD
AT S5 n TN
ADHT 58 ADH1-360-12 |12 +T Y N NT NG HD NI NI
MM NT N
ADH1 63 ADHI-408- 12 Y N HD HD HD NI NN
T NIT  MT NN
ADHT 68 ADH1-928-12 |12 + Y Y HD HD NN NN NI
N~ DN HTY
ADHIT 73 ADHI-975- 12 N N NI NN NI HD NI
T2y NT NT HD KD
TT4 89 12 Y N NN NN HD NI HD
N MM ED
gridlock|106 gridlock- 13 -I-+ Y Y NI HD HD HD HD
2354-13r N HD N
ADHT 64 15 + Y Y HD HD HD NI NN
NI M NN
ADHT 69 15 ++- Y Y ND ND NN NN NI
NG NN HD
ADHT 74 15 ++ Y Y NI NN NI HD NI
NT NT HO HD
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TT4 9(1 15 Y Y NN NN HD N1 HD
NO NN HD
telomeral|lzl 15 + k4 Y HD NG NG NN NG
z HD HD
telomerall26 15 N Y HD NN NN \G NG
VA NG NN
gridlock|l07 16 ++++ Y Y N1 HD HD HD HD
NG HD NG
gridlock|117 16 ++ Y Y HD HD HD NN NN
N1 NI NN
telomera|l3l 16 -I- Y Y N1 NG NG HD HD
VA HD HD NI HD
telomeral|l36 17 + N Y N1 NN N1 HD NI
Z NN NN M N1
ADHI 60 18 + 1111 Y Y N1 NG HD N1 N1
NN NI HG
TT4 85 18 + Y Y N1 HD NG HD HD
NN' HD HD
gridlock|102 18 + Y I NN NN HD NG HD
NI HD HD

1 Test edilen hedef diziler i1ilgili nikleotid dizisinin evrik
tekrarlarindan olusmaktadir; HD, NG, Nl ve NN, anilan siraya gore

C, T, A ve G'ye

tekabill etmektedir ve 16-18 bp uzunlugunda bir aralavyici diziyle

B
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Tablo 4B

Tablo 42 tliin aktivite sirasina gdre

siraianmis bir alinti

e

RVD' ler Aktivite GATC NG ile biter

9 - Y

12 - tl

12 - N

12 -

=

15

15

10

12

15

15

16

17

—

13

T F F] F| F| F[ F] F

18

12

13 ++

15 ++

16 ++

15 +++

16 ++++

MK IKIKIMIK IIK PRI S| B[] e I=<]B

= = R B B R W= R - =l = Bl Ry R R R R s

18 +t+tt
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Ornek 10 - Heterodimerik TALEN c¢iftleri maya testinde onlarin

dofal olusumlu hedef dizilerini bé&lmektedir

Ornek 2, 6 ve 9'daki veriler, &zel TALEN’lerin yeni hedef DNA
dizilerini tanimak lzere igslenebilecedini gdstermektedir. Ozel
TALEN’ler icin maya aktivitesi wverisi homodimerik bir alana
taniyan bireysel TALEN monomerleri kullanilarak toplanmigtir.
Diger bir deyisle, TALEN’in hedef dizisi bir 15-18 bp
aralayicinin iki tarafindan ters oryantasyonda c¢ofaltilmistir.
Ancak, endojendz kromozal dizilerin bdlinmesi genel olarak iki
farkli &zel TALEN'in bir araklavicinin iki tarafinda iki farklai
diziyli tanimasini gerektirmektedir. Ornek 6’da tarif edildigi
giki, bu vyetenek, maya testinde karsilik gelen bir kimerik hedef
alani kullanarak birlikte AvrBs3 ve PthXol TALENTeri ig¢in ortavya
kenulmustur. Iki farkli &zel TALEN’in dodal olusumlu bir DNA
dizisini taniyip taniyamadidi ve Dbdlip Dbdlemedidi  test
edilmistir. Ornek 2'de tarif edilen maya testi kullanilarak,
Arabidopsis ADH 1 geninde iki farkli hedef dizisini bdlmek lUzere
tasarlanmis olan &zel TALENTer bu hedeflerin aktivitesi ic¢in
test edilmistir. Bu hedef alanlarin ve karsilik gelen TALENTerin
DNA dizileri SEK. 36A’da godsterilmistir. TALENTerin amincasit
dizileri SEK. 34’'te sadlanmistir. Maya testinde elde edilen
beta-
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galaktosidaz aktivitesi SEK. 36B ' deki grafikte
belirtilmigtir. TALEN’lerin onlarin dodal olusumlu hedef
dizilerinin lizerindeki aktivitesi kayda deder oranda negatif
kontrollerin izerinde olmustur; bu, TALEN'lerin endojendz
hedef DNA dizilerini tanimak ve bodlmek lizere igslenebilecedini

gbstermektedir.

Ornek 11 - TALEN' ler Arabidopsis’teki dogal genleri

b&lmektedir ve kesin olmayan, homolog olmayan ug birlestirme

araciligdiyla mutasyonlar tanitmaktadir Arabidopsis ADHI

geninde bir hedef dizisini tanimak Uzere tasarlanmis olan
aktif TALEN c¢iftlerinden bir tanesi, onun kromozal DNA’ya
badlayabilme, bdlebilme veya mutasyona udratabilme yetenedini
belirlemek i¢in test edilmistir. Bu ¢ifti (pTALEN 69 ve 74)
igeren bireysel ADHI TALENTerin bir biri  TALEN'leri
kenstitiitif 35S promotdrinin kentrolil altina vyerlestiren
bitki ekspresyon vektori pFZ1l47Un i¢ine kleonlanmistir (Zhang
et al., yukarida geg¢en). Elde edilen yapilar bunun ardindan
elektroporasyon araciliiyla Arabidopsis protoplastlarinin
ig¢ine tanitilmistir. 48 sazat sonrasinda genomik DNA izole
edilmistir ve Tthllll ile parcalanmistir. Bir Tthllll bdlinme
alani iki TALEN tanima alaninin arasindaki aralayici dizide
konumlu olmaktadir (SEK, 374 . Kromozal DNA’nin TALEN
araciliivla bdélinmesinin kesin olmavyan, homolog olmayan ucg
birlestirme (NHEJ) aracilaigiyla mutasyonlar fanitmasi
beklenmektedir wve bu, Tthllll ile boélinmeyi basarisiz
kilmaktadir. TALEN tanima alanini kapsayan bir 375 bp
fragmani bunun ardindan PCR ile amplifiye edilmistir. PCR
Uriinii, TALEN aracili NEHJ ile modifiye edilmemis clan geriye
kalan genomik DNA'nin codunu elimine etmek ic¢in tekrar Tthl
111 ile parcalanmistir. Pargalanan drinler bunun ardindan bir
agaroz jelde islenmistir. Bo6llinmemis bir PCR irini
gézlemlenmistir ve bu tir boélinmemis PCR lriinleri endojend:z
hedef dizisinde nikleaz aktivitesinin (bu durumda TALEN

aktivitesi) tanisi olmaktadir (Zhang et al., vukarida gecen).
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Kesilmemis DNA klonlanmistir ve DNA dizilemeyle analiz
edilmistir. Dockuz adet bagimsiz klonun dizilenmesi bunlardan
altisinin NHEJ tarafindan tanitilan mutasyonlar tasididini
gbstermistir (SEK. 37B}. Bdéylece, TALENTer endojendz kromozal
lokuslari bdlmekte ve DNA ¢ift sarmal kairiklar ve mutasyonlar

tanitmaktadir.

Ornek 12 - Hedefleme kapasitesinin gelistirilmesi

TAL efektdr DNA sifresinin temelinde en vaygin doért RVD'nin
her biri, 1iliski sikliklarina dayali olarak dort nikleotid
igin ag¢ik bir sekilde birebir spesifiteye sahip clmaktadir.
Bu HD, NG ve NI icin daha belirgin, NN ic¢in daha az belirgin
olmaktadir (SEK. icy. NN en sik olarak G ile
iliskilenmektedir, ancak neredeyse ayni siklikta A ile, bazen
de C veya T ile iligkilenmektedir. Bir 13 RVD dizisinde dért
konumda NN igeren rastgele dizenlenmis TAL efektdr ig¢in,
vapay bir hedefteki ilgili tim konumlarda G'ye sahip olmak
en 1yi aktiviteyili saglamistir (Boch et al. (2009) Science
326:1509-1512). A gktivitevyi azaltmis ancak yok etmemistir
ve C ve T gbriilebilir aktiviteyi elimine etmistir. C, T veya
A, 24 RVD efektdr PthXol ic¢in bir NN olan badlayici alanin
hemen birinci konumunda G ile ikame edildidinde oldukga biyik
bir aktivite kavbi gdzlemlenmistir (Romer et al. (2010) New
Phytol. 187:1048-1057). Bunun aksine, ¢ok daha kisa olan
AvrHahl (14 RVD) A ile baslayan bir NN i1le hizalanmaktadir
ve 23 RVD efektdr Pth¥o6, 4-6. Konumda sira halinde, her biri
A dile hizalanan 1i¢ adet NN'ye sahip olmaktadir, ancak
bunlardan iki tanesi oldukgca aktif olmaktadir (bakziniz,
Schornack et al. (2008) New Phytecl. 179:546-556 wve Romer et
al., yukarida ge¢en).Bdylece, G 1i¢in NN spesifitesi genel
olarak zayif olmaktadir vwve iceride gdre degiskenlik

gbsterebilmektedir.

TAL efektdr hedef alanlarinin hemen &niinde gelen timindeki

gdzlemlenen dedismezlik cesitli efektérler icin bir
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gereksinim olmaktadir [Boch et al., yukarida gecen; Romer et
al., vyukarida gegen ve Romer et al. (2008) Plant Physiol.
150:1697-1712], TAL efektérlerindeki tekrar b&lgesinin hemen
dniinde gelen, yiksek korunuma olan aminoasit dizisi (SEEK.
382) hem amincasit dizisinde, hem de ongdriilen ikinci vyapida
tekrarla kayda deger bir benzerlide sahip olmaktadir (SEK.
38B ve Bodganove et al. (2010) Curr. Opin. Plant Biol. 13:394-
401). “0." tekrar olarak adlandirilan bu dizinin badlayici
alanin -1 konumunda T i¢in gereksinimin temelini olusturdudu
ve RVD-analog konumundaki kalintilarin (SEK. 38B) nikleotidi

belirttidi ortaya konmaktadir.
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Bu bulgulara davyali olarak, G i¢in vyiksek spesifiteye sahip
tekrarlarin katilmaszi ve -1"de T igin gereksinimin
gevsetilmesi araciligiyla tasarlanmis TAL efektdr
proteinleri icin hedefleme kapasitesinin gelistirilebilecedi
ortavya konmaktadir. Yeni ve nadir RVDTeri NN’ nin
sergiledidine nispeten G’ye karsi daha saglam spesifite igin
test etmek icin wve “0.” tekrarda RVD-analog kalaintilarina
siradan RVDTerle dedistirmek icin denevyler

gerceklestirilmistir.

G i¢cin sadlam spesifite icin yeni ve nadir RVD 'ler: Yukarida
ifsa edilen modiller (bakiniz, o&rnedin Ornek 4) dirt
nikleotid bazina (A, C, G ve T) baflanmanin spesifitesi i¢in
dért spesifik RVD kullanmistir (sirasaiyla (NI, HD, NN ve NG).
Difer RVDTeri igeren tekrarlar da faydali olabilmektedir ve
NI, HD, NN ve NG’ye nispeten dért baza spesifiteyil ve/veya
afiniteyi artirmis olabilmektedir. G'ye karsi spesifiteyi
iyilestirmek acgisindan, yeni wve nadir RVDTeri kodlayan
cesitli tekrarlar olusturulmustur. Nadir RVDTer NK, HN ve NA,
G ile 1ilisgkilenmistir, bu da N'nin kalintilarin bkiri veya
dijeri kadar énemli oldudunu ortaya koymaktadir (SEK. 1IC).
Bdylece, Tablo 5b'te gdsterilen RVDTere sahip tekrarlari
kodlayan genis bir set tiirevler olusturulmustur. Sol kolon
12. konumda bir polar amincaside (R, K, D, E, Q, H, S, T veya
Y} wve 13. konumda N'ye sahip RVDTerl siralamaktadir. 3Sag
kolonlar birinci konumdaki N’nin RVD'nin ikinci konumundaki
diger 17 amincasitten (G, L, V, R, K, D, E, Q, H, T, M, C,
P, Y, W veva F) herhangi Dbiriyle kombinasyonlarini
siralamaktadir. N’'nin yokludunda daha yiksek spesifite
olasilidini ¢dz Oninde bulundurmak icin, avyrica 12, konumda
bir peclar aminocasit (R, K, D, E, Q, H, S, T veya ¥Y) ve 13.
konumda (corta kolon) bir bogluk (*) ig¢eren tekrarlar da

olusturulmugtur.

Yeni vapay RVDTer isglevsellik igin, TAL efektdrlerinin
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transkripsiyonal aktivasyon aktivitesi icin vyukarida tarif
edilen (&r: Ornek 2) Nicotiana benthamiana’da drnedin bir GUS
veya ¢ift lusiferaz raportdr bazli, Agrobacterium aracili
siireksiz ekspresyon deneyl veya Saccharomyces cerevisiae’de
lac? raportdr bazli TALEN deneyi gibi bir kantitatif raportdr
geni bazli deneyde test edilmistir., Test edilecek olan
RVDTeri iceren tekrar modillleri Hlcllebilir ve doygunluk alta
sevivesinde aktiviteye sahip bir TAL efektdre wveya TALEN’e
katilmaktadir ve elde edilen proteinler ilgili keonumlardaki
dért nikleotidin tamaminin entegre permutasyonlariyla bir
grup DNA hedefi lizerinde aktivitelerde farkliliklar igin test
edilmektedir. Spesifik olarak, in planta ve maya testlerinde
minimal olarak aktif olan ve eklenen 1i¢ tekrardaki
uyumsuzluklara duyarli olan PthXel varyanti (varyantlarivyla)
baslayarak, yeni ve nadir tekrarlarin her birini (homcmerik
Ugliller geklinde) igeren TALEN' ler in vivo olarak karsilik
gelen konumlarin her birinde G igeren hedeflere karsi test
edilmistir. Artan aktivite sergileyen herhangi birisi ic¢in
deneyler spesifitevi kesin o©larak  Dbelirlemek ic¢in O
konumlardaki diger nilkleotidlere si1rasi degistirilmis

hedeflerle tekrarlanmaktadir.

Tablo 5. Test edilecek RVD’ler3

Polar+ [Polar N+hepsi
RN R* NG [NH
KN K * NA  [NT
DN D* NL  [NM
EN E* NV INC
ON o= NR [NP
HN H* NK [NY
SN S* ND  |NW
TN T* N NI
YN Y * NQ
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SN*, NG ve NS nt iliski sikliklar:
bilinmektedir. Bir * RVD’de 2. konuma

karsilik gelen bir bosludu temsil

etmektedir (konsensis tekrar dizisinin 13.

-7 konumunda T’nin spesifitesini gevsetmek ig¢in 0. tekrarda
RVD analog konum 15 icin siradan RVD ikameleri: Ikincil vyapi
Ongérileri wve 0. tekrarin wve tekrar konsensis dizilerinin
hizalamasi, 0. tekrardaki KR* (* bir boslugu ifade etmektedir)
tarafindan doldurulan konumlarin RVD'ye benzer oldudu ve bdylece
-1"de T’'ye belirten kalintilar oldudunu ortaya koymaktadir.
PthXol’in KR icin ve ayrica R* i¢in HD, NG, NI ve NN ikamelerini
ig¢eren varvantlari yukarida tzarif edilen Tallc "temel" vapisinda
olusturulmustur. Bu waryantlarin aktiviteleri, -1 konumunda
ilgili niikleotidlere (sirasiyla C, T, A ve G} sahip hedefler
kullanilarak in planta ve maya testlerinde yaban tipi efektérle
karsilastirilmaktadir. PthXcl’in ek varvyantlari 0. tekrarda 11.
konumda K i¢in ikame edilen konsensiis tekrar dizisinin 11,
konumundaki kalinti S’ye sahip clacak sekilde olusturulmaktadir.
Avyrica, bu ikamevye ilaveten 0. tekrarin 15. konumundaki V icin
konsenslis tekrar dizisinin 16. konumundaki kalinti K ile bir
ikameyi ig¢eren diger varvantlar clusturulmaktadir (Tablc o). TAL
efektdr aktivitesi i¢cin  bir yvakin TATA  kutusu dahil
edilebilmektedir, ilaveten, -1'deki T’'’nin TATA Kkutusunun bir
parcasi olarakgdbrildii§l AvrBs3fin aksine, PthXol badlayici alana
en yakin kutunun 46 bp asadi yonlii olmasi ve -1l’'deki
modifikasyonlar tarafindan bozulmasi nedeniyle PthXol bu deney

acisindan faydali clmaktadir.

Yukaridaki modifikasyonlarin G i¢in gelistirilmis hedeflemeyle
veya basinda T disindaki nlkleotidlerin ver aldidi dizileri
hedefleme yetenedinde artisla sonuclanmamasi durumunda G

spesifitesi i¢in daha kapsamli bir vapay RVD grubu test
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edilmektedir wve 0. tekrar 1icg¢in siradan RVD’lerin disinda

lkameler test edilmektedir.

Dogal 0. tekrar T'yi A’y C’'yi C’'yi

dizisi (-1'de T'yi |belirten belirten belirten belirten

belirtir) ikame ikame ikame ikame

... KIA*ERGGV. .. (74)|.. .KIA*NGGG |. . . KIA*NIGG |. . .KIA*HDGG |. . . KIA*NNGG

t V... (75) V... (76) V... (77) V... (78)

.. .KIA*KRGGV. .. {79)|.. .KIASNGGG |. . .KIASNIGG |. . .KIASHDGG |. . . KIASNNGG
V... {80) V... {81) V... (82) V... {(83)

.. .K1AKR*GGV. .. (84)|. . .K1AKNGGG |. . .K1AKNIGG |. . .K1AKHDGG |. . . KIAKNNGG
V... {85) V... (86) V... (87) V... (88)

...K1A*KRGGV. .. (89)|.. .KlASNGGG |. . .K1ASNIGG |. . .KIASHDGG |. . . KIASNNGG
K. .. {90) K...{(91) K...{(92) K...(93)
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Aday ve lkame edilen RVD’ler koyuyla belirtilmigtir. Dider
ikameler veya modifikasyonlarin alti ¢izilmistir. * konsensiis

tekrar dizisine istinaden bir bosludu ifade etmektedir.

tSEF.Q1DNO:

Tablo 6. -1 konumunda A, C, G veya T icgeren hedefler ic¢in

spesifite i¢in olusturulacak ve test edilecek 0. tekrar

yapilari.
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Ornek 13 -Yeni ongérilen nkleotid spesifik RVD’ler

Tablo IA ve 1B’de siralanan RVD’ler RVD’de ikinci amincasit
kalintisinda gruplandiginda (toplamdaki 13. tekrar), 0
aminoasidin, RVD'nin birinci konumundaki aminoaside bakmaksizin,
RVD tarafindan belirtilen nilklectid (niitklectidler) ile neredeyse
mitkemmel bir korelasyona sahip oldudgu gdriilmistiir (Tablo 7).
Boéylece, bir boslukla biten RVD' ler (> igareti ile
belirtilmistir) C veva T’'vi belirtmektedir; D ile biten RVD' ler
C’'yi belirtmektedir; G ile biten RVD’ler T’'yi belirtmektedir ve
N ile biten RVD’'ler G veya A’'yl veya G'yi belirtmektedir. Ayrica,
RVD' nin 1, konumundaki aminegasitlerin H, I, N, S veya Y oldugu
gdzlemlenmistir. Bu gézlemler, RVD spesifitesinin, birinci
konumdaki kalaintinin H, I, N, S wveya Y arasindaki hangisi
oldugundan bagimsiz olarak, ikinci konumdaki kalintiyla
belirlendidi cgdzlemlenmistir. Bu nedenle, ikinci  konumda
gézlemlenen kalintilari birinci konumdaki H, T, S, N wvevya Y
kalintilarivla kombine eden cesitli yeni (heniiz gbzlemlenmemis)
RVD’ ler icin spesifiteler Ongdrillmistiir. Bdylece, C veya T'yi
veya T’'yvi belirtmek icin 1%, 5* ve Y* ongoriulmiistir; C’'vyi
belirtmek i1c¢in YD Ongériulmistir; T'yi belirtmek I1¢in 36
dngérilmiistir ve G veya A’y1i veyva G’yi belirtmek igin IN veya YN
dngérilmustir. Ayrica, her ne kadar NK'nin gé&zlemlenen
spesifitesine davala olarak ikinci konumda sadece bir K mevcut
olmus olsa da, HE, 1K, SK wve YK'nin G’vyvi  belirttigi

ongérulmustir,

Bu yeni RVD’ler Ornek 2 ve 11’'de tarif edilen kantitatif TAL
efektdr ve TALEN aktivite deneylerinde islev ve spesifite ig¢in

test edilmektedir ve mevcut RVD/lerle karsilastirilmaktadir.

Tablo 71

118



ikinci kalintilarina gére

gruplanan ve sinairlandirilan R

1. Z. Niikleotid
kalinti |kalintz

N * C veya T

H * T

H A C

N A G

H D C

N D C

H G T

1 G T

N G T

Y G T

N T A

H T C

N K G

H N G

S N G veya A

N I G veya Al

N S A veya C

Bir * bir bogludu ifade
etmektedir. Benzer spesifiteye
sahip RVD gruplari kalin
¢izgilerle kutu igcine
alinmistir.
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Grnek 14 - Ozel TALEN’ler hayvan hiicrelerinde endojendz

hedefleri bédlmektedir wve kesin olmavan, homolog olmayan ucg

birlestirme aracilidiyla mutasyonlar tanitmaktadir TALEN' lerin

hayvan hiicrelerinde hecefli mutajenez icin kullanilip
kullanilamayacagini test etmek ig¢in ilk olarak TAL efektérleri
AvrBs3, PthXol ve Tallc’'nin insan embriyonik bdbrek (HEK) 293T
hiicrelerinde ekspresyonu test edilmistir. Stop kodonu, AvrBs3,
PthXocl wve Talic kodlayan genlerden cikarilmistir wve genler,
protein immin-tespiti i1¢in V5 epiteopunu kodlayan vektor
pcDNA3.2/V5-DEST' in TAL efektsr genini temel insan
sitomegaloviriisi (CMV) promotdrinin kontroli altina
yverlestirdigi sekilde memeli ekspresyon vektdriln pcDNA3.2/V5-
DEST’e (Invitrogen, Carlsbad, CA) asaglr yonlid diziyle c¢erceve
igerisinde alt klonlanmigstir. HEK Z283T hiicreleri Lipofectamine
2000 (In-vitrogen) kullanarak, elde edilen plazmitlerle bireysel
olarak transfekte edilmistir ve 24 saat sonrasinda proteinlerin
tamami transfekte edilmis her hicre grubundan izole edilmektedir
ve poliakrilamid Jjel elektroforezi, bati lekeleme ve bir fare
anti-vs antikocru kullanilarak immin-etiketlemeye Tabi
tutulmaktadir. Etiketlenen proteinler SuperSignal Weat Pico
Chemiluminescent kiti (ThermeScientific, Inc.) kullanilarak bir
keci, anti-fare antikor vyaban turpu percksidaz konjuge ile
tespit edilmistir. Esdeder yikleme aktinin immin- etiketlenmesi
ve tespitiyle tevit edilmistir. Her bir TAL efektdr proteini
belirgin bir bozulma sz konusu olmadan algilanabilir bir

sekilde ifade eksprese edilmistir (SEK. 39).

Bunun ardindan, bir ¢ift TALEN, endojendz insan HPRT genindeki
bir diziyi hedeflemek icin Ornek 9'da tarif edilen sekilde
tasarlanmistair Ve HERT-3254-17 ve HBRT-3286-20r olarak
adlandirilmistair (SEK. 40A ve 3EK. 40B) , HPRT-3254-17"vi
kodlayan plazmit pTALEN141 ve HPRT-3286-20r'yi kodlavan plazmit
pTALEN142, Golden Gate klonlama vydntemi ve Ornek 8'de tarif

edilen reaktifler kullanilarak olusturulmustur. TALEN genleri
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bunun ardindan memeli ekspresyon vektori PCDNA3.1 (-)
(Invitrogen, Tne.) icine alt klonlanmistir, bu onlarzy
konstitiitif CMV promotdriintin kontroli altina yerlestirmistir ve
plazmitler pTALEN141M ve pTALEN142M elde edilmistir. HEK 293T
hiicreleri Dbunun ardindan hem pTALENI1I41M ve pTALEN142M ile
birlikte, hem de negatif kontrol olarak pCDNA3.1(-) ile ayri
olarak transfekte edilmistir. 72 saat sonunda genomik DNA izole
edilmistir ve restriksivyon endoniikleazi BoulOI ile
parcalanmistir. HPRT' de HPRT- 3254-17 ve HPRT-3286-20r badlavici
alanlari ayiran bir aralayicinin ig¢inde bkir BpulOI alani mevcut
olmaktadir (SEK. 41A}. PBpulOl parcalanmasinin ardindan TALEN
hedefli alani boylayan bir 244 bp fragmanini hem TALEN ile
islenen, hem de kontrol numunelerinden amplifiye etmek i¢in PCR
kullanilmistir. Beklenen fragman her 1iki numuneden amplifive
edilmistir; bu, genomik DNA'nin BpulQl pargalanmasinin eksik
oldugunu belirtmektedir. Ancak, PCR diirliinlerinin BpulOl ile
milteakip parcalanmasi kontrol numunesinden amplifive edilen
Urtiniin tam olarak bé&linmesiyle, ama Uriintin TALEN ile islenen
numuneden eksik clarak bdlUnmesiyle sonuglanmistir (SEK. 41B).
TALEN ile islenen numunede béliinmeye direncli PCR {riininin
varlidi, endojendz BpulQOIl alaninin, HPRT’de amag¢lanan hedefte
bir TALEN aracili c¢ift sarmal kiridinin homolog olmayan ug
birlestirmesi aracilidiyla kusurlu onarim sonucu in vivo clarak
mutasyona ugradiginin kanita olmaktadir. Bu dogrultuda,
TALEN' ler memel 1 hilcrelerin hedefli mutajenezi icin

kullanilabilmektedir.
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly

Gly Lys 15

Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys

Gin Ala 20

His Gly

17

DNA

Yapay Dizi

hedef dizi

agaagaagag acccata 17

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

3

18

DNA

Yapay Dizi

hedef dizi

25
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15

atataaacct aaccatcc 18

<210> 4

<211> 18

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> hedef dizi

<400> 4

atataaacct gacccttt 18

<210> 5

<211> 14

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> hedef dizi

<400> 5

atataaacct ctct 14

<210> 6

<211> 15
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<212>

<213>

<2720>

<223>

DNA

Yapay Dizi

hedef dizi
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<400> 6

atataaacct aacca 15

<210> 7

<211> 14

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223>» hedef dizi

<400> 7

ataaacctaa ccat 14

<210> 8

<211> 24

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223>» hedef dizi

<400> 8

gcatctcceccece ctactgtaca ccac 24

<210> 9
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

23

DNA

Yapay Dizi

hedef dizi

ataaaaggcce ctcaccaacc cat 23

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

10

22

DNA

Yapay Dizi

hedef dizi

10

ataatcccca aatcccocctcece toc 22

<210>

<211>

<212>

<213>

11

16

DNA

Yapay Dizi
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<220>

<223> hedef dizi

<400> 11

ceccecteget tecectt 16

128



10

15

20

25

30

<210>

<211>

<21l2>

<213>

<400>

12

11c4

PRT

Xanthomonas euvesicatoria

12

Met Asp Pro lie Arg Ser Arg Thr Pro Ser Pro Ala Arg Glu
Leu Leu 15 10 15
Pro Gly Pro Gin Pro Asp Gly Val Gin Pro Thr Ala Asp Arg

Gly Val 20 25 30
Ser Pro Pro Ala Gly Gly Pro Leu Asp Gly Leu Pro Ala Arg

Arg Thr 35 40 45
Met Ser Arg Thr Arg Leu Pro Ser Pro Pro Ala Pro Ser Pro
Ala Phe
50 55 60
Ser AlaGly Ser Phe Ser Asp Leu Leu ArgGin Phe Asp Pro SerLeu
65 70 75 80
Phe AsnThr Ser Leu Phe Asp Ser Leu ProPro PheGlyAla HisHis
85 90 95

Thr Glu Ala Ala Thr Gly Glu Trp Asp Glu Val Gin Ser Gly
Leu Arg

100 105 110
Ala Ala Asp Ala Pro Pro Pro Thr Met Arg Val Ala Val Thr
Ala Ala

115 120 125
Arg Pro Pro Arg Ala Lys Pro Ala Pro Arg Arg Arg Ala Ala
Gin Pro
130 135 149

Ser AspAlaSer ProAlaAlaGinValAspLeu Arg Thr LeuGlyTyr
145 150 155 160

Ser GinGinGinGinGlulyslie LysProlLys Val Arg Ser Thrval
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Ala
Ala

lie

Ala

Lvys
Glu

lie

Glu

165 170 175
Gin His His Glu Ala Leu Val Gly His Gly Phe Thr
His
180 185 199
Val Ala Leu Ser Gin His Pro Ala Ala Leu Gly Thr
Val
195 200 205
Tyr Gin Asp Met lie Ala Ala Leu Pro Glu Ala Thr
Ala

210 215 220

Val Gly Val Gly Lys Gin Trp Ser Gly Ala Arg Ala
Ala

130

His

Val

His

Leu



225
Leu

Leu

Thr

Ala

Glu

Leu

Leu

Gly

Gin

305

His

Gly

Leu

Gin

Ser

Ser

Pro

Leu

385

Ser

290

230
Leu Thr Val Ala
Asp

245
Gly Gin Leu Leu
Val
2560
Ala Val His Ala
Asn
275

Thr Pro Glu Gin

Lys

Ala LeuGluThr vVal

GinAla
310

Gly LeuThrPro Gin

GlyGly
325
Lys Gin Ala Leu
Cys
340

Ala His Gly Leu
Asn

355
Gly Gly Lys Gin
Val

370
Cys GinAlaHis Gly

lieAla
390

Asn GlyGlyGly Lys

LeuLeu

405

Gly Glu Leu

250

Lys lie Ala

265
Trp Arg Asn

280
Val Val Ala

295

330
Glu Thr Vval

345

Thr Pre Gin

360
Ala Leu Glu

375

410

235 240
Arg Gly Pro Pro Leu

255
Lys Arg Gly Gly WVal

270
Ala Leu Thr Gly Ala

285

lie Ala Ser His Asp

300

GinArgLeu Leu Provalleu

315 320

Ginvalval Ala lieAlaSer

335
Gin Arg Leu Leu Pro

350

Gin val vVal Ala lie

365
Thr Val Gin Arg Leu

380

LeuThrPro Glu Ginvalval

395 400

GinAlaleu Glu ThrvalGin

415

Pro Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gin

131

Gin

Thr

Pro

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

Val



Val Ala
420 425 430
lie Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val
Gin Ala
435 440 445
Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro Glu
Gin Val
450 455 460
Val Ala lieAlaSer Asn lieGlyGly Lys GinAlalLeu Glu
Thrval
465 470 475 480
Gin Ala LeuleuPro Val LeuCysGin Ala HisGlyLeu Thr
ProGlu
485 490 495
Gin Val Val Zla lie Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala
Leu Glu
500 505 510
Thr Val Gin Ala Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Ala His Gly
Leu Thr
515 520 525
Pro Glu Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys
Gin Ala
520 535 540
Leu Glu ThrvalGin Arg LeulLeuPro Val LeuCysGin Ala
HisGly
545 550 555 560
Leu Thr ProGluGin Val ValAlalie Alsz SerHisAsp Gly
GlyLys
565 570 575
Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
Gin Ala
580 585 580
His Gly Leu Thr Pro Gin Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn
Gly Gly
595 600 605
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Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val
Leu Cys
610 615 620
Gin Ala HisGlyLeu Thr ProGluGin Val ValAlalie Ala
SerAsn
625 630 635 640
Ser Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr Val GinAlaleu Leu
Proval
645 650 655
Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gin Val Val 2Ala
lie Ala
660 665 670
Ser Asn Ser Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg
Leu Leu
675 680 685
Pro Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gin Val
Val Ala
690 695 700
lie Ala SerHisAsp Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr Val
GinArg
705 710 715 720
Leu Leu ProValleu Cys GinAlaHis Gly LeuThrPro Glu
Ginval
125 730 735
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Val

Gin

Gin

Leu

Thr

785

Pro

Leu

His

Leu

Gly

Gin

Gin

His

865

Gly

Pro

Ala

Leu

Fro

Ala

Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu

Thr Val 740

745

750

Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr

Pro Glu 755

Val Val Ala lie Alz Ser His Asp Gly

Glu
770
ValGinArg LeulLeu
Thr
790
GinGinValValAla
Ala
805
Glu Thr Val Gin
Gly
820
Thr Pro Glu Gin
Lys
835
Ala Leu Glu Thr
Ala
850
GlyLeuThr ProGin
Gly
870
ArgProAlaLeuGlu
Asp
885
Ala Leu Ala Alsa
Cys
900
Gly CGly Arg Pro
His
915
Pro Ala Leu lie

760

775
Pro Val LeuCys
795
lie Ala SerAsn
810

Arg Leu Leu Pro

825
Val Val Ala lie

840
Val Gin Arg Leu

855
Gin ValVvalAla
875
Ser lievalAla
820
Leu Thr Asn Asp

9205

Ala Leu Asp Ala

920
Lys Arg Thr Asn

134

765
Gly Lys Gin

780
Gin Ala HisGly
800
Gly Gly GlyArg
815
Val Leu Cys Gin
830

Ala Ser His Asp

845

Leu Pro Val Leu

860
lie Ala SerAsn
880
Gin Leu SerArg
895
His Leu Vval Ala
910
Val Lys Lys Gly
925
Arg Arg lie Pro

Ala

Leu

Pro

Ala

Gly

Cys

Gly

Pro

Leu

Leu

Glu



Arg

Ser

945

Phe

Gin

Thr
930

HisArgVal AlaAsp His

Phe

950

GinCysHis SerHis

Thr

Fhe

965
Gly Met BSer

935
AlaGinVval

955

Pro Ala GinAla

970
Arg His Gly Leu

940
Val

Phe

Leu

ArgValLeu

960

Asp AspAla

975

Gin Leu

Arg Val

980

Gly Val Thr Glu

&la Ser

995

Gin Arg Trp Asp

Ala Lys

1010

985

Leu Glu Ala Arg

1000

Arg lie Leu Gin

1015

990

Ser Gly Thr Leu
1005
Ala Ser Gly Met

1020

FPhe

Pro

Lys

Pro
His
Phe
Met

Glu

Ser

Arg
Arg

Pro

Val

Arg
Thr
Thr

Gin

Pro Thr
1025

Ser
&la
Ala Asp Ser

His

Ser Thr Gin
1030

Leu Glu

1045

Gly Asp Gin
Asp
1060
Ala Val Thr
Val
1075

Glu Gin Arg
Lys
1090
Pro Arg Thr
1105

Ala Asp

Preo

Ala

Thr Arg Ala

Thr Pro Asp
1035
Asp Leu Asp
1050

Ser Ser Arqg

1065

Gly Pro Ser

1080
Asp Als Leu

1095
Ser lie Gly
1110

Leu Ala Ala

135

Ala Gin Gin

Gin Ala
1040

Ser

Ala Pro Ser

1055
Lys Arg Ser

1470

Ser Phe Glu

1085

His Leu Pro
1100

Gly Gly Leu

1115

Ser Ser Thr

Leu Ser Trp

Pro Asp Pro

1120

Val Met Arg

Gly

Met

Arg

Pro

Arg

Leu

Pro

Arg

Val

Arqg

Gly

Glu



1125 1130 1135
Glu Asp Pro Phe Ala CGly Ala Ala Asp Asp Phe Pro Ala Phe
Asn Glu
1140 1145 1150
Glu Glu Leu Ala Trp Leu Met Glu Leu Leu Pro Gin

1155 1160

<210> 13

<211> 4366

<212> DNA

<213>» Xanthomonas euvesicatoria

<400> 13
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gaattcaagg tgtcaaaaag cgataggcgyg aattatagat gtacttgtat
gaacttatca 60
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acgccagttc
gaaagccttg
cgaaacggcg
cccggetacyg
ttggcecgtta
gecttgaatg
catcgccecceat
gtgagctaac
ccteccatgeg
tcgagggttyg
aagctatgta
ggtatgcctyg
agcttctgce
ggggtgtcte
gacgatgtcc
tctcggeggg
tttaatacat
agaggctgca
ccgacgcccc
cocgocgageca
ccteccgacge
gctcggctac
1140
gtttacacac
gcagegttag
tcgcagegtt
cagtggtcceg
tggcgggaga
aggccaactt
1440
gaacctgacc
gatggcggca
tgccggtget
atcgccagca

tgcagcggcet

cgacagtggce

agtgaacggg ttcgacaaag ©gaaaccaac acgcaggcgc

120 cgccgcecaatg cttteoccocggeca atgtgaccca gggcattgac
taggaatttc 180 ggaacacgac ggtaggggaa tgctctaccg
caaaagcact ctcegectgee 240 agacgegeca ctgegtggaa
tgtcecgetgg cggcectcecgee gecegtagtge 300 ttgcagegcea
atcgaacatc aaacatcact gtttgatagg tcgatcatga 360

ttcgagggtc cgtgtaaaaa

ggcagggatt
420 tcgetgtcecag cacagaaatt tttcacaace ttoctgecgat

acagccaaaa

ggtccgtgat 480 cgeccttecatg tectgegeocte acccetggteg
ccaggatcac ccgaagttgt 540 gtactgccat goggcctegg
ggaaccacag accgctagtc tggaggcgac 600 catgtaaaga
atggatccea ttcocgttcgeg cacaccaagt cctgecoccgeg 660
cggaccccaa cccgatgggg ttcagcoccgac tgcagatogt
720 cgecetgeegy cggceeccctyg gatggettge cegetaggeyg
cggacccgge 780 tgccatctec cectgecccee tecacctgegt
cagcttcagt gacctgttac 840 gtcagttcga tccgtcactt
cgetttttga ttcattgect cectteggeg 900 ctcaccatac
acaggcgagt gggatgaggt gcaatcgggt ctgcgggcag 960
cccacccace atgcecgcgtgg cgcgecggocy

1020 agcecggegeo gectgegeaac

ttcgeeggece gcgcaggtgyg

aacaggagaa

ctgtcactgce

gcgacgacgt

1080 atctacgcac

agccagcagc gatcaaaccyg aaggttcecgtt
gcagcaccac

1200

gaggcactgg tcggceccatgyg

gcgcacatcyg ttgcgctcag ccaacacccg

tgtcaagtat caggacatga 1260

ggaccgtege

gecagaggcyg

acacacgaag

cgatcgttgg

1320

gcgcacgcgc

tctggaggcece

gttgagaggt

ccaccgttac

1380

ctcaagattqg

caaaacqgtygyg

cggcgtgacc

cgtcggcaaa
ttgctcacygyg
agttggacac

gcagtggagg

cagtgcatge

atggcgcaat
1500

gcactgacgg gtgcccecct

ccggagceagg tggtggccat

agcaggcgcet

cgccagccac

ggagacggtyg cagcggetgt 1560

gtgccaggee catggectga

1620

ccecgecagea ggtggtggeco
ctggagacgg

cccatggect

atggcggtgg
gttgccggtyg

caagcaggcg

ctgtgccagy 1680
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gacccogcecayg caggtggtgg ccatcgceccag caatagcggt ggcaagcagg
1740 cgctggagac ggtgcagcgg ctgttgccgg tgctgtgcca
ggcccatgge ctgaccccegyg 1800 agcaggtggt ggccatcgea
agcaatggeg gtggcaagca ggcgetggay acggtgcage 1860
ggctgttgcc ggtgctgtgce caggcecccatg gcecctgacccc ggagcaggtg
gtggcecateg 1520 ccagcaatat tggtggcaag caggcgctygg
agacggtgea ggcgcetgtty ccggtgctgt 1980 gccaggooca
tggcctgace ccggagcagg tggtggccat cgccagcaat attggtggcea
2040 agcaggoget ggagacggtg caggcgctgt tgccggtget
gtgeccaggec catggcctga 2100 ccceggagea ggtggtggcee
atcgccagceca atattggtgg caagcaggcyg ctggagacygg 2160
tgcaggcget gttgccggtyg ctgtgccagg cccatggect gaccceccggayg
caggtggtgyg 2220 ccatcgeccag ccacgatggc ggcaagcagqg
cgctggagac ggtgcagcgqg ctgttgccgg 2280 tgctgtgcca
ggcecatgge ctgaccccgg ageaggtggt ggecatcgee agecacgatg
2340 gcggcaagca ggcgctggag acggtgcagce ggctgttgcc
ggtgctgtgce caggcecatyg 2400 gcctgacccee gcagcaggtyg
gtggccatcyg ccagcaatgg cggtggcaag caggcgctgg 2460
agacggtgca Jgcggctgttg ccggtgctgt gccaggceccecca tggcecctgacce
ccggageagyg 2520 tggtggeccat cgccageaat agcggtggea
agcaggcgct ggagacggtg caggcgctgt 2580 tgcecggtget
gtgccaggcece catggectga ccecccggagceca ggtggtggece atcgcecagea
2640 atagcggtgg caagcaggcy ctggagacgg tgcagcggcet
gttgccggtyg ctgtgccagqg 2700 cccatggeoct gaccccggag
caggtggtgg ccatcgecag ccacgatygge ggcaagcagy 27760
cgctggagac ggtgcagegg ctgttgeccgg tgctgtgcecca ggeccatgge
ctgacceccgy 2820 agcaggtggt ggccatcogec agccacgatyg
goggceaagea ggcgcectggag acggtgcage 2880 ggctgttgec
ggtgctgtge caggccecatg gectgacccocce ggagcaggtg gtggceccatceg
2940 ccagccacga tggcggcaag caggcgctgg agacggtgca
gcggctgttyg ccggtgetgt 3000 gccaggccca tggcctgacc
ccgcagcagg tggtggceccat cgccagcaat ggcggcggca 3060
ggcecyggeget ggagacggtyg cagceggetgt tgccggtget gtgccaggece
catggcctga 3120 ccoccocggagca ggtggtggcc atcgccagcec
acgatggcygy caagcaggag ctggagacgyg 3180 tgecagcgget
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gttgcoeggtg ctgtgecagg cccatggcecct gaccccogcag caggtggtgg
3240 ccatcgccag caatggcggce ggcaggccgyg cgctggagag
cattgttgce cagttatctc 3300 gccctgatec ggcgttggec
gegttgacca acgaccacct cgtcegectty gcetgecteg 3360
gcggacgtcc tgcgctggat gcagtgaaaa agggattgcc gcacgcgceccg
gocttgatcea 3420 aaagaaccaa tcgeocecgtatt cccgaacgea
catcccateg cgttgeccgac cacgcgcaag 3480 tggttcgegt
gcectgggtttt ttceccagtgec actcccaccce agcgcaagceca tttgatgacg
3540 ccatgacgca gttcgggatyg agcaggcacy ggttgttaca
getetttege agagtgggeyg 3600 tcaccgaact cgaagcoccyge
agtggaacgc tccececage ctcgcagegt tgggaccgta 3660
tccteccagge atcagggatyg aaaagggcca  aaccgtcceccce tacttcaact
caaacgccgg 3720 atcaggcgtc tttgcatgca ttcgccgatt
cgctggageyg tgaccttgat gcgcctagec 3780 caatgcacga
gggagatcag acgcgggcaa gcagceccgtaa acggtceccga teggategtg
3840
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cagcaatcgt tcgaggtgcyg

3900 cgctgcattt gecccctcagt tggagggtaa

3960 tcccggatce tggtacgcecce
gtgatgcggg 4020 aacaagatga
cccggcattc aacgaagagg 40890

cgttcccgaa
aacgccocgoyg
acggctgccyg
ggaccccttce

agctcgecatyg

agtgaggctc agtcggtgac tacctgageg 4140

taacctttac tgacagcgaqg

4200 ttttacacaa atccctgcocct cccecctcectgat

cctaaccagyg gcggtggceta 4320 tacgcectcaag

4260 cgaagcaggc accgagtggt

ctgtcaccygyg tccocctecgea
cagcgcgatg
taccagtatc gggggcggcc
acctggcage gtcecagcacc
gcaggggcag cggatgattt
gttgatggag ctattgcctc
tcggcaggga ttggtgtaag
tttggctgtt
ccgtacacca agcgcecggceygg
tgttgegtte
tcccggtgge gatcgacgac gaaatg

<210> 14

<211> 56

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223>» hedef dizi

<400> 14

ttagcccact
tgcaccacac
Lcegetgegyg
ctgcgcaccy

4366

tatataaacc taaccatcct cacaacttca agttatcgga tggttaggtt tatata 56

<210> 15
<211> 56
<212> DNA

<213>

<220>

Yapay Dizi
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<223>» hedef dizi

<400> 15

tatataaacce taaccatccg ataacttgaa gttgtgagga tggttaggtt tatata
56

<210> 16

<211> 1373

<212> PRT

<213> Xanthomonas euvesicatoria

<400> 16
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Met Asp Pro lie Arg Ser Arg Thr Pro Ser Pro Ala Arg
Glu Leu Leu 15 10 15
Pro Gly Pro Gin Pro Asp Arg Val Gin Pro Thr Ala Asp

Arg Gly Gly 20 25 30
Ala Pro Pro Ala Gly Gly Pro Leu Asp Gly Leu Pro Ala Arg

Arg Thr 35 40 45
Met Ser Arg Thr Arg Leu Pro Ser Pro Pro Ala Pro Ser Pro
Ala Phe
50 55 60
Ser AlaGly Ser Phe Ser Asp LeuLeuArgGin Phe Asp Pro SerLeu
65 70 75 80
Leu AspThr Ser LeuLeulAsp SerMet ProAla ValGly Thr ProHis
85 20 95

Thr Ala Ala Ala Pro Ala Glu Cys Asp Glu Val Gin Ser Gly
Leu Arg

100 105 110
Ala Ala Asp Asp Pro Pro Pro Thr Val Arg Val Ala Val Thr
Ala Ala

115 120 125
Arg Pro Pro Arg Ala Lys Pro Ala Pro Arg Arg Arg Ala Ala
Gin Pro
130 135 140
Ser AspAlaSerProAlaAlaGinValAspLeu Arg Thr LeuGlyTyr
145 150 155 160
Ser GinGinGinGinGlulLys lie LysProLys Val Gly Ser Thrval
165 179 175

Ala Gin His His Glu Ala Leu Val Gly His Gly Phe Thr His
Ala His

180 185 180
lie Val Ala Leu Ser Arg His Pro Ala Ala Leu Gly Thr Val
Ala Val
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Lys
Glu

lie

225

Leu

Thr

Ala

Glu

Leu

Leu

Gly

Gin

305

His

Gly

Leu

Gin

Ser

lie

Fro

Leu

195 200 205

Tyr Gin Asp Met lie Ala Ala Leu Pro Glu Ala Thr
Asp
210 215 220
Val GlyvValGly Lys GinTrpSer Gly AlaArgAla

Glulla

230 235 240

Leu ThrvalAla Gly GluLeuArg Gly ProProleu

LeuAsp

245 250 255
Gly Gin Leu Val Lys lie Ala Lys Arg Gly Gly Val
Val
260 265 270

Ala Val His Ala Ser Arg Asn Ala Leu Thr Gly Ala
Asn

275 280 285
Thr Pro Ala Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Asn
Lys
290 295 300
Ala LeuGluThr Val GinArgLeu Leu ProValLleu

GinAla

310 315 320

Gly LeuThrPro Ala GinValvVal Ala lieAlaSer

AspGly

325 330 335
Lys Gin Ala Leu Glu Thr Met Gin Arg Leu Leu Pro
Cys
340 345 350

Ala His Gly Leu Pro Pro Asp Gin Val VvVal Ala lie
Asn

355 360 365
Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu
val
370 375 380
Cys GinAlaHis Gly LeuThrPro Asp GinValVal
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His

Leu

Gin

Thr

Pro

Gly

His

Val

Ala

Leu

Ala



lieAla

385 390 395

Ser His GlyGlyGly Lys GinAlaleu Glu
LeulLeu

405 410

400
ThrValGin

415

Pro Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro Asp Gin

Val Ala
420 425

430

lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr

Gin Arg

435 440 445

Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro

Gin Val
450 455 460

Val Ala lieAlaSer Asn GlyGlyGly Lys
Thrval

465 470 475

Gin Arg LeuleuPro Val LeuCysGin Ala
ProlAsp

485 490

GinAlaleu

480
HisGlyLeu

495

Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Lys Gin Ala

Glu Thr
500 505

510

Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Ala His Gly

Thr Pro

515 520 525

Asp Gin Val val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys

Ala Leu
530 535 540

Glu Thr Val GinArg Leu LeuProvVal Leu
GlyLeu

545 550 555

Thr Pro AlaGinval val AlalieAla Ser
LysGin

565 570

145

CysGinThr

560
HisAspGly

575

Arg

Val

Val

Asp

Glu

Thzr

Leu

Leu

Gin

His

Gly



Ala Leu Glu Thr Val Gin Gin Leu Leu Pro Val Leu Cys
Ala His
580 585 590

Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn
Gly Gly

595 600 05
Lys Gin Ala Leu Ala Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val
Cys Gin

610 615 620

Ala His GlyLeuThr Pro AspGinvVal Val Alaliella

AsnGly
625 630 635 640
Gly Gly LysGinAla Leu GluThrval Gin ArgLeuleu

Valleu

645 650 655
Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala
Ala Ser
660 665 670

Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg
Leu Pro

675 680 €85
Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Gin val Gin Val
Ala lie

690 695 700
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Gin

lie

Leu

Ser

Prec

lie

Leu

Val



Ala

705

Leu

Ala

Val

Asp

Val
Glu

Val

785

Glu

Glu

Gly

Thr

Lys

Ala
Ala

Gly

865
Lys
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Ser AsnlieGly Gly LysGinAla Leu GluThrvVal
ArgLeu
710 715 720
Pro ValLeuCys Gin AlaHisGly Leu ThrPrcAla
Valval
725 730 735
lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu
Gin
740 145 750
Leu Leu Prc Val Teu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr
Gin
755 760 765
Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala
Thr
770 775 780
Gin ArgLeulLeu Pro ValLeuCys Gin AlaHisGly
ThrGin
7490 795 800
Gin ValValAla lie AlaSerAsn Asn GlyGlyLys
Alaleu
805 810 815
Thr Vval Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Ala
Leu
820 825 830
Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly
Gin
835 840 845
Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
His
850 855 860
Leu ThrProAla Gin Valvalala lie AlaSerAsn
GlyGly
870 875 880
Gin AlaleuGlu Thr ValGinArg Leu LeuProval

Gin

Gin

Thr

Pro

Leu

Leu

Gin

His

Gly

Gin

lie

Leu



Asp

Asn

Gly
Val

Cys
Ala

Asn

945
Val

Ala

Arg

Leu

Val

Ala

Gin

Leu
Gin
Val
Thr

Gin

Pro

Gin

CysGin
885 890
His Gly Leu Thr Leu Ala Gin Val Val Ala
lie
900 905 910

Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg
Leu

915 920 925
Gin Ala His Gly Leu Thr Gin Asp Gin Val

Ser

930 935 940

885
lie Ala Ser

Leu Leu Pro

Val Ala lie

lie GlyGlylys Gin AlaleuGlu Thr ValGinArg Leu

LeuPro

9s0 955

960

Leu CysGinAsp His GlyLeuThr Pro AspGinVal Val

Alalie
965 270
Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu
Leu
980 985 990

Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr
Val

995 1000 1005
lie Ala Ser Asn Gly Gly Lys Gin Ala Leu

Arg

1010 1015 1020

975%
Thr Val Gin

Leu Asp Gin

Glu Thr Vval

Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp

Val 1025 1030 1035
Ala lie Ala Ser Asn 3er Gly Gly Lys Gin
Val
1045 1050
Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His

Asn

1040
Ala Leu Glu

1055
Gly Leu Thr

1060 1065 1070

Val Val 2Zla lie Ala Ser Asn Gly Gly Lys
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Glu

lie

Leu

Asn
Ala
Asp
Arg

Val

Asp

Ala

His

Ala

Arg

Ser

1075 1080

Val
Thr

1090

ASp
Met
Ala

Arg

Asn

Tyr

Gin

Pro

1085

Ala Gin Leu Ser Arg Pro Asp Pro Ala Leu Ala Ala

1085

1100

His TLeu Val Ala Leu Ala Cys Leu Gly Gly Arg Pro

1105 1110

1115 1120

Val Lys Lys Gly Leu Pro His Ala Pro Glu Leu lie

1125 1130 1135

Arg Arg lie Gly Glu Arg Thr Ser His Arg Val Ala

1140 1145

1150

Val Val Arg Val Leu Glu Phe Phe Gin Cys His Ser

1155 1160

Tyr

Asn

1174

Gly Leu

Glu
Arg

lie

Ala
Gly

Leu

1165

Ala Phe Asp Glu Ala Met Thr Gin Phe Gly Met Ser

1175

1180

Val Gin Leu Phe Arg Arg Val Gly Val Thr Glu Leu

1185 1190

1185 1200

Gly Thr Leu Pro Prc Ala Ser Gin Arg Trp Asp Arg
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1205 1210 1215
Gin Ala Ser Gly Met Lys Arg Ala Lys Pro Ser Pro Thr Ser
Ala Gin
1220 1225 1230
Thr Pro Asp Gin Ala Ser Leu His Ala Phe Ala Asp Ser Leu
Glu Arg
1235 1240 1245

Asp Leu Asp Ala Pro Ser Pro Met His Glu Gly Asp Gin Thr

Gly Ala
1250 1255 1260
Ser Ser Arg Lys Arg Ser Arg Ser Asp ArgAla Val Thr
GlyPro Ser
1265 1270 1275 1280

Ala Gin His Ser Phe Glu val Aryg Val ProGlu Gin Arg

AspAla Leu

1285 1290 1295

His Leu Pro Leu Ser Trp Arg Val Lys Arg Pro Arg Thr Arg
lie Gly

1300 1305 1310
Gly Gly Leu Pro Asp Pro Gly Thr Pro lie Ala Ala Asp Leu
Ala Ala

1315 1320 1325
Ser Ser Thr Val Met Trp Glu Gin Asp Ala Ala Prc Phe Ala
Gly Ala
1330 1335 1340

Ala Asp Asp Phe Pro Ala Phe Asn Glu Glu Glu Leu Ala Trp

Leu Met 1345 1350 1355 1360
Glu Leu Leu Pro Gin Ser Gly Ser Val Gly Gly Thr lie
1365 1370
<210> 17
<211> 102
<212> DNA
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<213>

<220>

<2723>

<220>

221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222

<223>

Yapay Dizi

sentetik

muhtelif ozellik

34, 35, 36

n = CAT or CAC or AAC or AAT

muhtelif dzellik

37, 38, 39

n = GAC or GAT or GGA or GGC or GGG or GGT or TCA or TCC

or TCG or TCT or AGC or AGT or ATA or ATC or ATT <400> 17

ctgaccccgg cacaggtggt ggccatcgcce agennnnnng gcecggcaagca

ggcgctggag 60 acggtgecage gyctgttgee ggtgetgtge caggaccaty

gc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

102

18

34

PRT

Yapay Dizi
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<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

sentetik

VARYANT

12,

Xaa

13

His Asp or Asn Gly or Asn Ser or Asn Tle
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<400> 18

Leu Thr Pro Ala Gin Val Val Ala lie Ala Ser Xaa Xaa Gly
Gly Lys 15 10 15

Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
Gin Asp 20 25 30

His Gly

<210> 19

<211> 63

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> sentetik

<220>

<221> muhtelif 6zellik

<222> 34, 35, 30

<223» n = CAT or CAC or AAC or AAT

<2Z20>

<221>» muhtelif ozellik

<222» 37, 38, 39
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<223> n = GAC or GAT or GGA or GGC or GGG or GGT or TCA or TCC
or TCG or TCT or AGC or AGT or ATA or ATC cor ATT <400> 19

ctgaccccgg cacaggtggt ggccatcgcee agennnnnng gcecggcaagea

ggcecgectecgag 60 age 63

<Z210> 20

<211> 21

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> sentetik

<220>

<221> VARYANT

<222> 12, 13

<223> Xaa = His Asp or Asn Gly or Asn Ser or Asn Ile

<400> 20

Leu Thr Pro Ala Gin Val Val Ala lie Ala Ser Xaa Xaa Gly
Gly Lys 15 10 15

Gin Ala Leu Glu Ser 20

<210> 21

<211> 12
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<212> DNA

<213> Xanthomcnas oryzae

155



<400> 21

gcgctggaga gc 12

<210> 2Z

<Z211> 4

<212> PRT

<213> Xanthomonas oryzae

<400> 22
Ala Leu Glu
Ser 1
<210> 23
<211> 12
<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> sentetik

<400> 23

gcgctecgagt cc 12

<210> 24

<211> 102
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<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<2720>

<223> sentetik

<400> 24

tcgagacggt gcagcggcetg ttgccggtgce tgtgccagga ccatggectg

accccggacce 60 aagtggtggce catcgccagce aacattggcg gcaagcaadgce

gc

<210> 25

<211> 102

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> sentetik

<400> 25

tcgagcgctt gcttgecgcece aatgttgcectg gcecgatggcca ccacttggtce

102

cggggtcagg 60 ccatggtcct ggcacagcac cggcaacagc cgctgcaccg

tc

<210> 26

<211> 35

<212> PRT

157

102



<213>» Yapay Dizi

<220>

158



<223> sentetik

<400> 26

Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His
Gly Leu 15 10 15

Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly
Lys Gin 20 25 30

Ala Leu
Gl
u
35
<210> 27
<211> 102
<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223>» sentetik

<400> 27

tcgaaacggt gcagcdgctg ttgccggtgce tgtgccagga ccatggcectg

accccggace 60 aagtggtggc tatcgccagce aacattggeg goaagcaagce
gc 102

<210> 28

<211> 102

159



<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<2720>

<223> sentetik

<400> 28

tcgagcgctt gcttgceccgcecce aatgttgcectg gcgatagcca ccacttggte

cagggtcagg 60 ccatggtcct ggcacagcac cggcaacagc cgctgcaccg
tt 102

<210> 29

<211> 18

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> hedef dizi

<400> 29

atcaagattc tcttcact 18

<210> 30

<211> 15

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

160



<220>

<223> hedef dizi
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<400> 30

cccagaagta aacat 15

<210> 31

<211> 598

<212> PRT

<213> Xanthomonas oryzae

<400> 31

Leu Thr Pro Glu Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly

Gly Lys 15 10 15

Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
Gin Ala 20 25 30

His Gly Leu Thr Pro Gin Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn

Gly Gly 35 40 45
Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val
Leu Cys 50 55 60

Gin AlaHisGly LeuThr ProGinGinValVal AlalieAla SerAsn

65 70 75 80

Ser GlyGlyLysGin&AlaleuGluThrValGin ArgLleuLeu ProvVal

85 a0 95
Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gin Val Val Ala
lie Ala
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100

105 110

Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin

Leu

Leu

115

120 125

Pro vVal Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gin

Val

lie

145

Leu

Val

Thr

Gin

Pro

Gin

Leu

Thr

225

Pro

Leu

His

Leu

Gly

Gin

130

210

Ala

Ala SerAsnlie
Ginkla
150
Leu ProValleu
GinVal
165
Ala lie Ala Ser
Val
180
Ala Leu Leu Pro
Glu
195
Val Val Ala lie
Glu

Val GinAlaleu
LeuThr
230
Glu GinValval
GinAla
245
Glu Thr Vval Gin
Gly
260
Thr Pro Glu Gin
Lys
275
Ala Leu Glu Thr

135 140

Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr

155 160
Cys GinAlaHis Gly LeuThrPro

170 175
Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala Leu

185 190
Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu

200 205
Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin

215 220

Leu ProValLeu Cys GinAlaHis

235 240
Ala lieAlaSer His AspGlyGly

250 255
Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin

265 270
Val Val Ala lie Ala Ser His Asp

280 285
Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu

163

Arg

Val

Val

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys



Gin

His

305

Gly

Gin

Ser

Ser

Pro

Leu

lie

Ser

385

Pro

lie

Gin

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

465

Ala

300

Gly LeuThrPro Gin GinValval Ala lieAlaSer

315 320

Lys GinAlaLeu Glu ThrvValGin Arg LeuleuPro

335
Gin Val Val 2la lie

350
Thr Val Gin Ala Leu

365
Pro Glu Gin Val Val

380

Asn SerGlyGly Lys GinAlaLeu Glu ThrValGin

365 400

Val LeuCysGin Ala HisGlyLeu Thr ProGluGin

290 295

GlyGly

310
LeuCys
325 330
Ala His Gly Leu Thr Pro Glu
Asn
340 345

Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu
vVal

355 360
Cys Gin Ala His Gly Leu Thr
Ala
370 375

LeuLeu

390
ValAla
405 410
Ala Ser His Asp Gly Gly Lys
Arg
420 425

Leu Pro Val Leu Cys Gin Ala
Val

435 440
Ala lie Ala Ser His Asp Gly
Val
450 455

415
Gin Ala Leu Glu Thr

430

His Gly Leu Thr Pro

445
Gly Lys Gin Ala Leu

460

Arg LeuLeuPro vVal LeulysGin Ala HisGlyLeu

ProGlu
470

164

475 480

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

vVal

Glu

Glu

Thr



Gin

Thr

Leu

Pro

Pro

Leu

His

Leu

545

Gin

Val ValAlalie Ala SerHisAsp Gly GlyLysGin

495

Leu Cys Gin Ala His

510
Ser Asn Gly Gly Gly

525
Pro Val Leu Cys Gin

540

Thr ProGluGin Val ValAlalie Ala SerHisAsp

555 560

Ala LeuGluThr Val GinArgLeu Leu ProValleu

LeuGlu
485 490
Val Gin Arg Leu Leu Prc Val
Thr
500 505
Gin Gin Val Val Ala lie Ala
Ala
515 520
Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu
Gly
530 535
GlyLys
550
GinAla
565 570

575

His Gly Leu Thr Pro Gin Gin Val Val Ala lie Ala Ser

Gly

Gly
580 585

Gly Arg Pro Ala Leu Glu

595

165

590

Ala

Gly

Arg

Ala

Gly

Cys

Asn



<210> 3Z

<211> 4122

<212> DNA

<213>

Xanthomonas

oryzae <400> 32
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atggatccca
cggaccccaa
cgccectgctygg
cggacccggce
cagcttcagce
cgettcecttga
ccagcagagt
gccacccacc
agccggeccce
gcgceaggtgyg
gatcaaaccg
tgggccatgg
gcagcgttag
accagaggcyg
gcgcacgcgce
ccaccgttac
cggcgtgacc
gtgccccect
agacggtggca
gtgccaggcc
acgatggcgg
gttgceggtyg
caggtggtgg
ggtgcagcgg
ctgacccaygg
gcggcaagcea
1260
ccagccacga
gcggctgttg
ccggaceagy
ggagacggtyg
catggtctga
atggcggcaa
1560

tcgccagcoca

ttegttcgcyg cacgccaagt cctgcceccgeg agettcetgec

60 ccggataggg ttcagccgac tgcagatcgg gggggggctc
cggcecccctg 120 gatggettge ccgctecggeg gacgatgtcce

tgcecatctee cectgegece 180 tegectgegt tetegygeggg
gatctgctcc gtcagttcga tccgtcgett 240 cttgatacat
ttcgatgcct gceocgteggceca cgccgcatac agecggcectgee 300

gcgatgaggt gcaatcgggt ctgecgtgcag ccgatgaccc

360 gtgegtgteg ctgtcactge cgocgecggeooyg ccgogogoca

gcgacggcegt 420 gcggcegcaac cctccgacge ttocgoccggec

atctacgcac geteggetac 480 agtcagcage agcaagagaa

aaggtgggtt cgacagtggc gcagcaccac 540 gaggcactgg

gtttacacac gcgcacatcyg ttgcgctecag ccgacaccceg 600

ggaccgtcge tgtcaagtat caggacatga tcgcggcegtt

660 acacacgaaqg acatcgttgg tgtcggcaaa cagtggtccg

cctggaggee 720 ttgeteacgg tggcgggaga gttgagaggt

agttggacac aggccaactt 780 gtcaagattg caaaacgtgg

cagtgcatge atcgcecgecaat 840 gcactgacgg

gcagtggagg

gaacctgacc ccggcacagg tggtggccat cgccagcaat 200

agcaggcgct ggagacggtg cagcggcectgt  tgccggtgct

960 catggccectga ccceggegea ggtggtggee atecgecagec

caagcaggca

caggcccatyg

ctgtgccagy

ccatcgceccag

1140

accaggtggt

ggcgctggag

tggcggcaag

1020

cccatggect

caatattggc

ctgttgccygg
ggccatcgceco

acggtgcage

gcctgacccc

1320

ctggagacga

ggcaagcagg

tgctctgececa

1200
ggctgttgce

ggaccaggtyg

gccecceooggac

caggcgctgg

tgcagcgget
1080
cgctggagac
ggcccatggce
agccatggeg
ggtgctctge
gtggccatcg
agacggtgca

ccggtgetgt gccaggcocca tggcctgacce 1380

tggtggecat
1440

cgecageaat

ggcggeggea

cagcggetgt

tgccggtget

cceocggacca

ggtggtggcc

1500

tgccaggcec

gcaggcgcetyg

cgatggcggce

gagacggtgc

atggcctgac

1620
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agcggetgtt

cccggaccag

aagcaggcegc

agcaggcegct
gtgccaggce
atcgccagcea
geceggtygcety
gtggtggcca
tggagacggt



gcagcggctyg ttgccggtge Tgtgccagac ccatggtctg 1680
accccggcgce aggtggtgge catcgceccagce cacgatggecg gcaagcaggco
gctggagacg 1740 gtgcagcagc tgttgccggt gctgtgccag
gececatggece tgaccceccgga ccaggtggty 1800 gecatecgeca
gcaatattgg cggcaagcag gJgcgctagcga cggtgcageg gctgttgcceg
1860 gtgctgtgce aagcccatgg cctgacecoey gaccaggtygyg
tggccatcge cagcaatggce 1920 ggcggcaagc aggcgctgga
gacggtgeag cggectgttge cggtgctgtyg ccaggceccat 1980
ggcctgacce cggaccaggt ggtggcecatce gcecagcecaatg gcocggecggceaa
gcaggegaetyg 2040 gagacggtgce agecggcetgtt geceggtgetyg
tgccaggecce atggtctgac ccaggtgcag 2100 gtggtggcca
tcgccagcecaa tattggcggce aagcaggegce tggagacggt gcagcecggcetg
2160 ttgceggtge tgtgccaggc ccatggectyg acccaggogo
aggtggtggc catcgccagce 2220 cacgatggcyg gcaagcaggc
gectggagacy gtgcagegge tgttgecggt gctgtgecag 2280
gcccatggece  tgaccccgga  ccaagtggtg gcecatcgcca gcaatggcgg
cggcaagcag 2340 gogetggaga cggtgcagoeyg gctgttgecg
gtgctgtgce aggcccatgyg cctgacccag 2400 gagcaggtgg
tggccatcge cagcaataac Jgoggcaagce adggcecgetgga gacggtgcag
2460 cggetgttge cggtgetygtyg ccaggeccat ggcctgacca
cggaccaggt ggtggccatc 2520 gccagcaatg gcggcggcaa
gcaggcgcety gagacggtgc agcggcetgtt geccggtgetg 2580
tgccaggccce atggtctgac cccggcecgcecag gtggtggceca tcgceccagcaa
tattggcggce 2640 aagcaggcgc tggagacggt gcagcggctg
ttgeceggtge tgtgccagga ccatggecty 2700 accctggege
aggtggtggc catcgecage aatattggeg gceaagecaggce gcetggagacg
2760 gtgcagcggce tgttgccggt gctgtgccag gcacatggcce
tgacccagga ccaggtggtg 2820 gccatcgeea gecaatattgg
cggcaagcag gcgctggaga cggtgcagcg gctgttgecy 2880
gtgectgtgee aggaccatygg cctgacccocceg gaccaggteg tggecatoge
cagcaatatt 2940 ggcggcaagc aggcgctgga gacggtgcag
cggctgttgce cggtgctgtyg ccaggaccat 3000 ggcctgacce
tggaccaggt ggtggccatc gcecagcaaty geggcaagea ggcgctggag
3060 acggtgcagc ggctgttgcc ggtgctgtge caggaccatg
gactgacccc ggaccaggtce 3120 gtggeccatcyg ccagcaatag
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tggcggcaag
ccggtgctgt

cgccagcaat

caggcgetygyg

gccaggacca tggcctgacce

3240

ggcggcaagc

agacggtgca

ccgaaccagg

aggcgctgga

geccagttat ctcecgecetga teccecggegttg 3300
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gcggctgttg 3180

tggtggccat
gagcattgtt



gcocgcgttga c¢caacgacca cctcecgtcgec ttggcectgcee tocggcggacqg
tcctgeecatyg 3360 gatgcagtga aaaagggatt gcocgcacgceyg
ccggaattga tcagaagagt caatcgccgt 3420 attggcgaac
gecacgtecca tcecgcecgttgcece gactacgcegce aagtggttcecg cgtgcectggag
3480 tttttccagt gccactccecca cccagcgtac gcatttgatg
aggccatgac gcagttcggg 3540 atgagcagga acgggttggt
acagctettt cgcagagtgy gcgtcaccga actcgaagec 3600
cgcggtggaa  cgctceccecccce agoectcecgcecag cgttgggace gtatccteca
ggcatcaggg 3660 atgaaaagqgg ccaaaccgtc ccctacttcea
gcltcaaacac cggatcaggce gtctttgecat 3720 gcattegeeg
attcgctgga gcgtgacctt gatgcgceccta geccaatgca cgagggagat
3780 cagacagggqg caagcagcag Taaacggtec cgatcggatc
gtgctgtcac cggcccactec 3840 gcacagcact ctttcgaggt
gcgegttece gaacagcgcqg atgcgctgca tttgecccete 3900
agetggaggg taaaacgcecc gegtaccagg atcgggggeyg gectceocgga
tcctggtacg 3960 cccatcgctg ccgacctgge agcgtccagc
accgtgatgt gggaacaaga tgoggecooc 4020 ttcgcaggygy
cagcggatga tttcceccggca ttcaacgaag aggagctcocgce atggttgatg
4080 gagctattgc ctcagtcagg ctcagtcgga gggacgatct ga
41

22

<210> 33

<211> 1341

<212>» PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> sentetik

<400> 33
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Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Ser Arg Thr 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp
Gly Val 3% 40 45
Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Pro Pro Rla Gly Gly
Pro Leu
50 55 60
Asp GlyleuProAlaArgArgThr Met SerArg Thr Arg LeuProSer
65 70 75 g0
Pro ProAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly Ser Phe SerAspleu
85 90 95
lLeu Arg Gin Phe Asp Pro Ser Leu Phe Asn Thr Ser Leu Phe
Asp Ser
100 105 110
Leu Pro Pro Phe Gly Ala His His Thr Glu Ala Ala Thr Gly
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Val Gin Ser Gly Leu Arg Ala Ala Asp Ala Pro Pro
Pro Thr
130 135 149
Met ArgValAlaValThrAlaARlaArgProPro ArgAla LysProlAla
145 150 155 160
Pro ArgArgArglAlalAlaGinProSer AspAla Ser ProAlaAlaGin
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 180
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro

210 215 220
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Ala
225

Leu

Ser

Glu

Arqg

lie

Lys
Arg

Ala
Val

AlalLeuGlyThrvValAlaVal Lys TyrGin AspMet lieAlaAla

230 235 240
ProGluAlaThrHisGluAlalieValGly ValGly LysGinTrp

245 250 255
Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Val Ala
Leu
260 265 270
Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Leu
Ala
275 280 285

Arg Gly Gly Val Thr Ala Val Glu Ala Val His Ala

Asn

290 295 300

Leu Thr Gly Ala Pro Leu Asn Leu Thr Pro Glu Gin
Ala

172

Gly

Lys

Trp

val



305
lie

Gin

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Pro

Gin

385

Thr

Pro

Gin

Leu

His

Leu

Gly

Gin

465

His

310 315 320
Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr
Arg
325 330 335
Leu Pro Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro
Val
340 345 350
Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu
Val
355 360 365
Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu
Gin
370 375 380
Val ValAlalie Ala SerAsnSer Gly GlyLysGin
LeuGlu
390 395 400
Val GinArgleu Leu ProValLeu Cys GinAlaHis
LeuThr
405 410 415
Glu Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly
Ala
420 425 430
Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin
Gly
435 440 445
Thr Pro Glu Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie
Lys
450 455 460
Ala LeuGluThr val GinAlaLeu Leu ProvalLleu
GinAla
470 475 480
Gly LeuThrPro Glu GinValval Als lieAlaSer
lieGly
485 490 495

Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Ala Leu Leu Pro
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Val

Gin

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

Val



Leu

Gin

Ser

lie

Pro

Leu

545

Ser

Pro

Val

lie

Gin

Leu

Gin

Val

625

Gin

Gin

Leu

Thr

Leu

Cys
500 505 510
Ala His Gly Leu Thr Prc Glu Gin Val Val Rla lie
Asn
515 520 525
Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Ala Leu
Val

530 535 540

Cys GinAlaHis Gly LeuThrPro Glu GinVvalval

lieAla

550 555 560

His AspGlyGly Lys Gin&ZAlaLeu Glu ThrvalGin

Leuleu

565 570 575
Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gin
Ala
580 585 590

Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr
Arg

595 600 605
Leu Pro Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro
Val

610 615 620

Ala lieAlaSer Asn GlyGlyGly Lys GinAlzaLeu

Thrval

630 635 640

Arg LeuleuPro Val LeuCysGin Alz HisGlyLeu

ProGlu

645 650 655
Val Val Ala lie Ala Ser Asn Ser Gly Gly Lys Gin
Glu
660 665 670

Val Gin Ala Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Ala His
Thr

675 680 685
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Ala

Leu

Ala

Arg

Val

Val

Gin

Glu

Thr

Ala

Gly



Pro Glu Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Ser Gly Gly Lys
Gin Ala
690 695 700
Leu Glu ThrvalGin Arg LeuleuPro Val LeuCysGin Ala
HisGly
705 710 715 720
Leu Thr ProGluGin Val ValZlalie Ala SerHisAsp Gly
GlyLys
725 730 735
Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
Gin Ala
740 745 750
His Gly Leu Thr Pro Glu Gin Val Val Ala lie Ala Ser His
Asp Gly
755 760 765
Gly Lys Gin Ala Teu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val
Leu Cys
770 775 780
Gin Ala HisGlyLeu Thr ProGluGin Val ValAlalie Ala
SerHis
785 790 795 800
Asp Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr val GinArgLeu Leu
Proval
805 810 815

175



Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro Gin Gin Val
Val Ala lie Ala 820 825
830

Ser Asn Gly Gly Gly Arg Pro Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg

Leu Leu 835 840 845
Pro Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gin
Val Ala
850 855 860
lie Ala SerHisAspGlyGlyLysGinAlaLeuGluThrvValGin
865 870 875 880
Leu Leu ProVal LeuCysGinAlaHisGlylLeuThrProGinGin
885 890 895
Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly CGly Arg Pro Ala Leu
Ser lie
900 905 910
Val Ala Gin Leu Ser Arg Pro Asp Pro Ala Leu Ala Ala
Thr Asn
915 920 925
Asp His Leu Val Ala Leu Ala Cys Leu Gly Glyv Arg Pro
Leu Asp
930 935 940
Ala Val LysLysGlyLeuProHisAlaProAlaLeulieLysArg
845 950 955 960
Asn ArgArglieProGluArgThrSerHisArgValAlaAspHisAla

965 970 975
Gin Val Val Arg Val Leu Gly Phe Phe Gin Cys His Ser
Pro Ala
980 985 990
Gin Ala Phe Asp Asp Ala Met Thr Gin Phe Gly Met Ser
His Gly
995 1000 1005
Leu Leu Gin Leu Phe Arg Arg Val Gly Val Thr Glu Leu
Ala Arg
10190 1015 1020

Ser Gly Thr LeuPro Pro Ala Ser GinZArgTrp Asp
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Val

Arg

Val

Glu

Leu

Ala

Thr

His

Arg

Glu

Arg



lieLeu Gin
1025 1030 1035 1040
Ala Ser Gly Metlys Arg Ala Lys ProSerPro Thr Ser
ThrGin Thr
1045 1050 1055
Pro Asp Gin Ala Ser Leu His Ala Phe Ala Asp Ser TLeu Glu
Arg Asp
1060 1065 1070
Leu Asp Ala Prc Ser Pro Met His Glu Gly Asp Gin Thr Arg
Ala Ser
1075 1080 1085
Ser Arg Lys Arg Ser Arg Ser Asp Arg Ala Val Thr Gly Pro
Ser Ala
109¢C 1095 1100
Gin Gin Ser Phe Glu Val Arg Val Pro Glu Gin Arg Asp Ala
Leu His 1105 1110 1115 1120
Leu Pro Leu Ser Trp Arg Val Lys Arg Pro Arg Thr Ser lie
Gly Gly
1125 1130 1135
Gly Leu Pro Asp Pro lie Ser Arg Ser Gin Leu Val Lys Ser
Glu Leu
1140 1145 1150
Glu Glu Lys Lys Ser Glu Leu Arg His Lys Leu Lys Tvyr Val
Pro His
1155 1160 1165
Glu Tyr lie CGlu Leu lie Glu lie Ala Arg Asn Ser Thr Gin
Asp Arg
11798 1175 1180
lie Leu Glu MetLys Val Met Glu Phe PheMet Lys Val
TyrGly Tyr
1185 1190 1195 1200
Arg Gly Lys HisLeu Gly Gly Ser ArgLysPro Asp Gly
Alalie Tyr
1205 1210 1215
Thr Val Gly Ser Pro lie Asp Tyr Gly Val lie Val Asp Thr
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Lys Ala

1220 1225 1230
Tyr Ser Gly Gly Tyr Asn Leu Pro lie Gly Gin Ala Asp Glu
Met Gin

1235 1240 1245
Arg Tyr Val Glu Glu Asn Gin Thr Arg Asn Lys His lie Asn
Pro Asn
1250 1255 1260
Glu Trp Trp Lys Val Tyr Pro Ser Ser Val Thr Glu Phe Lys
Phe Leu 1265 1270 1275 1280
Phe Val Ser Gly His Phe Lys Gly Asn Tyr Lys Ala Gin Leu
Thr Arg
1285 1290 1285

Leu Asn His lie Thr Asn Cys Asn Gly Ala Val Leu Ser Val
Glu Glu

1300 1305 1310
Leu Leu lie Gly Gly Glu Met lie Lys Ala Gly Thr Leu Thr
Leu Glu
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1315 1320 1325

Glu Val Arg Arg Lys Phe Asn Asn Gly Glu lie Asn Phe

1330 1335 1340

<210> 34

<211> 1542

<212> PRT

<213>» Yapay Dizi

<220>

<223> sentetik

<400> 34
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Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp
Arg Val 35 40 45
Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser
Pro Leu
50 55 00
Asp GlylLeuProAlaArgArgThrVal SerArg Thr Arg Leu ProSer
65 70 75 g0
Pro ProAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly Ser Phe Ser AspLeu
85 20 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu
Asp Ser
100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro Ala
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 140
Val ArgValAlaValThr AlaAlaArgProPro ArgAlalysProAla
145 150 155 160
Pro ArgArgArgAlalAlaGinProSer AspAla Ser ProAlaAlaGin
165 179 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 180
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro

210 215 220
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Ala
225

Leu

Ser

Glu

Arqg

lie

Lys
Arg

Ala
305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Pro

Gin

Leu

AlalLeuGly ThrValAlaVal Thr TyrGin Hislielie ThrAla
230 235 240

ProGluAlaThrHisGluAsp lieValGly ValGly Lys GinTrp

245 250 255
Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala
Leu
260 265 270
Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val
Ala
275 280 285
Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala

Asn

290 295 300

LeuThr GlyAlaProLeulAsnLeuThrPro AlaGinValValAla
310 315 320

AlaSerAsnAsnGlyGlyLysGin AlalLeu GluThrVal GinArg

325 3390 335
Leu Pro Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro
Val
340 345 350
Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu
Met
355 360 365
Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu
Asp

370 375 380

Val val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin
Glu
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Gly

Lys

Ser

Ala

Glu

Pro

Ala



385
Thr

Leu

Pro

Gin

Leu

His

Leu

Gly

Gin

465

His

Gly

Leu

Gin

Ser

Gly
Val

Cys

245

His

Val

380 395 400
Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Ala His
Thr
405 410 415
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Gly Gly Gly
Ala
420 425 430
Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin
Gly
435 440 445

Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp

Lys

450 455 460

Ala LeuGluThr val GinArgLeu Leu Provalleu

GinAla

470 475 489

Gly LeuThrPro Asp GinValval Ala lieAlaSer

GlyGly

485 490 495
Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro
Cys
500 505 510

Ala His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie
Asn

515 520 525
Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu

Leu

530 535 540

Gin AlaHisGly Leu Thr ProAsp Gin ValvaldAla
AlaSer
550 555 560
Asp GlyGlyLys Gin AlaLeuGlu Thr ValGinArg
LeuPro
565 570 575
Leu Cys Gin Thr His Gly Leu Thr Pro Ala Gin Val
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Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

Pro

lie

Leu

Val



Ala lie
580 585 590
Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin
Gin Leu
595 600 605
Leu Pro Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro Asp Gin
Val val
610 615 620
Ala lie AlaSerdAsn lie GlyGlyLys Gin AlalLeuala Thr
ValGin
625 630 635 640
Arg Leu LeuProvVal Leu CyaeGinkla His GlyLeuThr Pro
AspGin
645 650 655
Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu
Glu Thr
660 665 670
Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Ala His Gly Leu
Thr Pro
675 680 685
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin
Ala Leu
690 695 700
Glu Thr ValGinArg Leu LeuProvVal Leu CysGinAla His
GlyLeu
705 710 715 720
Thr Gin ValGinval Val AlalieAla Ser AsnlieGly Gly
LysGin
725 730 735
Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin
Ala His
740 745 750
Gly Leu Thr Pro Ala Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp
Gly Gly
755 760 765
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Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu
Cys Gin
770 775 780
Ala His GlyLeuThr Pro AspGinval Val AlalielAla Ser
AsnGly
785 790 795 800
Gly Gly LysGinAla Leu GluThrval Gin Argleuleu Pro
Valleu
805 810 815
Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Gin Glu Gin Val Val Ala lie
Ala Ser
820 825 830
Asn Asn Gly Gly Lys Gin Ala Leu CGlu Thr Val Gin Arg Leu
Leu Pro
835 840 845
Val TLeu Cys Gin Ala His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val
Ala lie
850 855 860
Ala Ser AsnGlyGly Gly LysGinAla Leu GluThrval Gin
ArgLeu
865 870 875 880
Leu Pro ValLeuCys Gin AlaHisGly Leu ThrProAla Gin
Valval
885 890 895
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Ala

Arg

Val
Glu

Val
945
Asp

Glu
Gly

Thr

Lys

Ala

Gly
Gly
Gin

Gin

His

Ser

Gly

Leu

Gin

Ser

lie Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala Leu

Glu Thr Val Gin 900

905

Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Leu

925

Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala Leu

940

8950 955 960

975
Val Leu Cys Gin Asp

990
2la Ser Asn lie Gly

1005
Leu Pro Val Leu Cys

1020

Gin

Leu

His

Gly

Gin

Leu Thr Leu Asp Gin Val val Ala lie Ala Ser Asn Gly

035 1040

Leu Leu Pro Val Leu

1055

Val Ala lie Ala Ser

1070

Gin Arg Leu Leu Pro

1085

Gin Val val Ala lie

910G
Ala Gin 915 920
Thr
930 935
Gin ArgLeuleu ProVal LeuCysGinAlaHisGlyLeuThr
Gin ValValalalieAlaSeraAsnlieGlyGlyLysGinala
965 970
Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro
Leu
980 985
Pro Asp Gin Val Val Ala lie
Gin
995 1000
Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu
His
1018 1015
Lys 1025 1030 1
Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg
Asp
1045 1050
Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val
Gly
1060 1065
Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val
Cys
1075 1080
Asp His Gly Leu Thr Pro Asn
Asn
1090 1095
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1100

Cys

Asn

Val

Ala



Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Ser lie Val Alza Gin Leu Ser

Arg Pro 110% 1110 1115 1120
Asp Pro Ala Leu Ala Ala Leu Thr Asn Asp His Leu Val
Leu Ala
1125 1130 1135
Cys Leu Gly Gly Arg Pro Ala Met Asp Ala Val Lys Lys
Leu Pro
1140 1145 1150
His Ala Pro Glu Leu lie Arg Arg Val Asn Arg Arg lie
Glu Arg
1155 1160 1165
Thr Ser His Arg Val Ala Asp Tyr Ala Gin Val Val Arg
Leu Glu
117¢ 1175 1180

Ala

Gly

Gly

Val

Phe Phe Gin Cys His Ser His Pro Ala Tyr Ala Phe Asp Glu

Ala Met 1185 1190 1195 1200
Thr Gin Phe Gly Met Ser Arg Asn Gly Leu Val Gin Leu
Arg Arg
1205 1210 1215

Val Gly Val Thr Glu Leu Glu Ala Arg Gly Gly Thr Leu
Pro Ala

1220 1225 1230
Ser Gin Arg Trp Asp Arg lie Leu Gin Ala Ser Gly Met
Arg Ala

1235 1240 1245
Lys Pro Ser Prc Thr Ser Ala Gin Thr Pro Asp Gin Ala
Leu His
1250 1255 1260

Ala Phe Ala AspSer Leu Glu Arg AspLeuAsp Ala

SerPro Met
1265 1270 1275 1280
His Glu Gly AspGin Thr Arg Ala Ser SerArg Lys

SerArqg Ser

1285 1290 1295

Asp Arg Ala Val Thr Gly Pro Ser Ala Gin Gin Ala Val
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BPhe

Pro

Lys

Ser

Proc

Glu



Val Arg

1300 1305

1310

Val Pro Glu Gin Arg Asp Ala Leu His Leu Pro Leu Ser Trp

1325

Gly Leu Pro Asp Pro

Gin Leu Val Lys Ser Glu Leu Glu Glu Lys Lys Ser

1360
Glu Tyr lie Glu Leu

1375
lie Leu Glu Met Lys

13390
Arg Gly Lys His Leu

Arg Val
1315 1320
Lys Arg Pro Arg Thr Arg lie Trp Gly
lie Ser
1330 1335 1340
Arg Ser
Glu Leu 1345 1350 1355
Arg His Lys Leu Lys Tyr Val Pro His
lie Glu
1365 1370
lie Ala Arg Asn Ser Thr Gin Asp Arg
Val Met
1380 1385
Glu Phe Phe Met Lys Val Tyr Gly Tyr
Gly Gly
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

1395 1400 1405
Ser Arg Lys Pro Asp Gly Ala lie Tyr Thr Val Gly Ser
lie Asp
1410 1415 1420

Tyr Gly Val lie Val Asp Thr Lys Ala Tyr Ser Gly Gly
Asn Leu 1425 1430 1435 1440
Pro lie Gly Gin Ala Asp Glu Met Gin Arg Tyr Val Glu
Asn Gin

1445 1450 1455
Thr Arg Asn Lys His lie Asn Pro Asn Glu Trp Trp Lys
Tyr Pro

1460 1465 1470
Ser Ser Val Thr Glu Phe Lys Phe Leu Phe Val Ser Gly
Phe Lys
1475 1480 1485
Gly Asn Tyr Lys Ala Gin Leu Thr Arg Leu Asn His lie
Asn Cys
1430 1495 1500

Asn Gly Ala Val Leu Ser Val Glu Glu Leu Leu lie Gly
Glu Met 1505 15140 1515 1520
lie Lys Ala Gly Thr Leu Thr Leu Glu Glu Val Arg Arg
Phe Asn

1525 1530 1535
Asn Gly Glu lie Asn Phe

1540

35
1035
PRT
Yapay Dizi
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Pro

Tyr

Glu

Val

His

Thr

Gly

Lys



<223> sentetik

<400> 35

189



Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp
Arg Val 35 40 45
Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser
Pro Leu
50 55 60
Asp GlylLeuProAlaArgArgThrVal SerArg Thr Arg LeuProcSer
65 70 75 g0
Pro ProAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly Ser Phe SerAspleu
85 90 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu
Asp Ser
100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro Ala
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 140
Val ArgValAlaValThr AlaAlaArgProPro ArgAlalysProAla
145 150 155 160
Pro ArgArgArgAlalAlaGinProSer AspAla Ser ProAlaAlaGin
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 130
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro

210 215 220
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Ala AlaleuGlyThrValAlaVal Thr TyrGin Hislie lie ThrAla

225 230 235 240

Leu ProGlualaThrHisGluaAsplieValGly ValGly LysGinTrp
245 250 255

Ser Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala Gly
Glu Leu
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Arg

lie

Lys

Arg

Ala

305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Fro

Gin

385

Thr

Pro

Gin

Leu

His

Leu

260 265 270
Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val
Ala
275 280 285
Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His RAla

Asn

290 295 300

Leu ThrGlyAla Pro LeuAsnLeu Thr ProAlaGin

Valala

310 315 320

ZAla SerHisAsp Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr

GinArg

325 330 335
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Val
340 345 350

Ala lie Ala Asn Asn Asn Gly Gly Lys Gin Ala Leu
vVal

355 360 365
Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu
Asp

370 375 380

Val ValAlalie Ala AsnAsnAsn Gly GlyLysGin

LeuGlu

390 395 400

Val GinArgLleu Leu ProvValleu Cys GinAspHis

LeuThr

405 410 415
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly
Ala
420 425 430

Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin
Gly

435 440 145
Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly
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Lys

Ser

Val

Val

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

Asp

Gly



Gly

Gin

465

His

Gly

Leu

Gin

Asn

Asn

Pro

Leu

545

Ser

Pro

Val

lie

Val

Gin

Asp

Leu

625

AlavVal
630 £35
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480

495

Leu Pro

Ala lie

Arg Leu

560

575
Asp Gin

Glu Ser

Leu Thr

Lys
450 455 460
Ala LeuGluThr Val GinArgLeu Len ProValLeu

GinAsp

470 475

Gly LeuThrPro Asp GinValval Ala lieAlaSer

GlyGly

485 490
Lys Gin Ala Leu Glu Thr vVal Gin Arg Leu
Cys
500 505 510

Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val
Asn

515 520 525
Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin
Val
530 535 540
Cvys GinAspHis Gly LeuThrPro Asp GinValval

lieAla

550 555

His AspGlyGly Lys GinAlaleu Glu ThrVvalGin

LeulLeu

565 570
Vazl Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Ala
580 585 590

Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu
Ala

595 600 605
Leu Ser Arg Arg Asp Pro Ala Leu Ala Ala
His
610 615 620
Val AlaLeuhAla Cys LeuGlyGly Arg ProAlaleu

640

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

vVal

lie

Asn

Asp



Lys Lys GlyLeuPro His AlaProGlu Phe lieArghArg Val

AsnArg

645 650 655
Arg lie Ala Glu Arg Thr Ser His Arg Val Ala Asp Tyr Ala
His Vval
660 565 670

Val Arg Val Leu Glu Phe Phe Gin Cys His Ser His Pro Ala
His Ala

675 680 685
Phe Asp Glu Ala Met Thr Gin Phe Gly Met Ser Arg His Gly
Leu Val

690 695 700

Gin Leu PheArgArg Val GlyVvValThr Glu PheGluAla Arg

TyrGly
705 710 715 720
Thr TLeu ProProAla Ser GinArgTrp Asp ArglielLeu Gin

AlasSer

125 730 735
Gly Met Lys Arg Ala Lys Proc Ser Pro Thr Ser Ala Gin Thr
Pro Asp
740 745 750

Gin Thr Ser Leu His Ala Phe Ala Asp Ser Leu Glu Arg Asp
Leu Asp

755 760 765
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Ala

Ser

Lys

785

Ala

Leu

Gly

Pro

Glu

Lys
Glu

lie

865
Glu

Lys

Thr

Gly
Tyr

Gly
Arg

Val

Pro Ser Pro Met His Glu Gly Asp
Arg
770 775
ArgSerArg SerAsp Arg AlaValThr

Gin

790 795

ValGluVval ArgVal Pro Glu GinArg

Pro

805 810
Ser Trp Arg Val Lys Arg Pro Arg
Leu
820 825

Asp Pro lie Ser Arg Ser Gin Leu
Glu

835 840
Lys Ser Glu Leu Arg His Lys Leu
Tyr
850 855
GluleulieGlulie Ala ArgAsgnSer

Leu

870 875

Met Lys Val MetGlu Phe Phe MetLys

Gly

885 890
His Leu Gly Gly Ser Arg Lys Pro
Val
900 905

Ser Pro lie Asp Tyr Gly Val lie
Ser

915 920
Gly Tyr Asn Leu Pro lie Gly Gin
Tyr
930 935
GluGluAsn GinThr Arg Asn LysHis

195

Gin Thr Arg Ala

780

Gly Pro SerAla
800

Asp Ala LeuHis

815

Thr Arg lie Trp

830

Val Lys Ser Glu

845

Lys Tyr Val Pro

860
Thr Gin AspArg
8890
Val Tyr GlyTyr
895

Asp Gly Ala lie

910

Val Asp Thr Lys
925

Ala Asp Glu Met

240

lie Asn ProAsn

Ser

Gin

Leu

Gly

Leu

His

lie

Arg

Tyr

Ala

Gin

Glu



<210>

<211>

<212>

<213>

<2720>

<223>

<400>

945

Trp

Ser

Leu

His

Leu

lie

Glu

Tro
950
LysVal Tyr ProSer
vVal
965
Gly His Phe Lys
Asn
980
lie Thr Asn Cys
Leu
995
Gly Gly Glu Met

Val

1010

955

Sexr Val ThrGlu

970
Gly Asn Tyr Lys

985
Asn Gly Ala Val

1000
lie Lys Ala Gly

1015

Arg Arg Lys Phe Asn Asn Gly Glu lie

Asn

36

Phe 1025

1069

PRT

Yapay Dizi

sentetik

36

1030

1035
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960

Phe Lys Pheleu

975

Ala Gin Leu Thr

950
Leu Ser Val Glu

1005
Thr Leu Thr Leu

1020

FPhe

Arg

Glu

Glu



Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15

Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg

Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro

Asp Arg Val 35 40 45
Gin Prc Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Rla Gly Ser
Pro Leu 50 55 50
Asp GlyLeuProAlaArgArg ThrVal SerArg ThrArg LeuProSer
65 70 75 80
Pro ProAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly SerPhe SerZspleu
85 90 95

Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu
Asp Ser

100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro Ala
Glu Trp

115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 140
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Val

145

Pro

Val

Lys

Lys

Leu

Gly

His

Ala

225

Leu

Ser

Glu

lie

Lys
Arg

Ala

305

lie

ArgValAlaValThr Ala AlaArgPro Pro ArgAlalys
Ala
150 155 1690
Arg ArgArghAla Ala GinProSer Asp AlaSerPro
AlaGin
165 170 175
Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin
lie
180 185 130
Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu
Val
195 200 205
His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser
Pro
210 215 220
Ala LeuGlyThr vVal AlavalThr Tyr GinHislie
Thrala
230 235 240
Pro GluAlaThr His GluAsplie Val GlyValGly
GinTrp
245 250 255
Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala
Leu
260 265 270
Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val
Ala
275 280 285
Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala
Asn
290 295 300
Leu ThrGlyala Pro LeulAsnLeu Thr ProAlaGin
Valila
310 315 329
Ala SerAsnlie Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr
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Pro

Ala

Glu

Ala

Gin

lie

Lys

Gly

Lys

Ser

Val

Val



GinArg
325 330 335
Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp
Gin val
240 345 350
Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Teu Glu
Thr Val
355 360 365
Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr
Pro Asp
370 375 380
Gin val ValAlalie Ala SerHislAsp Gly GlyLysGin Ala
LeuGlu
385 390 385 400
Thr Val GinArgleu Leu ProValleu Cys GinkZspHis Gly
LeuThr
405 410 415
Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys
Gin Ala
420 425 430
Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp
His Gly
435 440 445
Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly
Gly Lys
450 455 460
Gin Ala LeuGluThr val GinArgLeu Leu ProValleu Cys
GinAsp
465 470 475 4890
His Gly LeuThrPro Asp GinValVal Ala lieAlaSer Asn
GlyGly
485 490 4395
Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val
Leu Cys
500 505 510
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Gin Asp His Gly Leu Thr Prc Asp Gin Val Val Ala lie Ala
Ser His
515 520 525
Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu
Pro Val
530 535 540
Leu Cys GinAspHis Gly LeuThrPro Asp GinValval Ala
lielAla
545 550 555 560
Ser Asn GlyGlyGly Lys GinAlaleu Glu ThrvalGin Arg
LeulLeu
565 570 575
Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val
Val Ala
580 585 590
lie Ala Ser His Asp Gly Gly TLys Gin Ala Teu Glu Thr Val
Gin Arg
595 600 605
Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp
Gin Val
610 615 620
Val Ala lieAlaSer His AspGlyGly Lys GinAlalLeu Glu
Serlie
625 630 635 640
Val Ala GinLeuSer Arg ArgAspPro Ala LeulAlaAla Leu
ThrAsn
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Asp

Leu

Ala

Arg

Asn

Tyr

His

705

His

Leu

2la

Tyr

Leu

Ala

Gin

Pro

185

Leu

Ser

Ser

Gin

645 650 555
His Leu Val Ala Leu Ala Cys Leu Gly Gly Arg Pro
Asp
660 665 670
Val Lys Lys Gly Leu Pro His Ala Pro Glu Phe lie
Val
675 680 685
Arg Arg lie Ala Glu Arg Thr Ser His Arg Val Ala
Ala
690 695 700
ValVal ArgValleu Glu Phe PheGin Cys His SerHis
Ala
710 715 720
AlaPheAspGluAla Met Thr GinPhe Gly Met SerArg
Gly
725 730 735
Val Gin Leu Phe Arg Arg Val Gly Val Thr Glu Phe
Arg
740 745 750
Gly Thr Leu Pro Pro Ala Ser Gin Arg Trp Asp Arg
Gin
755 760 765
Ser CGly Met Lys Arg Ala Lys Pro Ser Pro Thr Ser
Thr
770 775 780
AspGinThr SerLeu His Ala PheAla Asp Ser LeuGlu
Asp
790 795 800
AspAlaProSerPro Met His GluGly Asp Gin ThrArg
Ser
805 810 815
Arg Lys Arg Ser Arg Ser Asp Arg Ala Val Thr Gly
Ala
820 825 830
Gin Ala Val Glu Val Arg Val Pro Glu Gin Arg Asp

201

Ala

Arg

Asp

Pro

His

Glu

lie

Ala

Ala

Pro

Ala



Leu

Leu

Trp

Gly LeuProAspProlie Ser

865
Glu

Glu

lie

Gly

Arg

lie

Thr

945

Tyr

Arg

Pro

Glu
FPhe

Phe
Thr

His

835

840

845

Pro Leu Ser Trp Arg Val Lys Arg Pro Arg Thr Aryg

Gly
850

Leu
870
GlulLysLys SerGlu
His
885
Tyr lie Glu Leu
900
Leu Glu Met Lys
Tyr
915
Gly Lys His Leu
Tyr
930
ValGly Ser Prolie
Ala
950
SerGlyGly TyrAsn
Gin
965
Tyr Val Glu Glu
Asn
980
Trp Trp Lys Val
Leu
995
Val Ser Gly His
Arg
1010

855
Arg SerGin
875
Leu ArgHisLys
890
lie Glu lie Ala

905

Val Met Glu Phe

920
Gly Gly Ser Arg

935

Asp Tyr GlyVvVal

955

Leu Prc lieGly

970

Asn Gin Thr Arg

985

Tyr Pro Ser Ser

1000
Phe Lys Gly Asn

1015

202

860

Leu Val LysSer

8840

Leu LysTyrval

895

Arg Asn Ser Thr

910

Phe Met Lys Val

925
Lys Pro Asp Gly

940

lie Val AspThr

960

Gin AlaAspGlu

975

Asn Lys His lie

990

Val Thr Glu Phe

1005
Tyr Lys Ala Gin

1020

lie

Glu

Pro

Gin

Tyr

Ala

Lys

Met

Asn

Lys

Leu



Leu Asn His lie Thr Asn Cys Asn Gly Ala Val Leu Ser Val
Glu Glu 1025 1030 1035 1040
Leu Leu lie Gly Gly Glu Met lie Lys Ala Gly Thr Leu Thr
Leu Glu
1045 1050 1055
Glu Val Arg Arg Lys Phe Asn Asn Gly Glu lie Asn Phe
1060 1065

<210> Z27

<211> 1137

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> sentetik

203



<400> 37

204



Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val
Ser Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie
Arg Pro Arg Arg 20 25
30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp
Arg Val 35 40 45
Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser
Pro Leu
50 55 60
Asp GlyLeuProAlaArgArgThrVal SerArg ThrArgLeuProSer
65 70 75 80
Pro Pro AlaProSerProAlaPhe SerAla GlySerPhe SerAsp Leu
85 90 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu
Asp Ser
100 105 119
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Proc Ala
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser 2Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 140
Val ArgvValAlaValThrAlaAlaArgProPro ArghAlalysProAla
145 150 155 160
Pro ArgArgArgAlaAlaGinProSerAspAla SerProAlaAlaGin
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 199
lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin

His Pro

205



210

215 220

Ala AlaleuGlyThrValAlaValThr TyrGinHislielieThrAla

225

Leu Pro

Ser Gly

Glu Leu

Arg Gly
lie Ala

230 235 240
GluAlaThrHisGluAsplieval GlyValGlyLysGin
245 250 255

Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala

260 265 270
Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val

275 280 285

Lys Arg
Arg Asn
290

Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala

295 300

Ala LeuThrGlyAlaProleuAsnlLeuThrProAlaGinValVallla

305
lie Ala

Leu Leu

Gin Val

val Ala
Thr Val

310 315 320
SerAsnlieGlyGlyLysGinaAla LeuGluThrvValGin
325 330 335
Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro

340 345 350
lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu

355 360 365

Gin Arg

Pro Asp
370

Gin Val

385

Thr Val

Pro Asp

Gin Ala

Leu Glu

Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu

375 380
ValAlalieAlaSerHisAspGly GlyLysGinAlaLeu
390 395 400
GinArgLeuleuProVal LeuCys GinAspHisGlyLeu
405 410 415
Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly

420 425 439
Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin

206

Trp

Gly

Lys

Ser

Arg

Asp

Glu

Thr

Glu

Thr

Asp



His Gly
435 440 445
Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly
Gly Lys
450 455 460
Gin AlaleuGluThrVvalGinArgleuleuPro Val LeuCysGinAsp
465 470 475 480
His GlylLeuThrProAspGinValValAlalie AlaRsnAsnAsnGly
485 490 495
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Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu

Pro Val Leu Cys 500

510

505

Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala

Pro

Leu

545

Ser

Pro

Val

lie

Gin

Leu

Gin

Val

625

Gin

Gin

Leu

Thr

Leu

Ser Asn 515

Val

530

Cys

GinAspHis Gly

lieAla

Asn

Leuleu

Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin

Ala

Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr

Arg
595

Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro

Val

610

Ala

GlyGlyGly Lys

580

lieAlaSer His

565

ThrvVal

Arg

LeuleuPro Val

ProAsp

Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin

Glu

Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His

Thr
675

660

645

550

630

520

585

600

665

680

208

570

650

525
lie Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu

555

635

LeuThrPro Asp

GinAlaleu Glu

605

AspGlyGly Lvs

LeulysGin Asp

685

GinvValvVal

ThrvalGin

590

GinAlaleu

HisGlyLeu

670

560

575

655

€40

Leu

Ala

Arg

Val

Val

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly



Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys
Gin Ala
690 695 700
Leu Glu Serlieval Ala GinLeuSer Arg ArgAspPro Ala
Leuala
705 710 715 720
Ala Leu ThrAsnAsp His LeuvValAla Leu AlaCysLeu Gly
GlyArg
725 730 735
Pro Ala Leu Asp Ala Val Lys Lys Gly Leu Pro His Ala Pro
Glu Phe
740 745 750
lie Arg Arg Val Asn Arg Arg lie Ala Glu Arg Thr Ser His
Arg Val
755 760 765
Ala Asp Tyr Ala His Val Val Arg Val Leu Glu Phe Phe Gin
Cys His
770 775 780
Ser His ProAlaHis Ala PheAspGlu Ala Met ThrGin Phe
GlyMet
785 790 795 800
Ser Arg HisGlyLeu val GinLeuPhe Arg ArgvalGly Val
ThrGlu
805 810 815
Phe Glu Ala Arg Tyr Gly Thr Leu Pro Pro Ala Ser Gin Arg
Trp Asp
820 825 830
Arg lie Leu Gin Ala Ser Gly Met Lys Arg Ala Lys Pro Ser
Pro Thr
835 840 845
Ser Ala Gin Thr Pro Asp Gin Thr Ser Leu His Ala Phe Ala
Asp Ser
850 855 860
Leu Glu ArgAsplLeu Asp AlaProSer Pro Met HisGlu Gly

LspGin

209



865 870 875 880
Thr Arg AlaSerSer Arg LysArgSer Arg SerAspArg Ala

ValThr

885 890 895
Gly Pro Ser Ala Gin Gin Ala Val Glu Val Arg Val Pro Glu
Gin Arg
900 205 910

Asp Ala Leu His Leu Pro Leu Ser Trp Arg Val Lys Arg Pro
Arg Thr

915 920 925
Arg lie Trp Gly Gly Leu Pro Asp Pro lie Ser Arg Ser Gin
Leu Val

930 935 940

Lys Ser GluleuGlu Glu LysLysSer Glu LeuArgHis Lys

Leulys
245 950 955 960
Tyr Val ProHisGlu Tyr lieGlulLeu lie GlulieAla Arg

AsnSer

965 970 975
Thr Gin Asp Arg lie Leu Glu Met Lys Val Met Glu Phe Phe
Met Lys
980 985 9920

Val Tyr Gly Tyr Arg Gly Lys His Leu Gly Gly Ser Arg Lys
Pro Asp

210



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

995

1000

1005

Gly Ala lie Tyr Thr Val Gly Ser Pro lie Asp Tyr Gly Val

lie

Asp
Gin
Asp
Lvys

lie

Thr

Phe

Lys

Gin

Val

Ser

Val
1010
Thr

Ala

Glu

His

Asn

Glu

Lys
Ala

1015

1020

Lys Ala Tyr Ser Gly Gly Tyr Asn Leu Prc lie Gly

1025 1030
Met Gin Arg

1045
Pro Asn Glu

1060
Phe Leu Phe

1075

Leu
Leu

1080

Thr Arg Leu

Val Glu Glu Leu

1105

Leu Thr Leu GluGlu

Phe

38

1137

PRT

AlaGly Thr
1110

Glulie Asn

1035

Tyr Val Glu Glu

Trp Trp

1050

Lys Val

1065

Val Ser Gly His

1080

Zsn His 1lie Thr

1095
Leu lie Gly
1115
Val Arg Arg
1130

1125

Yapay Dizi

211

1040

Asn Gin Thr Arg

1055

Tyr Pro Ser Ser

1070
Phe Lys Gly Asn

1085
Asn Cys Asn Gly

1100
GlyGluMet lie

1120

Asn

Val

Tyr

Ala

Lys

Lys PheAsn Asn Gly

1135



<223> sentetik

<400> 38

212



Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp
Arg Val 35 40 45
Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser
Pro Leu
50 55 60
Asp GlylLeuProAlaArgArgThrVal SerArg Thr Arg LeuProcSer
65 70 75 g0
Pro ProAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly Ser Phe SerAspleu
85 90 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu
Asp Ser
100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro Ala
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Rla Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 140
Val ArgValAlaValThr AlaAlaArgProPro ArgAlalysProAla
145 150 155 160
Pro ArgArgArgAlalAlaGinProSer AspAla Ser ProAlaAlaGin
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 190
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro

210 215 220
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Ala AlaleuGlyThrValAlaVal Thr TyrGin Hislie lie ThrAla

225 230 235 240

Leu ProGlualaThrHisGluaAsplieValGly ValGly LysGinTrp
245 250 255

Ser Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala Gly
Glu Leu

214



Arg

lie

Lys

Arg

Ala

305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Fro

Gin

385

Thr

Pro

Gin

Leu

His

Leu

260 265 270
Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val
Ala
275 280 285
Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His RAla

Asn

290 295 300

Leu ThrGlyAla Pro LeuAsnLeu Thr ProAlaGin

Valala

310 315 329

ZAla SerHishAsp Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr

GinArg

325 330 335
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Val
340 345 350

Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu
vVal

355 360 365
Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu
Asp

370 375 380

Val ValAlalie Ala SerHisAsp Gly GlyLysGin

LeuGlu

340 395 400

Val GinArgLeu Leu ProvValleu Cys GinAspHis

LeuThr

405 410 415
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly
Ala
420 425 430

Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin
Gly

435 440 145
Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Asn Asn Asn

215

Lys

Ser

Val

Val

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

Asp

Gly



Gly

Gin

465

His

Leu

Gin

Ser

lie

Pro

Leu

545

Asn

Pro

Val

lie

Gin

Leu

Gin

Lys
450 455 460
Ala LeuGluThr Val GinArgLeu Len ProValLeu

GinAsp

470 475 4890

Gly LeuThrPro Asp GinValval Ala lieAlaSer

lieGly

485 490 495
Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro
Cys
500 505 510

Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val VvVal Ala lie
Asn

515 520 525
Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu
Val
530 535 540
Cvys GinAspHis Gly LeuThrPro Asp GinValval

lieAla

550 555 560

Asn AsnGlyGly Lys GinAlaLeu Glu ThrVvalGin

LeuLeu

565 570 575
Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin
Ala
580 585 590

Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr
Arg

595 600 605
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Val
610 615 620
Ala lieAlaSer Asn 1lieGlyGly Lys GinAlaLeu

Val

625

Thrval
630 635

216

640

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

vVal

Val

Asp

Glu



Gin Arg LeuleuPro Val LeuCysGin Asp HisGlyLeu Thr

ProAsp

645 650 655
Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala
Leu Glu
660 665 670

Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly
Leu Thr

675 680 685
Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys
Gin Ala

690 695 700

Leu Glu Serlieval Ala GinLleuSer Arg ArgAspPro Ala

LeulAla
705 710 715 720
Ala Leu ThrAsnAsp His ILeuValAla Leu AlaCyslLeu Gly

GlyArg

125 730 735
Pro Ala Leu Asp Ala Val Lys Lys Gly Leu Pro His Ala Pro
Glu Phe
740 745 750

lie Arg Arg Val Asn Arg Arg lie Ala Glu Arg Thr Ser His
Arg Val

755 760 765

217



Ala

Cys

Ser
785

Ser

Phe

Trp

Arqg

Pro

Ser

AsD

Leu
865
Thr

Gly

Gin

Lys
945
Tyr

Thr

Asp Tyr Ala His Val Val Arg Val Leu Glu Phe Phe
His
770 775 780

HisProAlaHis Ala Phe AspGluAla Met Thr Gin Phe GlyMet
790 795 800
ArgHisGly LeuVal Gin Leu Phe ArgArgVal GlyVal ThrGlu
805 810 815
Glu Ala Arg Tyr Gly Thr Leu Pro Pro Ala Ser Gin
Asp
820 825 830
lie Leu Gin Ala Ser Gly Met Lys Arg Ala Lys Pro
Thr
835 340 845
Ala Gin Thr Proc Asp Gin Thr Ser Leu His Ala Phe
Ser
850 855 860
GluArgAsp LeuAspAlaProSer ProMet HisGluGly AspGin
870 875 880
ArgAlaSer Ser ArgLysArg Ser Arg Ser AspArgAlavalThr
885 890 895
Pro Ser Ala Gin Gin Ala Val Glu Val Arg Val Pro
Arg
900 905 910
Ala Leu His Leu Pro Leu Ser Trp Arg Val Lys Arg
Thr
915 920 925
lie Trp Gly Gly Leu Pro Asp Pro lie Ser Arg Ser
Val
930 835 940
SerGluleuGluGlulys Lys Ser GluLeuArg His Lys Leulys
950 955 9¢0
ValProHisGluTyr lieGluleulieGlulieAlaArgAsnSer
965 970 975
Gin Asp Arg lie Leu Glu Met Lys Val Met Glu Phe

218

Gin

Arg

Ser

Ala

Glu

Pro

Gin

Phe



Met Lys

980 985 990
Val Tyr Gly Tyr Arg Gly Lys His Leu Gly Gly Ser Arg Lys
Pro Asp

995 1000 1005
Gly Ala lie Tyr Thr Val Gly Ser Pro lie Asp Tyr Gly Val
lie Val
1010 1015 10Z0
Asp Thr Lys Ala Tyr Ser Gly Gly Tyr Asn Leu Pro lie Gly
Gin Ala 1025 1030 1035 1040
Asp Glu Met Gin Arg Tyr Val Glu Glu Asn Gin Thr Arg Asn
Lys His
1045 1050 1055

lie Asn Pro Asn Glu Trp Trp Lys Val Tyr Pro Ser Ser Val
Thr Glu

1060 1065 10670
Phe Lys Phe Leu Phe Val Ser Gly His Phe Lys Gly Asn Tyr
Lys Ala

1075 1080 1085
Gin Leu Thr Arg Leu Asn His lie Thr Asn Cys Asn Gly Ala
Val Leu
1090 1095 1100

Ser Val Glu Glu Leu Leu lie Gly Gly GluMet lie Lys

AlaGly Thr
1105 1110 1115 1120
Leu Thr Leu GluGlu Val Arg Arg Lys PheAsn Asn Gly

Glulie Asn

1125 1130 1135

Phe

<210> 39

<211> 1137

<212> PRT

219



<213>

<220>

<2723>

<400>

Yapay Dizi

sentetik

39
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Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15

Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30

221



Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp

Arg Val 35 40 45

Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser

Pro

Asp
65

Pro

Leu

Asp

Met
Glu

Pro

Val
145

Pro

Val

Lys

Lys

Leu

Gly

His

Ala
225

Leu

230 235

Leu
50 55 60
Gly LeuProAlaArgArgThrVal Ser ArgThrArgLeuPro
70 75 80
Pro AlaProSerProAlaPheSerAlaGlySerPhe SerAsp
85 90 95
Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu
Ser
100 105 110
Pro Ala Val Gly Thr Prc His Thr Ala Ala Ala Pro
Trp
115 120 125
Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro
Thr
130 135 140
ArgvalAlavValThrAlaAlaArgProProArgAlaLysProAla
150 155 160
Arg ArgArgAlaAlaGinProSerAspAlaSerProAlalla
165 170 175
Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin
lie
180 185 190
Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu
Val
195 200 205
His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser
Pro
210 215 220
Ala LeuGlyThrvValAlaVal ThrTyrGinHislielieThr

240

Pro GluAlaThrHisGluAsplieVal GlyVal GlyLysGin

245 250

222

255

Ser

Leu

Leu

Ala

Pro

Gin

Glu

Ala

Gin

Ala

Trp



Ser

Glu

Arg

lie

Lys
Arg

Ala
305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Pro

Gin
385
Thr

Pro

Gin

Leu

His

Leu

Gly

Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr

Leu

260

265

270

Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin

Ala
275

280

285

Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val

Asn

230

Leu

Ala

295

300

Asp Ala

Leu Val

His Ala

ThrGlyAlaProLeuAsnLeuThrProAlaGinValVval

310

315

320

SerHisAspGlyGlyLysGinAlaLeuGluThrvalGin

325

330

335

Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro

Val

340

345

350

Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu

vVal
355

360

365

Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu

Asp
370
Val

Val

Asp Gin Val Val Ala lie Ala Asn Asn Asn Gly Gly

Ala

375

380

ValAlalieAlaAsnAsnAsnGlyGlyLysGinAlaleu

390

395

400

GinArgLeuleuProVal LeuCys GinAspHisGlyLeu

420

405

425

410

430

415

Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin

Gly
435

440

445

Thr Pro Asp Gin Val val Ala lie Ala Ser Asn lie

Lys
450

455

223

460

Gly

Lys

Ser

Ala

Arg

Asp

Glu

Thr

Glu

Thr

Lys

Asp

Gly



Gin Ala LeuGluThrValGinArgLeulLeuProVal LeulysGin Asp
465 470 475 480

His Gly LeuThrProiAspGinValvValAlalieAlaSerAsnGly Gly

485 490 435
Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val
Leu Cys
500 505 510
Gin Asp His Gly Leu Thr Proc Asp Gin Val Val Ala lie Ala
Asn Asn
515 520 525

Asn Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu
Pro Val

224



Leu

545

Ser

Pro

Val

lie

Gin

Leu

Gin

Val

625

Gin

Gin

Leu

Thr

Leu

Pro

Gin

Leu

705
Ala

530 535 540
Cvys GinAspHis Gly LeuThrPro Asp GinValval
lieAla
550 555 560
His AspGlyGly Lys GinAlaleu Glu ThrvalGin
LeuLeu
565 570 575
Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin
Ala
580 585 590
Ala 8Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala TLeu Glu Thr
Arg
595 600 605
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Val
610 615 620
Ala lieAlaSer His LspGlyGly Lys GinAlalLeu
Thrval
630 635 640
Arg LeuleuPro Val LeuCysGin Asp HisGlyLeu
ProAsp
645 650 655
Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin
Glu
660 665 670
Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His
Thr
675 680 685
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly
Ala
690 695 700
Glu SerlievVal Ala GinLeuSer Arg ArgAspPro
LeuaAla
710 715 720
Leu Thr2AsnAsp His LeuValAla Leu LlaCysLeu

225

Ala

Arg

Val

Val

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly



Pro

Glu

lie

Ala

Cys

Ser

785

Ser

Phe

Trp

Arg

Pro

ser

Asp

Leu

865
Thr

GlyArg

735
His Ala

Thr Ser

Phe Phe

800

815

Ser Gin

Lys Pro

Ala Phe

880

125 730
Ala Leu Asp Ala Val Lys Lys Gly Leu Pro
Phe
740 745 750
Arg Arg Val Asn Arg Arg lie Ala Glu Arg
Val
755 760 765
Asp Tyr Ala His Val val Arg Val Leu Glu
His
770 775 780
His ProAlaHis Ala PheAspGlu Als MetThrGin
GlyMet
790 7385
Arg HisGlyLeu Val GinLeuPhe Arg ArgValGly
ThrGlu
805 810
Glu Ala Arg Tyr Gly Thr Leu Pro Pro Ala
Asp
820 825 830
lie Leu Gin Ala Ser Gly Met Lys Arg Ala
Thr
835 840 845
Ala Gin Thr Pro Asp Gin Thr Ser Leu His
Ser
850 855 860
Glu ArgAspLeu Asp AlaProSer Pro MetHisGlu
AspGin
870 875
Arg AlaSerSer Arg LysArgSer Arg SerAspArg
ValThr
885 890

895

Gly Pro Ser Ala Gin Gin Ala Vval Glu Val Arg Val Pro

Gin

Arg
900 905 910
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Pro

His

Gin

Phe

Val

Arg

Ser

Ala

Gly

Ala

Glu



Asp Ala Leu His Leu Pro Leu Ser Trp Arg Val Lys Arg Pro
Arg Thr
915 920 925
Arg lie Trp Gly Gly Leu Pro Asp Pro lie Ser Arg Ser Gin
Leu Val
930 935 240
Lys Ser GlulLeuGlu Glu LysLysSer Glu LeuirgHis Lys
Leulys
245 950 955 960
Tyr Val ProHisGlu Tyr lieGlulLeu lie GlulieXla Arg
AsnSer
965 970 975
Thr Gin Asp Arg lie Leu Glu Met Lys Val Met Glu Phe Phe
Met Lys
980 985 990
Val Tyr Gly Tyr Arg Gly Lys His Leu Gly Gly Ser Arg Lys
Fro Asp
995 1000 1005
Gly Ala lie Tyr Thr Val Gly Ser Pro lie Asp Tyr Gly Val
lie Val
1010 1015 1020
Asp Thr Lys Ala Tyr Ser Gly Gly Tyr Asn Leu Pro lie Gly
Gin Ala 1025 1030 1035 1040
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<2723>

<400>

Asp Glu Met Gin Arg Tyr Val Glu Glu
Asn Lys His 10451050
lie Asn Pro Asn Glu Trp Trp Lys Val
Val Thr Glu 10601065

Phe Lys Phe Leu Phe Val Ser
Tyr Lys Ala 10751080

Gin Leu Thr Arg Leu Asn His
Val Leu 10990 1095

Ser Val Glu Glu Leu Leu
AlaGly Thr
1105 1110

Lzu Thr Leu GluGlu Val

Glulie Asn
1125
Phe

40

1137

PRT

Yapay Dizi

sentetik

40

228

Gly His

lie Thr

lie

Arg

Asn Gin Thr Arg
1055

Tyr Pro Ser Ser

1070

Phe Lys Gly Asn

1085

Asn Cys Asn Gly Ala

1100

Gly Gly GluMet lie Lys

1115 1120

Arg Lys PheAsn Asn Gly

1130 1135



Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp
Arg Val 35 40 45
Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser
Pro Leu
50 55 60
Asp GlylLeuProAlaArgArgThrVal SerArg Thr Arg LeuProcSer
65 70 75 g0
Pro ProAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly Ser Phe SerAspleu
85 90 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu
Asp Ser
100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro Ala
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 149
Val ArgValAlaValThr AlaAlaArgProPro ArgAlalysProAla
145 150 155 160
Pro ArgArgArgAlalAlaGinProSer AspAla Ser ProAlaAlaGin
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 190
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro

210 215 220
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Ala AlaleuGlyThrValAlaVal Thr TyrGin Hislie lie ThrAla
225 230 235 240
Leu ProGlualaThrHisGluaAsplieValGly ValGly LysGinTrp
245 250 255
Ser Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp 2la Gly
Glu Leu
260 265 270
Arg Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val Lys
lie Ala
275 280 285
Lys Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Alz Val His Ala Ser
Arg Asn
290 295 300

230



Ala

305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Pro

Gin

385

Thr

Pro

Gin

Leu

His

Leu

Gly

Gin

465

His

Leu ThrGlyAla Pro LeuAsnLeu Thr ProAlaGin
Valala
310 315 3290
Ala SerAsnlie Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr
GinArg
325 330 335
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Val
340 345 350
Ala lie Ala Asn Asn Asn Gly Gly Lys Gin Ala Leu
Val
355 360 365
Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu
ASp
370 375 3380
Val ValZlalie Ala SerAsnlie Gly GlyLysGin
LeuGlu
390 385 400
Val GinArgLeu Leu ProValLeu Cys GinAspHis
LeuThr
405 410 415
Asp Gin Val val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly
Ala
420 425 430
Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin
Gly
435 440 445
Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie
Lys
450 455 460
Ala LeuGluThr val GinArgLeu Leu ProValLeu
GinAsp
470 475 4890
Gly LeuThrPro Asp Ginvalval Ala lieAlaSer

231

Val

Val

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

Asp

Gly

Cys

Asn



lieGly
485 490 495
Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val
Leu Cys
500 505 510
Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala
Ser Asn
515 520 525
lie Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu
Pro Val
530 535 540
Leu Cys GinlAspHis Gly LeuThrPro Asp GinVvalval Ala
lielAla
545 550 555 560
Ser His AspGlyGly Lys GinAlaleu Glu ThrValGin Arg
Leuleu
565 570 575
Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val
val Ala
580 585 590
lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val
Gin Arg
595 600 605
Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp
Gin Val
610 615 620
Val Ala lieAlaSer Asn lieGlyGly Lys GinAlaLeu Glu
Thrval
625 630 635 640
Gin Arg LeuleuPro Val LeuCysGin Asp HisGlyleu Thr
ProAsp
645 650 655
Gin VvVal Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala
Leu Glu
660 665 670
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Thr Val Gin Arg Leu Leu Prc Val Leu Cys Gin Asp His Gly
Leu Thr
675 680 685
Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys
Gin Ala
090 0595 700
Leu Glu Serlieval Ala GinLeuSer Arg ArgAspPro 2Ala
LeuAla
705 710 715 720
Ala Leu ThrAsnAsp His LeuValZAla Leu AlaCysLeu Gly
GlyArg
725 730 735
Pro Ala Leu Asp Ala Val Lys Lys Gly Leu Pro His Ala Pro
Glu Phe
740 745 750
lie Arg Arg Val Asn Arg Arg lie Ala Glu Arg Thr Ser His
Arg Val
755 760 765
Ala Asp Tyr Ala His Val Val Arg Val Leu Glu Phe Phe Gin
Cys His
770 775 780
Ser His ProAlaHis Ala PheAspGlu Ala MetThrGin  Phe
GlyMet
785 790 795 800
Ser Arg HisGlyLeu Val GinLeuPhe Arg ArgValGly Val
ThrGlu
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Phe

Trp

Arg

Pro

Ser

Asp

Leu
865
Thr

Gly

Gin

Asp
Arg

Arg

Leu

Lys
945

Tyr

Thr
Met

Val

Pro

Gly

lie

805 810 815
Glu Ala Arg Tyr Gly Thr Leu Pro Pro Ala Ser Gin
Asp
820 825 830
lie Leu Gin Ala Ser Gly Met Lys Arg Ala Lys Pro
Thr
835 840 845
Ala Gin Thr Pro Asp Gin Thr Ser Leu His Ala Phe
sSer
850 855 860
GluArglAsplLeulAspAlaProSer ProMet His GluGly AspGin
870 875 880
ArgAlaSer Ser ArgLys Arg Ser Arg Ser AspArgAlaValThr
885 890 895
Pro Ser Ala Gin Gin Ala Val Glu Val Arg Val Pro
Arg
900 905 9140
Ala Leu His Leu Pro Leu Ser Trp Arg Val Lys Arg
Thr
915 920 925
lie Trp Gly Gly Leu Pro Asp Pro lie Ser Arg Ser
Val
930 935 240
SerGluLeuGluGluLys Lys Ser GluLeuArgHis Lys Leulys
950 955 960
ValProHisGluTyrlieGluleulieGlulieAlaArgAsnSer
965 970 975
Gin Asp Arg lie Leu Glu Met Lys Val Met Glu Phe
Lys
980 985 9590
Tyr CGly Tyr Arg Gly Lys His Leu Gly Gly Ser Arg
Asp
995 1000 1005
Ala lie Tyr Thr Val Gly Ser Pro lie Asp Tyr Gly
Val
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Arg

Ser

Ala

Glu

Pro

Gin

Phe

Lys

Val



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

1010 1

&Lsp Thr

Gin Ala 1025 1030

Asp Glu Met Gin Arg

Lys His
1045
Pro Azsn Glu

lie Asn

Thr Glu

1060
Phe Lys Phe Leu Phe
Ala

1075

Lys
Gin Leu Thr Arg Leu
Val Leu
1080 1
Ser Val Glu Glu Leu
AlaGly Thr
1105 1110
Leu Thr Leu GluGlu
Glulie Asn
1125

Phe

41

1137

PRT

Yapay Dizi

sentetik

41

015

1435
Tyr Val Glu Glu

1050
Trp Trp Lys Val

1065
Val Ser Gly His

1080
Asn His lie Thr

1020

10490

Asn Gin Thr Arg

1055

Tyr Pro Ser Ser

1070
Phe Lys Gly Asn

1085
Asn Cys Asn Gly

Lys Ala Tyr Ser Gly Gly Tyr &sn Leu Prc lie Gly

Asn

Val

Ala

095 1100
Leu lie Gly Gly GluMet lie Lys
1115 1120
Val Arg Arg Lys PheAsn Asn Gly
1130 1135
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Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro
Asp Arg Val 35 40 45
Gin Prc Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Rla Gly Ser
Pro Leu 50 55 60
Asp Gly Leu Pro Ala Arg Arg Thr Val Ser Arg Thr Arg Leu

Pro Ser
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65 70 75 80

Pro Pro Ala Pro Ser Pro Ala Phe Ser Ala Gly Ser Fhe
Asp Leu
85 Qo 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu
Asp Ser
100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Teu Arg Ala Ala Asp Asp Pro
Pro Thr
130 135 149

Val ArgValAlaValThrAlaAlaArgProProArghAlalysProAla
145 150 155 160
Pro A&Arg ArgArgAlaAlaGinProSerAspAlaSerProAlaAla
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin
Lys lie
180 185 1580
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser
His Pro
210 215 220
Ala Ala LeuGlyThrvalAlaval ThrTyr GinHislielieThr
225 230 235 249
Leu Pro GluAlaThrHisGluAsplieVal GlyVal GlyLysGin
245 250 255
Ser Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala
Glu Leu
260 265 270
Arg Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val

lie Ala
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Ser

Leu

Ala

Pro

Gin

Glu

Ala

Gin

Ala

Trp

Gly

Lys



Arg

Ala
305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Pro

Gin
385
Thr

Pro

Gin

Leu

His

Leu

Gly

Gin
465

His

Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro

275 280

470

Gly LeuThrProAspGinvalvValAla lieAlaSerAsnGly

485 4390

238

475

285
lys Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala

485

Asn
290 295 300
Leu ThrGlyAlaProLeuAsnLeuThr ProAlaGinValvVal
310 315 329
Ala AsnAsnAsnGlyGlyLysGinAla LeuGluThrValGin
325 330 333
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Val
340 345 350
Ala lie Ala Asn Asn Asn Gly Gly Lys Gin Ala Leu
vVal
355 360 365
Arg TLeu TLeu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu
Asp
370 375 3840
Val ValAlalieAlaSerHisAspGlyGlyLysGinAlaLeu
390 395 400
Val GinArgLeuleuProVal LeuCys GinAspHisGlyLeu
405 410 415
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly
Ala
420 425 430
Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin
Gly
435 440 445
Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp
Lys
450 455 460
Ala LeuGluThrVal GinArgLeuleu ProVal LeuCysCGin

480

Ser

Ala

Arg

Asp

Glu

Thr

Glu

Thr

Asp

Gly

Asp

Gly

Val



Leu Cys
500 505 510
Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala
Asn Asn
515 520 525
Asn Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu
Pro Val
530 535 540

Leu Cys GinAspHisGlyLeuThrPrcAsp GinValvValAlalie Ala
545 550 555 560

Ser His AspGlyGlyLysGinAlaleuGluThrVal GinArgLeu Leu

565 570 575
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Pro

lie

Leu

Gin

Val

625

Gin

Gin

Leu

Thr

Leu

Pro

Gin

Leu

705

Ala

Pro

Glu

lie

Arg

Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp

Gin Val Val Ala 580

590

585

Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Vval

Gin Arg 585

Leu Pro Val TLeu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro

Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin

Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His

Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly

Ala Leu Asp Ala Val Lys Lys Gly Leu Pro His Ala

Arg Arg Val Asn Arg Arg lie Ala Glu Arg Thr Ser

755

lieAlaSer Asn

LeuleuPro vVal

SerlievVal Ala

ThrAsnAsp His

val
610
Ala
ThrVal
Arg
ProAsp
645
Glu
660
Thr
675
Ala
6590
Glu
Leudla
Leu
GlyArg
725
Phe
740
Val

630

710

600

665

680

7145

760

240

650

730

605

6520

635

700

115

lieGlyGly Lys

LeuCysGin Asp

685

GinLeuSer Arg

LeuvalAla Leu

765

GinAlaleu

HisGlyLeu

670

ArgAspPro

AlaCysLeu

750

640

655

720

735

AsSp

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

Pro

His



Ala Asp Tyr Ala His Val Val Arg Val Leu Glu Phe Phe

Cys

Ser

785

Ser

Phe

Trp

Pro

Ser

Asp

Leu

865

Thr

Gly

Gin

Arg

Arg

Leu

Lys

780

His ProAlaHis Ala PheAspGlu Ala Met ThrGin

7195 800

Arg HisGlyLeu Val GinLeuPhe Arg ArgValGly

815

Pro Pro Ala Ser Gin

830
Lys Arg Ala Lys Pro

845

Ser Leu His Ala Phe

g60

Glu ArgAspLeu Asp AlaProSer Pro MetHisGlu

875 880

Arg AlaSerSer Arg LysArgSer Arg SerAspArg

His
770 775

GlyMet

790
ThrGlu
805 810
Glu Ala Arg Tyr Gly Thr Leu
Asp
820 825

lie Leu Gin Ala Ser Gly Met
Thr

835 840
Ala Gin Thr Pro Asp Gin Thr
sSer
850 855

AspGin

870
ValThr
885 890
Pro Ser Ala Gin Gin Ala Val
Arg
200 905

Ala Leu His Leu Pro Leu Ser
Thr

915 920
lie Trp Gly Gly Leu Pro Asp
Val
930 935

835
Glu Val Arg Val Pro

910
Trp Arg Val Lys Arg

925

Pro lie Ser Arg Ser

940

Ser GluTLeuGlu Glu LysTygSer Glu LeuArgHis

Leulys

241

Gin

Phe

Val

Arg

Ser

Ala

Gly

Ala

Glu

Pro

Gin

Lys



945
Tyr

Thr

Met

Val

Pro

Gly

lie

Asp

Gin

Lys

lie

Thr

Phe

Lys

950

955 960

Tyr lieGluleu lie GlulieAla Arg

Leu Glu

985
Gly Lvys

1000

970 975

Met Lys Val Met Glu Phe Phe

9350
His Leu Gly Gly Ser Arg Lys

1005

Ala lie Tyr Thr Val Gly Ser Pro lie Asp Tyr Gly Val

1015

1020

Thr Lys Ala Tyr Ser Gly Gly Tyr Asn Leu Pro lie Gly

1035 1040

Glu Met Gin Arg Tyr Val Glu Glu Asn Gin Thr Arg Asn

1050 1055

Asn Pro Asn Glu Trp Trp Lys Val Tyr Pro Ser Ser Val

1065 1070

Lys Phe Leu Phe Val Ser Gly His Phe Lys Gly Asn Tyr

Val ProHisGlu
AsnSer
965
Gin Asp Arg lie
Lys
980
Tyr Gly Tvyr Arg
Asp
995
Val
1010
Ala 1025 1030
His
1045
Glu
1060
Ala
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

223>

<400>

1075 1080 1085
Gin Leu Thr Arg Leu Asn His lie Thr Asn Cys Asn Gly Ala
Val Leu
1090 1095 1100
Ser Val Glu Glu Leu Leu lie Gly GlyGluMet lie Lys
AlaGly Thr
1105 1110 1115 1120
Leu Thr Leu GluGlu Val Arg Arg Lys PheAsn Asn Gly
Glulie Asn
1125 1130 1135
Phe

42

1171

PRT

Yapay Dizi

sentetik

4z
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Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp
Arg Val 35 40 45
Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser
Pro Leu
50 55 60
Asp GlyleuProAlaArgArgThrVal SerArg Thr Arg Leu ProSer
65 70 75 g0
Pro ProAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly Ser Phe Ser AspLeu
85 90 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu
Asp Ser
100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro Ala
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 140
Val ArgValAlaValThr AlaAlaArgProPro ArgAlalys ProAla
145 150 155 160
Pro ArgArgArglAlalAlaGinProSer AspAla Ser ProAla AlaGin
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 190
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro

210 215 220

244



Ala
225

Leu

Ser

Glu

Arqg

lie

Lys
Arg

Ala
305

lie

Leu

Gin

AlalLeuGly ThrValAlaVal Thr TyrGin Hislielie ThrAla
230 235 240

ProGluAlaThrHisGluAsp lieValGly ValGly Lys GinTrp

245 250 255
Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala
Leu
260 265 270
Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val
Ala
275 280 285
Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala

Asn

290 295 300

LeuThr GlyAlaFPFroLeulAsnleuThrPro AlaGinValValAla
310 315 320
AlaSerAsnlieGlyGlyLysGin Alaleu GluThrValGinArg
325 330 335
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Val

245

Gly

Lys

Ser

Asp



Val
Thr

Gin

Pro

Gin

385

Thr

Pro

Gin

Leu

His

Leu

Gly

Gin

465

His

Gly

Leu

Gin

Ser

340

345

350

Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu

Val
355

360

365

Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu

ASp

370

LeuGlu
390

Val GinArgLeu Leu

LeuThr
405

375
vVal ValAlalie Ala

410

380

SerHisAsp Gly GlyLy=sGin

395 400

ProVallLeu Cys GinAspHis

415

Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly

Ala
420

425

430

Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin

Gly
435

440

445

Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp

Lys

450

GinAsp
470

Gly LeuThrPro Asp

GlyGly
4385
Lys Gin Ala Leu
Cys
500

Asp His Gly Leu
His

515
Gly Gly Lys Gin

455
Ala LeuGluThr vVal

490
Glu Thr Vval

505
Thr Pro Asp

520
Ala Leu Glu

246

460

GinArgLeu Leu ProvValLeu

475 480

GinValVval Ala lieAlaSer

495

Gin Arg Leu Leu Pro

510
Gin Val Val Ala lie

525
Thr Val Gin Arg Leu

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

Asp

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

Leu



Pro

Leu

545

Ser

Pro

Val

lie

Gin

Leu

Gin

Val

625

Gin

Gin

Leu

Thr

Leu

Pro

Gin

Leu

705

Val

530 535 540
Cys GinAspHis Gly LeuThrPro Asp GinValval
lieAla
550 555 560
Asn GlyGlyGly Lys GinAlaLeu Glu ThrvalGin
LeulLeu
565 570 575
Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin
Ala
580 585 590
Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr
Arg
595 600 605
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Val
610 615 620
Ala lieAlaSer His AspGlyGly Lys GinAlaleu
Thrval
630 635 640
Arg LeuleuPro Val LeulysGin Asp HisGlyLeu
ProAsp
645 650 655
Val Val Ala lie Ala Asn Asn Asn Gly Gly Lys Gin
Glu
660 665 670
Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His
Thr
675 680 685
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly
Ala
6890 695 700
Glu ThrvalGin Arg LeuLeuPro vVal LeuCysGin
HisGly
710 715 720
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Ala

Arg

Val

Val

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Asp



Leu Thr ProAspGin Val ValAlalie Ala SerasnGly Gly

GlyLys

725 730 735
Gin Ala Leu Glu Ser lie Val Ala Gin Leu Ser Arg Arg Asp
Pro Ala
740 745 750

Leu Ala Ala Leu Thr Asn Asp His Leu Val Ala Leu Ala Cys
Leu Gly

755 760 765
Gly Arg Pro Ala Leu Asp Ala Val Lys Lys Gly Leu Pro His
Ala Pro

770 775 780

Glu Phe lieArgArg Val AsnArglArg lie AlaGluArg Thr

SerHis
785 790 795 800
Arg Val AlalAspTyr Ala HisValVval Arg ValleuGlu Phe

PheGin

805 810 815
Cys His Ser His Pro Ala His Ala Phe Asp Glu Ala Met Thr
Gin Phe
820 825 830

Gly Met Ser Arg His Gly Leu Val Gin Leu Phe Arg Arg Val
Gly Val

835 840 845

248



Thr

Gin

Tro
865

Pro

Asp
Glu

Asp
Arqg

Val

Pro

Gin

945

Leu

His

Leu

2la

Asn

Phe

Met
Arg
Pro

Gly

Glu Phe Glu A&la Arg Tyr Gly Thr Leu Pro Pro Ala
Arg

850 855 860
AspArglieleuGinAla SerGlyMet Lys ArgAla Lys ProSer

870 875 880
ThrSerAlaGin Thr ProAsp Gin Thr Ser LeuHis Ala PheAla

885 890 895
Ser Leu Glu Arg Asp Leu Asp Ala Pro Ser Pro Met
Gly
900 905 910
Gin Thr Arg Ala Ser Ser Arg Lys Arg Ser Arg Ser
Ala
915 920 925

Thr Gly Pro Ser Ala Gin Gin Ala Val Glu Val Arg
Glu
930 935 940
ArgAspAlalLeuHis LeuProLeuSer TrpArgVal Lys ArgPro

950 955 960
ThrArglieTrpGly GlyLeuProAsp Pro lie Ser Arg SerGin

965 970 975
Val Lys Ser Glu Leu Glu Glu Lys Lys Ser Glu Leu
Lys
980 985 9580
Lye Tyr Val Pro His Glu Tyr lie Glu Leu lie Glu
Arg
995 1000 1005

Ser Thr Gin Asp Arg lie Leu Glu Met Lys Val Met
Phe
1010 1015 1020

Ser

His

Asp

Val

Arg

lie

Glu

Lys Val Tyr Gly Tyr Arg Gly Lys His Leu Gly Gly Ser

Lys 1025 1030 1035 1040
Asp Gly Ala lie Tyr Thr Val Gly Ser Prg lie Asp
Val

1045 1050 1055
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Tyr



lie Val Asp Thr Lys Ala Tyr Ser Gly Gly Tyr Asn Leu Pro
lie Gly

1060 1065 1070
Gin Ala Asp Glu Met Gin Arg Tyr Val Glu Glu Asn Gin Thr
Arg Asn

1075 1080 1085
Lys His lie Asn Pro Asn Glu Trp Trp Lys Val Tyr Pro Ser
Ser Val
10580 1095 1100

Thr Glu Phe Lys Phe Leu Phe Val Ser GlyHis Phe Lys

GlyAsn Tyr
1105 1110 1115 1129
Lys Ala Gin Leu Thr Arg Leu Asn His lieThr Asn Cys

AsnGly Ala

1125 1130 1135

Val Teu Ser Val Glu Glu Leu Leu lie Gly Gly Glu Met lie
Lys Ala

1140 1145 1150
Gly Thr Leu Thr Leu Glu Glu Val Arg Arg Lys Phe Asn Asn
Gly Glu

1155 1160 1165

lie Asn Phe

1170

<210> 43

<211> 1239

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

250



<223> sentetik

<400> 43
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Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin
Asp Arg Val 35 40 45
Gin Prc Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala
Ser Pro Leu 50 55 60
Asp Gly Leu Pro Ala Arg Arg Thr Val Ser Arg Thr
Leu Prc Ser 65 70 75 80

252

Ser

Arg

Pro

Gly

Arg



Pro

Leu

Met

Asp

Pro

Val

145

Pro

Val

Lys

Lys

Leu

Gly

His

Ala

225

Leu

Ser

Glu

260 265 270

253

Pro Ala Pro Ser Pro Ala Phe Ser Ala Gly Ser
Phe Ser Asp Leu 85 90
95
Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser
Leu Leu Asp Ser 100 105
110
Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Alz Ala Pro Ala
Glu Trp 115 120 125
Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Thr
130 135 140
ArgValAlaValThr Ala AlaArgPro Pro ArgAlalys Pro
Ala
150 155 160
Arg ArgArgAla Ala GinProSer Asp AlaSerPro 2la
AlaGin
165 170 175
Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
lie
180 185 190
Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Val
195 200 205
His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
Pro
210 215 220
Ala LeuGlyThr vVal AlavalThr Tyr GinHislie lie
Thrala
230 235 240
Pro GluAlaThr His GluAsplie Val GlyValGly Lys
GinTrp
245 250 255
Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala Gly
Leu



Arg Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val

lie

Ala
275 230 285

Lys Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala

Arg

Ala

305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Pro

Gin

385

Thr

Pro

Gin

Leu

His

Leu

Gly

254

320

335
Thr Pro

Ala Leu

Gly Leu

400

415
Gly Gly

Cys Gin

Asn Asn

Asn
290 295 300
Leu ThrGlyAla Pro LeuZAsnLeu Thr ProAlaGin

Valala

310 315

Ala SerHisAsp Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr

GinArg

325 330
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu
Val
340 345 350

Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin
Val

355 360 365
Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His
Asp
370 375 380
Val ValAlalie Ala SerHisAsp Gly GlyLysGin

LeuGlu

390 395

Val GinArgLeu Leu ProValLeu Cys GinAspHis

LeuThr

405 410
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie
Ala
420 425 430

Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu
Gly

435 440 445
Thr Pro Zsp Gin Val Val 2Ala lie Ala Asn
Lys

Ser

Val

Val

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Asp

Gly



Gin

465

His

Gly

Leu

Gin

Ser

lie

Pro

Leu

545

Asn

Pro

Val

450 455
Ala LeuGluThr Vval
GinAsp
470
Gly LeuThrPro Asp
lieGly
485

460
GinArgLeu Leu

475

Ginvalval Ala

490

Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg

Cys
500

Asp His Gly Leu Thr Pro Asp

Asn

5

515 320

Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu

Val
530 535
Cys GinAspHis Gly
lielAla
550
Asn AsnGlyGly Lys
Leuleu

565

05

525

540

LeuThrPro Asp

555
GinAlaleu Glu

570

Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr

Ala

255

ProValleu

480

lieAlaSer

485

Leu Leu Pro

510

Gin Val Val Ala lie

Thr Val Gin Arg Leu

Ginvalval

560
ThrValGin

575

Pro Asp Gin

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

Val



580 585 590
lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val
Gin Arg
595 600 605

Leu Leu Pro Val Leu Cy¥s Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp

Gin Val

610 615 620
Val Ala lieAlaSerAsnlieGlyGlyLysGinAlaLeuGluThr Val
625 630 635 640

Gin Arg LeuleuProValLeuCysGinAspHisGlyLeuThrPro Asp
645 650 655
Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala
Leu Glu
660 665 670
Thr Val Gin Arg Leu Leu Prc¢ Val Leu Cys Gin Asp His Gly
Leu Thr
675 680 685
Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys
Gin Ala
650 695 700

Leu Glu ThrValGinArgLeuleuProVallLeuCysGinAspHis Gly
705 710 715 720

Leu Thr ProAspGinvValValAlalieAlaSerHisAspGlyGly Lys

725 730 735
Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
Gin Asp
740 745 750
His Glv Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn
lie Gly
755 760 765
Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val

Leu Cys

770 775 780
Gin Asp HisGlyLeuThrProAspGinValvValAlalieAlaSer Asn
785 790 795 800

256



Gly Gly GlyLysGinAlaLeuGluSerlieValAlaGinLeuSer

805 810

Arg Asp Pro Ala Leu Ala Ala Leu Thr Asn Asp
Ala Leu

820 825 830
Ala Cys Leu Gly Gly Arg Pro Ala Leu Asp Ala
Gly Leu

835 840 845
Pro His Ala Pro Glu Phe lie Arg Arg Val Asn
Ala Glu
350 855 860

815

His Leu

Val Lys

Arg Arg

Arg Thr SerHisArgValAlalspTyrAlaHisValValArgVal

865 870 875

880

Glu Phe PheGinCysHisSerHisProAlaHisAlaPheAspGlu

885 890

Met Thr Gin Phe Gly Met Ser Arg His Gly Leu
Phe Arg

900 905 910
Arg Val Gly Val Thr Glu Phe Glu Ala Arg Tyr
Pro Pro

915 220 925
Ala Ser Gin Arg Trp Asp Arg lie Leu Gin Ala
Lys Arg
930 935 940

895

Val Gin

Gly Thr

Ser Gly

Ala Lys ProSerProThrSerAlaGinThrProbkspGinThrSer

945 950 955

960

His Ala PheAlaAspSerLeuGluArgAspLleulAspAlaProSer

965 970

Met His Glu Gly Asp Gin Thr Arg Ala Ser Ser
Ser Arg

980 985 990
Ser Asp Arg Ala Val Thr Gly Pro Ser Ala Gin
Glu Vval

995 1000 1005

Arg Val Pro Glu Gin Arg Asp Ala Leu His Leu
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975
Arg Lys

Gin Ala

Pro Leu

Arg

Val

Lys

lie

Leu

Ala

Leu

Leu

Met

Leu

Pro

Arg

Val

Ser



Trp Arg
1010 1015 1020
Val Lys Arg ProArg Thr Arg lie TrpGlyGly Leu Pro
AspPro lie
1025 1030 1035 1040
Ser Arg Ser GinLeu Val Lys Ser GluLeuGlu Glu Lys
LysSer Glu
1045 1050 1055
Leu Arg His Lys Leu Lys Tyr Val Pro His Glu Tyr lie Glu
Leu lie
1060 1065 1070
Glu lie Ala Arg Asn Ser Thr Gin Asp Arg lie Leu Glu Met
Lys Val
1075 1080 1085
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Met Glu Phe Phe Met Lys Val Tyr Gly Tyr Arg Gly Lys His
Leu Gly

1080 1095 1100

Gly Ser Arg Lys Pro Asp Gly Ala lie TyrThr Val Gly

SerPro lie
1105 11160 1115 1120
Asp Tyr Gly Val lie Val Asp Thr Lys2laTyr Ser Gly

GlyTyr Asn

1125 1130 1135

Leu Pro lie Gly Gin Ala Asp Glu Met Gin Arg Tyr Val Glu
Glu Asn

1140 1145 1150
Gin Thr Arg Asn Lys His lie Asn Pro Asn Glu Trp Trp Lys
Val Tyr

1155 1160 1165
Pro Ser Ser Val Thr Glu Phe Lys Phe Leu Phe Val Ser Gly
His Phe
1170 1175 1180
Lys Gly Asn Tyr Lys Ala Gin Leu Thr Arg Leu Asn His lie
Thr Asn 1185 1180 1185 1200
Cys Asn Gly Ala Val Leu Ser Val Glu Glu Leu Leu lie Gly
Gly Glu
1205 1210 1215

Met lie Lys Ala Gly Thr Leu Thr Leu Glu Glu Val Arg Arg
Lys Phe

1220 1225 1230

Asn Asn Gly Glu lie Asn Phe

1235

<210> 44

<211> 1239
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<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<2720>

<223> sentetik

<400> 44
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Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp
Arg Val 35 40 45
Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser
Pro Leu
50 55 60
Asp GlylLeuProAlaArgArgThrVal SerArg Thr Arg LeuProcSer
65 70 75 g0
Pro ProAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly Ser Phe SerAspleu
85 90 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu
Asp Ser
100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro Ala
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 140
Val ArgValAlaValThr AlaAlaArgProPro ArgAlalysProAla
145 150 155 160
Pro ArgArgArgAlalAlaGinProSer AspAla Ser ProAlaAlaGin
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 130
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro

210 215 220
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Ala AlaleuGlyThrValAlaVal Thr TyrGin Hislie lie ThrAla

225 230 235 240

Leu ProGlualaThrHisGluaAsplieValGly ValGly LysGinTrp
245 250 255
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Ser Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp

Ala Gly Glu Leu 260

270

265

Arg Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val Lys

Lys Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala

lie Ala 275

Arg Asn

Ala

305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Pro

Gin

385

Thr

Pro

Gin

Leu

His

290

Leu

ThrGlyAla Pro

ValAla

Ala

GinArg

Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro

Val

Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu

Val
355

Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu

Asp

370

Val

SerHisAsp Gly

340

ValAlalie Ala

325

LeuGlu

Val

GinArgLeu Leu

LeuThr

Asp Gin Val Val Ala lie Ala Asn Asn Asn Gly Gly

Ala

Glu Thr val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin

Gly
435

420

405

280

345

360

425

440
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330

410

LeuAsnlLeu Thr

GlyLysGin Ala

365

AsnAsnAsn Gly

ProValleu Cys

445

ProAlaGin

LeuGluThr

350

GlyLysGin

GinAspHis

430

335

400

415

Ser

val

Val

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Asp



Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly
Gly Lys
450 455 460
Gin Ala LeuGluThr vVal GinArgLeu Leu ProValLeu Cys
GinAsp
465 470 475 480
His Gly LeuThrPro Asp GinVvValval Ala lieAlaSer Asn
GlvGly
485 450 495
Gly Lys Gin &la Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val
Leu Cys
500 505 510
Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala
Asn Asn
515 520 525
Asn Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu
Pro Val
530 535 540
Leu Cys GinAspHis Gly LeuThrPro Asp GinVvValval Ala
lielAla
545 550 555 560
Ser His AspGlyGly Lys GinAlaLeu Glu ThrvalGin Arg
LeulLeu
565 570 575
Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val
Val Ala
580 585 590
lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val
Gin Arg
595 600 605
Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp
Gin Val
010 615 620
Val Ala lieAlaSer His AspGlyGly Lys GinAlaLeu Glu
ThrVal

264



625 530 635 640
Gin Arg LeuleuPrc Val LeulysGin Asp HisGlyLeu Thzr

ProAsp

645 650 655
Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala
Leu Glu
660 665 670

Thr Val Gin Arg Leu Leu Prc Val Leu Cys Gin Asp His Gly
Leu Thr

675 680 685
Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys
Gin Ala

690 695 700

Leu Glu ThrvalGin Arg LeuleuPro Val LeuCysGin Asp

HisGly
705 710 715 7290
Leu Thr ProAspGin Val ValAlalie Ala SerHisAsp Gly

GlyLys

125 730 735
Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
Gin Asp
740 745 750

His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn

Gly Gly
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Gly

Leu

Gin
785
Gly

Arg
Ala

Ala
Gly

Pro

Ala

Arg
865
Glu

Met
Phe

Arg

Fro

Ala

Lys

Ala
945

His

Met

755 760 765
Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro

Cys

770 775 180

AspHisGly LeuThr ProAspGinValVal AlalieAla SerAsn
790 795 800
GlyGlyLysGinAlaleuGluSerlievValAla GinLeuSerArg
805 310 815
Asp Pro Ala Leu Ala Ala Leu Thr Asn Asp His Leu
Leu
820 825 830
Cys Leu Gly Gly Arg Pro Ala Leu Asp Ala Val Lys
Leu
835 840 845

His Ala Pro Glu Phe lie Arg Arg Val Asn Arg Arg
Glu

850 855 860
ThrSerHisArgValAlaAspTyrAlaHisValVal ArgValleu

870 875 880
PhePheGinCysHis SerHisPro2AlaHisAlaPheAspGluAla
885 890 895
Thr Gin Phe Gly Met Ser Arg His Gly Leu Val Gin
Arg
900 905 910

Val Gly Val Thr Glu Phe Glu Ala Arg Tyr Gly Thr
Pro

915 920 925

Val

Val

Lys

lie

Leu

Leu

Ser Gin Arg Trp Asp Arg lie Leu Gin Ala Ser Gly Met

Arg
930 935 940
LysPro SerProThr SerAlaGinThr ProAsp Gin Thr Serleu
950 955 960
AlaPheAlaAspSerLeuGluArgAspLeuAspAlaProSerPro
965 970 975
His Glu Gly Asp Gin Thr Arg Ala Ser Ser Arg Lys
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Ser

Ser

Glu

Arg
Trp

Val

1025

Ser

Leu

Leu

Glu

Lys

Met

Leu

Gly

1105

Asp

Leu

Glu

Gin

Val

Arg
980 985 9390
Asp Arg Ala Val Thr Gly Pro Ser Ala Gin Gin Ala Val
val
885 1000 1005

Val Pro Glu Gin Arg Asp Ala Leu His Leu Pro Leu Ser
Arg

1019 1015 1020

Lys Arg PrcArg Thr Arg lie TrpGlyGly Leu Pro

AspPro lie
1030 1035 1040

Arg Ser Gin Leu Val Lys Ser GluLeuGlu Glu Lys

Lys Ser Glu

1045 1050 1055

Arg His Lys Leu Lys Tyr Val Pro His Glu Tyr lie Glu
lie

1060 1065 1070
lie Ala Arg Asn Ser Thr Gin Asp Arg lie Leu Glu Met
Val

1075 1080 1085

Glu Phe Phe Met Lys Val Tyr Gly Tyr Arg Gly Lys His
Gly

1094 1095 1100

Ser Arg Lys Pro Asp Gly Ala lieTyrThr Val Gly
SerPro lie
1110 1115 1120
Tyr Gly Vallie Val Asp Thr LysAlaTyr Ser Gly
GlyTvr Asn
1125 1130 1135
Pro lie Gly Gin Ala Asp Glu Met Gin Arg Tyr Val Glu
Asn
1140 1145 1150
Thr Arg Asn Lys His lie Asn Pro Asn Glu Trp Trp Lys
Tyr
1155 1160 1165
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Pro Ser Ser Val Thr Glu Phe Lys Phe Leu Phe Val Ser Gly
His Phe
117¢C 1175 1180
Lys Gly Asn Tyr Lys Ala Gin Leu Thr Arg Leu Asn His lie
Thr Asn 1185 1190 1195 1200
Cys Asn Gly Ala Val Leu Ser Val Glu Glu Teu Teu lie Gly
Gly Glu
1205 1210 1215

Met lie Lys Ala Gly Thr Leu Thr Leu Glu Glu Val Arg Arg
Lys Phe

1220 1225 1230
Asn Asn Gly Glu lie Asn Phe

1235
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Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp
Arg Val 35 40 45
Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser
Pro Leu
50 55 60
Asp GlylLeuProAlaArgArgThrVal SerArg Thr Arg Leu ProSer
65 70 75 80
Pro ProAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly Ser Phe Ser AspLeu
85 90 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu
Asp Ser
100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro Ala
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 149
Val ArgValAlaValThr AlaAlaArgProPro ArgAlalysProAla
145 150 155 160
Pro ArgArgArgAlalAlaGinProSer AspAla Ser ProAlaAlaGin
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 190
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu 2Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro

210 215 220
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Ala
225

Leu

Ser

Glu

Arqg

lie

Lys
Arg

Ala
305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Pro

Gin
385
Thr

Pro

Gin

AlalLeuGly ThrValAlaVal Thr TyrGin Hislielie ThrAla

230 235 240
ProGluAlaThrHisGluAsp lieValGly ValGly Lys GinTrp

245 250 255
Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala
Leu
260 265 270
Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val
Ala
275 280 285

Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala

Asn

290 295 300

LeuThr GlyAlaProLeulAsnLeuThrPro AlaGinValValAla
310 315 320
AlaSerAsnlieGlyGlyLysGinAlalLeu GluThrVal GinArg
325 330 335
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Val
340 345 350
Ala lie Ala Asn Asn Asn Gly Gly Lys Gin Ala Leu
Val
355 360 365

Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu
Asp

370 375 380

ValvalAlalieAla SerAsnlieGlyGly LysGinAla LeuGlu
390 395 400
ValGinArgLeuleuProVvVal LeuCysGin AspHisGly LeuThr
405 410 415
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly
Ala
420 425 430
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Gly

Lys

Ser

Asp

Glu

Thr

Lys



Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp

Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie

Gly

Gin

465

His

Gly

Leu

Gin

Ser

lie

Pro

Leu

545

ser

Pro

Val

lie

Gin

Leu

Gin

His Gly 435

Lys

450
Ala LeuGluThr Val

GinAsp
470

Gly LeuThrPro Asp

lieGly
485
Lys Gin Ala Leu
Cys
500

Asp His Gly Leu
Asn

515
Gly Gly Lys Gin
Val

530
Cys GinhAspHis Gly

lieAla
550

His AspGlyGly Lys

Leuleu

265

Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin

Ala
580

Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr

Arg
595

Leu Pro vVal Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro

Val
610

455

Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro

Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie

Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu

535

615

440

505

520

585

600
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450

570

445

475

555

460

540

520

GinArgLeu Leu

GinValval Ala

525

LeuThrPro Asp

GinAlalLeu Glu

605

ProvValLeu

lieAlaSer

510

GinValvVal

ThrvalGin

590

480

495

560

575

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

Val

Asp



Val Ala lieAlaSer Asn lieGlyGly Lys
Thrval
625 630 635
Gin Arg LeulLeuProc Val LeuCysGin Asp
ProAsp
645 650

Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin

Leu Glu
660 665

Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His

Leu Thr

675 680 685
Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly

Gin Ala
690 695 700

Leu Glu ThrvalGin Arg TLeuleuPro Val
HisGly

705 710 715

Leu Thr ProAspGin Val ValAlalie Ala
GlyLys

725 730

Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu

Gin Asp
740 745

His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser

Asp Gly

755 760 765
Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro

Leu Cys
770 775 780
Gin Asp HisGlyLeu Thr ProAspGin Val
SerhAsn
785 790 785
Gly Gly GlyLysGin Ala LeuGluSer lie

SerArqg

273

Gin&AlzLeu

640
HisGlyLeu

555

670

LeuCysGin

120

SerAsnlie

135

750

ValiAlalie

800

ValZlaGin

Glu

Thr

Ala

Gly

Asp

Gly

Cys

His

Val

Ala

Leu



Arg
Als

Ala

Gly

Pro

Ala

Arg

865

Glu

Met
Phe

Pro

Ala

Lys

Asp Pro Ala Leu Ala Ala Leu Thr Asn Asp His Leu

Leu

Cyves Leu Gly Gly Arg Pr¢ Ala Leu Asp Ala Val Lys

Leu

835

His Ala Pro Glu Phe lie Arg Arg Val Asn Arg Arg

Glu

850

Thr

820

SerHisaArg Val

805

Val Leu

Phe

PheGinCys His

Gluidla

Thr Gin Phe Gly Met Ser Arg His Gly Leu Val Gin

Arg

Val Gly Val Thr Glu Phe Glu Ala Arg Tyr Gly Thr

Pro

915

Ser Gin Arg Trp Asp Arg lie Leu Gin Ala Ser Gly

Arg

900

885

825

840

AlaZAspTyr Ala

SerHisPro Ala

905

920
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810

890

830

HisValvVal

HisAlaPhe

910

815

880

895

Val

Lys

lie

Arg

Asp

Leu

Leu

Met



Ala
945

His

Met

Ser

Ser

Glu

Arg
Trp

Val

930 935 940
LysPrc Ser Pro Thr Ser Ala Gin Thr Pro Asp Gin Thr SerLeu

950 955 960
AlaPheAlaAsp Ser LeuGluArgAsp LeuAspAla Pro SerPro

965 970 975
His Glu Gly &Asp Gin Thr Arg Ala Ser Ser Arg Lys
Arg
980 985 990
Asp Arg Ala Val Thr Gly Pro Ser Ala Gin Gin Ala
Val
995 1000 1005

Val Pro Glu Gin Arg Asp Ala Leu His Leu Pro Leu
Arg
1010 1015 1020

Arg

Val

Ser

Lys Arg ProcArg Thr Arg lie Trp GlyGly Leu Pro

AspPro lie

1025 1030 1035 1049

Ser

Arg Ser Gin Leu Val Lys Ser GluLeuGlu Glu Lys

Lys Ser Glu

1045 1050 1055

Leu Arg His Lys Leu Lys Tyr Val Pro His Glu Tyr lie Glu
Leu 1lie

1060 1065 1070
Glu lie Ala Arg Asn Ser Thr Gin Asp Arg lie Leu Glu Met
Lys Val

1075 1080 1085
Met Glu Phe Phe Met Lys Val Tyr Gly Tyr Arg Gly Lys His
Leu Gly
10580 1085 1100

Gly Ser Arg Lys Pro Asp Gly Ala lie TyrThr Val Gly

SerPro lie
1105 1110 1115 1129
Asp Tyr Gly val lie Val Asp Thr LysAlaTyr Ser Gly

GlyTyr Asn
1125 1130 1135
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<210>

<211>

<212>

Leu Pro lie Gly Gin Ala Asp Glu Met Gin Arg Tyr Val Glu
Glu Asn

1140 1145 1150
Gin Thr Arg Asn Lys His lie Asn Pro Asn Glu Trp Trp Lys
Val Tyr

1155 1160 1165
Pro Ser Ser Val Thr Glu Phe Lys Phe Leu Phe Val Ser Gly
His Phe
1170 1175 1180
Lys Gly Asn Tyr Lys Ala Gin Leu Thr Arg Leu Asn His lie
Thr Asn 1185 1180 1195 1200
Cys Asn Gly Ala Val Leu Ser Val Glu Glu Leu Leu lie Gly
Gly Glu
1205 1210 1215

Met lie Lys Ala Gly Thr Leu Thr Leu Glu Glu Val Arg Arg
Lys Phe

1220 1225 1230
Asn Asn Gly Glu lie Asn Phe

1235

46
1239
PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223>

<400>

sentetik

46
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Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie

Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin
Asp Arg Val 35 40 45
Gin Prc Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala
Pro Leu 50 55 60
Asp GlyLeuProAlaArgArgThrVal SerArg ThrArg Leu
65 70 75

Pro ProAlaPro Ser ProAla Phe Ser AlaGly SerPhe Ser

Ser

Arg

Pro

Gly Ser

Pro Ser

80

Asp Leu

85 90 95

Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu

Asp Ser
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100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro Ala
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 140
Val ArgValAlaValThr Ala AlaArgPro Pro ArgAlalys Pro
RAla
145 150 155 169
Pro A&Arg ArgArgAla Ala GinProSer Asp AlaS8erPro 2Ala
AlaGin
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 150
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr vVal Als Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro
210 215 220
Ala Ala LeuGlyThr Val AlaValThr Tyr GinHislie 1lie
ThrAla
225 230 235 240
Leu Pro GluAlaThr His GluAsplie Val GlyValGly Lys
GinTrp
245 250 255
Ser Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala Gly
Glu Leu
260 265 270
Arg Gly Pro Prc Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val Lys
lie Ala
275 280 285
Lys Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His AZla Ser
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Arg

Ala

305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Pro

Gin

385

Thr

Pro

Gin

Leu

His

Leu

Gly

Gin

465

GinAsp
470 475

279

320

335
Thr Pro

Ala Leu

Gly Leu

4090

415
Gly Gly

Cys Gin

His Asp

Asn
290 295 300
Leu ThrGlyAla Pro LeuAsnLeu Thr ProAlaGin

ValAla

310 315

Ala AsnAsnAsn Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr

GinArg

325 330
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu
Val
340 345 350

Ala lie Ala Asn Asn Asn Gly Gly Lys Gin
vVal

355 360 365
Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His
Asp
370 375 380
Val ValAlalie Zla SerHisAsp Gly GlyLysGin

LeuGlu

360 395

Val GinArgLleu Leu ProvValleu Cys GinAspHis

LeuThr

405 410
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie
Ala
420 425 430

Glu Thr vVal Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu
Gly

435 440 445
Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser
Lys
450 455 460
Ala LeuGluThr vVal GinArgLeu Leu ProvValLeu

480

Val

Val

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

Asp

Gly

Cys



His Gly LeuThrPro Asp GinVvValval Ala lieAlaSer Asn

GlyGly

485 490 495
Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val
Leu Cys
500 505 510

Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala
Asn Asn

515 520 525
Asn Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu
Pro Val

530 535 540

Leu Cys GinAspHis Gly LeuThrPrco Asp GinVvalval Ala

liedla
545 550 555 560
Ser His AspGlyGly Lys GinAlaLeu Glu ThrvalGin Arg

LeulLeu

565 570 575
Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val
Val Ala
580 585 590

lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr val
Gin Arg

595 600 605
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Leu

Gin

Val
625

Gin

Gin

Leu

Thr

Leu

Pro
Gin
Leu
705

Leu

Gin

Gin

His

Gly

Leu

Gin

785

Gly

Arg

Leu

Val

610

Ala

Val
Glu

vVal
Thr

Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro

615 520
lieAlaSerAsnlieGlyGlyLysGinAlalLeuGluThr
630 635 640
LeulLeuProvVal LeuCysGinAspHisGlyLeuThrPro
645 650 655
Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin

660 665 670

Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His

675 680 685

Asp
Ala

690

Glu

Thr

Ala

ASp

Gly
Gly

Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly

695 700
ThrvalGinArgLeulLeuProVal LeuCysGinAspHis
710 715 720
ProAspGinValValZAlalieAlaSerHisAspGLlyGly
725 730 735
Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu

740 745 750
Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser

755 760 765

Lys

Cys

770

Asp

Gly

Asp

Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro

775 780
HisGlyLeuThr ProAspGinValValAlalieAlaSer
790 795 800
GlylysGinAlalLeuGluSerlieValAlaGinLeuSer
805 810 815

Pro Ala Leu Ala Ala Leu Thr Asn Asp His Leu
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Asp

Val

Asp

Ala

Gly

Lys

Gly

Lys

Cys

His

Val

Asn

Arg

Val



Alz Leu
820 825 830
Ala Cys Leu Gly Gly Arg Pro Ala Leu Asp Ala Val Lys
Gly Leu
835 840 845
Pro His Ala Pro Glu Phe lie Arg Arg Val Asn Arg Arg
Ala Glu
850 855 860
Arg Thr SerHisArgvValAlaAspTyr&AlaHisValValArgval
865 870 875 880
Glu Phe PheGinCysHisSerHisProAlaHisAlaPheAspGlu
885 820 895
Met Thr Gin Phe Gly Met Ser Arg His Gly Leu Val Gin
Phe Arg
900 905 910
Arg Val Gly Val Thr Glu Phe Glu Ala Arg Tyr Gly Thr
Pro Pro
915 920 925
Ala Ser Gin Arg Trp Asp Arg lie Leu Gin Ala Ser Gly
Lys Arg
930 935 940
Als Lys ProSerProcThrSerAlaGinThrProAspGinThrSer
945 950 955 960
His Ala PheAlaAspSerLeuGluArgAspLeuAspAlaProSer
965 970 975
Met His Glu Gly Asp Gin Thr Arg Ala Ser Ser Arg Lys
Ser Arg
980 985 990
Ser Asp Arg Ala Val Thr Gly Pro Ser Ala Gin Gin Ala
Glu Val
995 1600 1005
Arg Val Pro Glu Gin Arg Asp Ala Leu His Leu Pro Leu
Trp Arg
10190 1015 1020
Val Lys Arg ProlArg Thr Arg lie TrpGlyGly Leu
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lie

Leu

Ala

Leu

Len

Met

Leu

Proc

Arg

Val

Ser

Pro



1025

AspPro lie
1030 1035 1040

Ser Arg Ser GinLeu Val Lys Ser GluleuGlu Glu

Leu

Leu

Glu

Lys

Met

Leu

LysSer Glu

1045 1050 1055
Arg His Lys TLeu Lys Tyr Val Pro Hisg Glu Tyr lie
lie
1060 1065 1070
lie Ala Arg Asn Ser Thr Gin Asp Arg lie Leu Glu
Val
1075 1080 1085

Glu Phe Phe Met Lys Val Tyr Gly Tyr Arg Gly Lys
Gly

109¢ 1095 1100

Gly Ser Arg Lys Pro Asp Gly Ala lie Tyr Thr Val Gly

Pro

lie
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Lys

Glu

Met

His

Ser



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

1105 1110 1115 1120

Asp
Tyr

Leu

Glu

Gin

Val

Pro
His
Lys
Thr
Cys

Gly

Met

Lys

Asn

47

123

PRT

Yap

Tyr CGly Val lie Val Asp Thr Lys Ala Tyr Ser Gly Gly
Asn
1125 1130 1135

Pro lie Gly Gin Ala Asp Glu Met Gin Arg Tyr Val Glu
Asn

1140 1145 1150
Thr Arg Asn Lys His lie Asn Pro Asn Glu Trp Trp Lys
Tyr

1155 1160 1165
Ser Ser Val Thr Glu Phe Lys Phe Leu Phe Val Ser Gly
Phe
1170 1175 1180
Gly Asn Tyr Lys Ala Gin Leu Thr Arg Leu Asn His lie
Asn 1185 1190 1185 1200
Asn Gly Ala Val Leu Ser Val Glu Glu Leu Leu lie Gly
Glu
1205 1210 1215

lie Lys Ala Gly Thr Leu Thr Leu Glu Glu Val Arg Arg
Phe

1220 1225 1230
Asn Gly Glu lie Asn Phe

1235

9
ay Dizi

284



<223> sentetik

<400> 47
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Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp
Arg Val 35 40 45
Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser
Pro Leu
50 55 60
Asp GlylLeuProAlaArgArgThrVal SerArg Thr Arg LeuProcSer
65 70 75 g0
Pro ProAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly Ser Phe SerAspleu
85 90 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu
Asp Ser
100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro Ala
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 140
Val ArgValAlaValThr AlaAlaArgProPro ArgAla LysProlAla
145 150 155 160
Pro ArgArgArglAlalAlaGinProSer AspAla Ser Pro AlaAlaGin
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 190
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro

210 215 220
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Ala
225

Leu

Ser

Glu

Arqg

lie

AlalLeuGly ThrValAlaVal Thr TyrGin Hislielie ThrAla
230 235 240

ProGluAlaThrHisGluAsp lieValGly ValGly Lys GinTrp

245 250 255
Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala
Leu
260 265 270
Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val
Ala

287

Gly

Lys



275

280 285

lys Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala

Arg

Ala

305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Pro

Gin

385

Thr

Pro

Gin

Leu

His

Leu

Gly

Gin

290

370

Asn

Leu ThrGlyala
ValAla
310
Ala SerHisAsp
GinlArg
325
Leu Pro Val Leu
Val
340
Ala lie Ala Ser
Val
355
Arg Leu Leu Pro
Asp

Val ValAlalie
LeuGlu
390
Val GinArgLeu
LeuThr
405
Asp Gin Val val
Ala
420
Glu Thr Val Gin
Gly
435
Thr Pro Asp Gin

Lys

450

Ala LeuGluThr

295 300

Pro LeuAsnlLeu Thr ProalaGin

315 320
Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr

330 335
Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro

345 350
Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu

360 365
Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu

375 380

Ala SerAsnGly Gly GlyLysGin

395 400

Leu ProVallLeu Cys GinAspHis

410 415
Ala lie Ala Asn Asn Asn Gly Gly

425 430
Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin

440 445
Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly

455 460

Val GinArgLeu Leu ProValLeu
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Ser

Val

Val

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

Asp

Gly



465

His

Gly

Leu

Gin

Ser

Asp

Pro

Leu

545

Asn

Pro

Val

lie

Gin

Leu

Gin

Val

625

Gin

GinAsp

470 475 4890
Gly LeuThrPro Asp GinValval Als lieAlaSer
AspGly
485 490 495
Lys Gin Ala TLeu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro
Cys
500 505 510
Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie
His
515 520 525
Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu
vVal
530 535 540
Cys GinAspHis Gly TeuThrPro Asp GinValvVal
lieAla
550 555 560
Asn AsnGlyGly Lys GinZAlaleu Glu ThrValGin
LeuLeu
565 570 575
Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin
Ala
580 585 590
Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr
Arg
595 600 e05
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Val
610 615 620
Ala lieAlaSer Asn lieGlyGly Lys GinAlalLeu
Thrval
630 635 640
Arg LeuLeuPro vVal LeuCysGin Asp HisGlyLeu
ProAsp
645 650 655
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His

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

vVal

Asp

Glu

Thr



Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala
Leu Glu
660 665 670

Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly
Leu Thr

675 680 685
Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Asn Asn Asn Gly Gly Lys
Gin Ala

690 695 700

Leu Glu ThrVvValGin Arg LeuleuPro Val LeuCysGin Asp

HisGly
705 710 715 720
Leu Thr ProAspGin Val Valiklalie Als SerAsnlie Gly

GlyLys

725 730 735
Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
Gin Asp
740 745 750

His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn
Gly Gly

755 760 765
Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val
Leu Cys

770 775 780

290



Gin

785
Gly

Arg
Ala

Ala
Gly

Pro

Ala

Arg
865
Glu

Met
Phe

Arg

Pro

Ala

Lys

Ala
G45

His

Met

Ser

Ser

AspHisGly LeuThr ProAspGinValValAlalieAla SerAsn

790 795 800

GlyGlylysGinAlaleuGluSer lieVal AlaGinLeu SerArg
805 810 815
Asp Pro Ala Leu Ala Ala Leu Thr Asn Asp His Leu
Leu
820 825 830
Cys Leu Gly Gly Arg Pro Ala Leu Asp Ala Val Lys
Leu
835 840 845

His Ala Pro Glu Phe lie Arg Arg Val Asn Arg Arg
Glu

850 855 860

Thr SerHisArgVal AlaAsp TyrAlaHisValVal ArgValleu

870 875 880
PhePhe GinCys His SerHis ProAlaHisAla Phe Asp Gluila

885 890 895
Thr Gin Phe Gly Met Ser Arg His Gly Leu Val Gin
Arg
900 905 910
Val Gly Val Thr Glu Phe Glu Ala Arg Tyr Gly Thr
Fro
915 920 925

Ser Gin Arg Trp Asp Arg lie Leu Gin Ala Ser Gly
Arg
930 935 940
LysPro Ser ProThr Ser 8la Gin Thr Pro Asp Gin Thr SerlLeu

950 955 960
AlaPheAlaAsp Ser LeuGluArgAsp LeuAspAla Pro SerPro

965 970 975
His Glu Gly Asp Gin Thr Arg Ala Ser Ser Arg Lys
Arg
980 985 990

Asp Arg Ala Val Thr Gly Pro Ser Ala Gin Gin Ala
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Val

Lys

lie

Leu

Leu

Met

Arg

Val



Glu Vval
995 1000 1005
Arg Val Pro Glu Gin Arg Asp Ala Leu His Leu Pro Leu Ser

Trp Arg
1010 1015 1020
Val Lys Arg Proc Arg Thr Arg lie Trp GlyGly Leu Pro
AspProc lie
1025 1030 1035 1040

Ser Arg Ser Gin Leu Val Lys Ser GluleuGlu Glu Lys

Lys Ser Glu

1045 1050 1055

Leu Arg His Lys Leu Lys Tyr Val Pro His Glu Tyr lie Glu
Leu lie

1060 1065 1070
Glu lie Ala Arg Asn Ser Thr Gin Asp Arg lie Leu Glu Met
Lys Val

1075 1080 1085
Met Glu Phe Phe Met Lys Val Tyr Gly Tyr Arg Gly Lys His
Leu Gly
1090 1085 1100

Gly Ser Arg Lys Pro Asp Gly Ala lie TyrThr Val Gly

SerPro lie
1105 1110 1115 1120
Asp Tvr Gly vVal lie val Asp Thr Lys AlaTyr Ser Gly

GlyTyr Asn

1125 1130 1135

Leu Pro lie Gly Gin Ala Asp Glu Met Gin Arg Tyr Val Glu
Glu Asn

1140 1145 1150
Gin Thr Arg Asn Lys His lie Asn Pro Asn Glu Trp Trp Lys
Val Tyr

1155 1160 1165
Pro Ser Ser Val Thr Glu Phe Lys Phe Leu Phe Val Ser Gly
His Phe
1170 1175 1180
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Lys Gly Asn Tyr Lys Ala Gin Leu Thr Arg Leu Asn His lie
Thr Asn 1185 1180 1195 1200
Cys Asn Gly Ala Val Leu Ser Val Glu Glu Leu Leu lie Gly
Gly Glu
1205 1210 1215

Met lie Lys Ala Gly Thr Leu Thr Leu Glu Glu Val Arg Arg
Lys Phe

1220 1225 1230
Asn Asn Gly Glu lie Asn Phe

1235

<210> 48

<211> 1239
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<212> PRT

<213> Yapay
Dizi <220>

<223> sentetik

<400> 48
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Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp
Arg Val 35 40 45
Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser
Pro Leu
50 55 60
Asp GlylLeuProAlaArgArgThrVal SerArg Thr Arg Leu ProSer
65 70 75 80
Pro ProAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly Ser Phe Ser AspLeu
85 90 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu
Asp Ser
100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro Ala
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 149
Val ArgValAlaValThr AlaAlaArgProPro ArgAlalysProAla
145 150 155 160
Pro ArgArgArgAlalAlaGinProSer AspAla Ser ProAlaAlaGin
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 190
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro

210 215 220
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Ala
225

Leu

Ser

Glu

Arqg

lie

Lys
Arg

Ala
305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Pro

Gin
385
Thr

Pro

Gin

Leu

His

AlalLeuGly ThrValAlaVal Thr TyrGin Hislielie ThrAla

230 235 240
ProGluAlaThrHisGluAsp lieValGly ValGly Lys GinTrp

245 250 255
Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala
Leu
260 265 270
Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val
Ala
275 280 285

Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala

Asn

290 295 300

LeuThr GlyAlaProLeulAsnLeuThrPro AlaGinValValAla

310 315 320
AlaSerHisAsp GlyGlyLysGin AlaLeu GluThrVal GinArg

325 330 335
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Val
340 345 350
Ala lie Ala Asn Asn Asn Gly Gly Lys Gin Ala Leu
Val
355 360 365

Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu
Asp

370 375 380

ValvalAlalieAlaAsnAsnAsnGlyGly LysGinAla LeuGlu

390 395 400
ValGinArgLeuleuProVvVal LeuCysGin AspHisGly LeuThr

405 410 415
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly
Ala
420 425 430

Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin

Gly
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Gly

Lys

Ser

Asp

Glu

Thr

Lys

AsSp



435 440 445
Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie 2la Ser Asn Gly Gly
Gly Lys

297



Gin

465

His

Gly

Leu

Gin

Asn

Asn

Pro

Leu

545

Ser

Pro

val

lie

Gin

Leu

Gin

Val

625

Gin

450 455 460
Ala LeuGluThr Val GinArgLeu Leu ProValleu
GinAsp
470 475 480
Gly LeuThrPro Asp GinValval Ala liealaSer
GlyGly
485 490 495
Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro
Cys
500 505 51¢
Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie
Asn
515 520 525
Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu
Val
530 535 540
Cys GinAspHis Gly LeuThrPro Asp Ginvalval
lieAla
550 555 560
His 2spGlyGly Lys GinAlaLeu Glu ThrValGin
Leuleu
565 570 575
Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin
Ala
580 585 590
Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr
Arg
595 600 605
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Val
610 615 620
Ala lieAlaSer Asn lieGlyGly Lys GinAilaleu
Thrval
630 635 640
Arg LeulLeuPro Val LeuCysGin Asp HisGlyLeu
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Cys

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

Val

Asp

Glu

Thr



ProlAsp
645 650 655
Gin Val vVal Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala
Leu Glu
660 665 670
Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly
Leu Thr
675 680 685
Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys
Gin Ala
690 695 700
Leu Glu ThrValGin Arg LeuLeuPro Val LeuCysGin Asp
HisGly
705 710 715 720
Leu Thr ProAspGin Val ValAlalie Ala AsnAsnAsn Gly
GlyLys
725 730 735
Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
Gin Asp
740 745 750
His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn
Gly Gly
755 760 765
Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val
Leu Cys
770 775 780
Gin Asp HisGlyLeu Thr ProAspGin val ValAlalie Ala
SerAsn
785 790 785 800
Gly Gly GlyLysGin Ala LeuGluSer lie ValAlaGin Leu
SerArg
805 810 815
Arg Asp Pro Ala Leu Ala Ala Leu Thr Asn Asp His Leu Val
Ala Leu
820 825 830
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Ala Cys Leu Gly Gly Arg Pro Ala Leu Asp Ala Val Lys

Gly

Leu

835 840 845

Pro His Ala Pro Glu Phe lie Arg Arg Val Asn Arg Arg

Ala

Arg

865

Glu

Met

Phe

Pro

Ala
Lys

880

895
Val Gin

Gly Thr

Ser Gly

Glu
850 8505 860
Thr SerHisArg Vel AlaAspTyr Ala HisValvVal

Valleu

870 875

Phe PheGinCys His SerHisPro Ala HisAlaPhe

Gluala

885 890
Thr Gin Phe Gly Met Ser Arg His Gly Leu
Arg
900 905 910

Val Gly Val Thr Glu Phe Glu Ala Arg Tyr
Pro

915 920 925
Ser Gin Arg Trp Asp Arg lie Leu Gin Ala
Arg
9320 935 940

lie

Arg

Asp

Leu

Leu

Met

Ala Lys Pro Ser Pro Thr Ser Ala Gin Thr Pro Asp Gin Thr

Ser

Leu 945 950 955
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His Ala Phe Ala Asp Ser Leu Glu Arg Asp Leu Asp Ala

Pro Ser Pro 965 970

975

Met His Glu Gly Asp Gin Thr Arg Ala Ser Ser Arg Lys

Arg Ser Arg 980 985

950

Ser Asp Arg Ala Val Thr Gly Pro Ser Ala Gin Gin Ala Val

Glu Val 895 1000

Arg Vel Pro Glu Gin Arg Asp Ala Leu
Trp Arg
1010 1015

Val Lys Arg ProArg Thr Arg lie

AspPro lie

1025 1030 1035
Ser Arg Ser Gin Leu Val Lys Ser

Lys Ser Glu

1045 1050

Leu Arg His Lys Leu Lys Tyr Val Pro
Leu lie

1060 1065
Glu lie Ala Arg Asn Ser Thr Gin Asp
Lys Val

1075 1080
Met Glu Phe Phe Met Lys Val Tyr Gly
Leu Gly
1090 1095

Gly Ser Arg Lys Pro Asp Gly Ala

SerPro lie

1105 1110 1115
Asp Tyr Gly Val lie Val Asp Thr
GlyTyr Asn
1125 1130
Leu Pro lie Gly Gin Ala Asp Glu Met
Glu Asn

1140 1145
Gin Thr Arg Asn Lys His lie Asn Pro

Val Tyr
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1005

His Leu Pro Leu Ser

1020

TrpGlyGly Leu Pro

1049
GluLeuGlu Glu Lys

1055
His Glu Tyr lie Glu

1070
Arg lie Leu Glu Met

1085
Tyr Arg Gly Lys His

1100

lieTyrThr Val Gly

1120
LysAlaTyr Ser Gly

1135
Gin Arg Tyr Val Glu

1150
Asn Glu Trp Trp Lys



1155 1160 1165
Pro Ser Ser Val Thr Glu Phe Lys Phe Leu Phe Val Ser Gly
His Phe
1170 1175 1180
Lys Gly Asn Tyr Lys Ala Gin Leu Thr Arg Leu Asn His lie
Thr Asn 1185 1190 119% 1200
Cys Asn Gly Ala Val Leu Ser Val Glu Glu Leu Leu lie Gly
Gly Glu
1205 1210 1215

Met lie Lys Ala Gly Thr Leu Thr Leu Glu Glu Val Arg Arg
Lys Phe

1220 1225 1230
Asn Asn Gly Glu lie Asn Phe

1235

<210> 49

<211> 1273

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> sentetik

<400> 49
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Met

Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser

Trp Lys Asp 15 10 15

Ala

Pro

Gin

Asp

65

Pro

Leu

Asp

Met
Glu

Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30
Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro
Asp Arg Val 35 40 45

Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser

Pro Leu 50 55 60
GlyLeuProAla ArgArg ThrvVal SerArg ThrArg LeuProSer
70 75 80
Prcala Pro Ser Proala Phe Ser AlaGly SerPhe SerAspleu
85 90 95
Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu
ser
100 105 110
Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala 2la Ala Pro
Trp
115 120 125
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Leu

Ala



Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Pro Thr

130 135 140
Val ArgValAlaValThr Ala AlaArgPro Pro ArgAlalys Pro
Ala
145 150 155 160
Pro Arg ArgArgAla Ala GinProSer Asp AlaSerPro Ala
AlaGin
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 190
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro
210 215 220
Ala Ala LeuGlyThr Val AlavValThr Tyzr GinHislie 1lie
ThrAla
225 230 235 240
Leu Pro GluAlaThr His GluAsplie Val GlyvalGly Lys
GinTrp
245 250 255
Ser Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala Gly
Glu Leu
260 265 270
Arg Gly Pro Prc Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val Lys
lie Ala
275 280 285
Lyvs Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala Ser
Arg Asn
290 295 300

Ala Leu ThrGlyAla Pro LeuAsnLeu Thr ProAlaGin Val

304



305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Pro

Gin

385

Thr

Pro

Gin

Leu

His

Leu

Gly

Gin

465

His

Valila

310 315 3290
Ala SerAsnlie Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr
GinArg
325 320 335
Leu Pro Val TLeu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Val
340 345 350
Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu
Val
355 360 365
Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu
Asp
370 375 380
Val ValAlalie Ala SerHisAsp Gly GlyLysGin
LeuGlu
390 395 400
Val GinArgLeu Leu ProValleu Cys GinAspHis
LeuThr
405 410 415
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly
Ala
420 425 430
Glu Thr VvVal Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin
Gly
435 440 445
Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp
Lys
450 455 460
Ala LeuGluThr Val GinArgLeu Leu ProValleu
GinAsp
470 475 4890
Gly LeuThrPro Asp Ginvalval Ala lieAlaSer
GlyGly
485 490 495
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Val

AsSp

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

Asp

Gly

Asn



Gly

Leu

Gin

Ser

Pro

Leu

545

Ser

Pro

Val

lie

Gin

Leu

Gin

Thr

Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro

Cys

500

505

510

Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie

His

515

520

525

Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu

Val

530

Cys

lieala

Asn

Leuleu

Val Leu Cys Gin Asp His Gly

Ala

Ala Ser His Asp Gly Gly Lys

Arg
595

Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp

Val

610
Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly

Val

GinlAspHis Gly

GlyGlyGly Lys

280

385

600

306

LeuThrPro Asp

Gin&laleu Glu

540

555

Leu Thr Pro

580
Gin Ala Leu

605
His Gly Leu

620
Gly Lys Gin

GinValVal

560

ThrvalGin

575

Asp Gin

Glu Thr

Thr Pro

Ala Leu

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

vVal

Asp

Glu



625 630 635 640
Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr
Pro Asp
645 650 655
Gin Val Val Ala lie Ala Asn Asn Asn Gly Gly Lys Gin Ala
Leu Glu
660 665 670
Thr Val Gin Arg Leu Leu Prc Val Leu Cys Gin Asp His Gly
Leu Thr
675 680 685
Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys
Gin Ala
690 695 700
Leu Glu ThrValGinArgLeuleuProValLeuCysGinAspHis Gly
705 710 715 720
Leu Thr ProRAspGinValValAlalieAlaSerAsnGlyGlyGly Lys
725 730 735
Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
Gin Asp
740 745 750
His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn
Gly Gly
755 760 765
Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val
Leu Cys
770 775 780
Gin Asp HisGlyLeuThrProAspGinvValvValAlalieAlaSer His
785 790 795 300
Asp Gly GlyLysGinAlaleuGluThrvValGinArgLeuleuPro Val
805 810 815
Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala
lie Ala
820 825 830
Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala TLeu Glu Ser lie Val Ala

Gin Leu
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Ser Arg Arg Asp Pro Ala Leu Ala Ala Leu Thr Asn Asp

Leu

Ala
8650
Gly

Ala
Val

Val
Phe

Glu

Gin

Phe

945

Pro

Lys

Gin

Ser

Ala

Ser

Lys

sSer

835 840

Val

8E0

Leu

Leu

855

345

860

AlaCysLeuGlyGlyArgProAlaleuAspAlaVallys

870

875

880

ProHisAlaProGluPhelieArgArgVal AsnArgArg

885

890

895

Glu Arg Thr Ser His Arg Val Ala Asp Tyr Ala His

Arg

900

905

910

Leu Glu Phe Phe Gin Cys His Ser His Pro Ala His

Asp

915

Ala

Leu

930

Arg

Pro

Arg Ala Lys Pro Ser Pro Thr Ser Ala Gin Thr Pro

Thr

Leu

Pro

995
Pro Met His Glu Gly Asp Gin Thr Arg Ala Ser Ser

Arg

1010

Arg

1025

Glu

Val

935

920
Met Thr Gin Phe Gly Met Ser Arg His Gly Leu

925

940

ArgvValGlyValThrGluPheGluAlaArgTyrGlyThr

950

955

960

AlaSerGinArgTrpAspArglieleuGinAlaSerGly

965

980

His Ala Phe Ala Asp Ser Leu Glu Arg Asp Leu

1015
Ser AspArg
GinAla Val
1030
Arg ValPro

Proleu Ser

970

985

1000

Ala Val

Glu Gin

308

975

930

1205

1020
Thr

1035
Arg

GlyProSer Ala

1040

AspAlaleu His

His

Lys

lie

Val

Ala

Val

Leu

Met

Asp

Asp

Arg

Gin

Leu



1045 1050 1055
Trp Arg Val Lys Arg Pro Arg Thr Arg lie Trp Gly Gly Leu
Pro Asp

1060 1065 1070
Pro lie Ser Arg Ser Gin Leu Val Lys Ser Glu Leu Glu Glu
Lys Lys
1075 1080 1885
Ser Glu Leu Arg His Lys Leu Lys Tyr Val Pro His Glu Tyr
lie Glu
1090 1095 1100

Leu lie Glu lie Ala Arg Asn Ser Thr Gin Asp Arg lie Leu
Glu Met 1105 1110 1115 1120
Lys Val Met Glu Phe Phe Met Lys Val Tyr Gly Tyr Arg Gly
Lys His

1125 1130 1135

309



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Leu

Pro

Tyr
Val

Glu
Tro
Val

Ser

His

His

Thr

lie

Gly

Lys

50

127

PRT

Gly Gly Ser Arg

Lys Prc Asp Gly Ala

Val Gly Ser 1140 1145

lie Asp Tyr Gly
Gly Gly 1155

Asn Leu Pro lie

Glu

1170

Asn Gin Thr Arg

Val lie Val Asp Thr

lie Tyr Thr
1150

Lys Ala Tyr

1160 1165

Gly Gin Ala Asp Glu

Met Gin Arg

1175 1180

Asn Lys His lie Asn

Lys 1185 1190 1195

Tyr Pro Ser Ser
Gly
1205
Phe Lys Gly Asn
lie
1220
Asn Cys Asn Gly
Gly
1235
Glu Met lie Lys
Arg
1250
Phe Asn Asn Gly

3

Yapay Dizi

sentetik

50

Val Thr Glu Phe Lys

1210
Tyr Lys Ala Gin Leu

1225

Ala Val Leu Ser Val

1240
Ala Gly Thr Leu Thr

Pro Asn Glu
1200
Phe Leu Phe

1215
Thr Arg Leu

1230
Glu Glu Leu

1245
Leu Glu Glu

1255 1260

Glu lie Asn Phe 1265

310

1270

Ser

Tyr

Trpe

Val

Asn

Leu

vVal



Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp
Arg Val 35 40 45
Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser
Pro Leu
50 55 60
Asp GlylLeuProAlaArgArgThrVal SerArg Thr Arg LeuProcSer
65 70 75 g0
Pro ProAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly Ser Phe SerAspleu
85 90 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu
Asp Ser
100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro Ala
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 140
Val ArgValAlaValThr AlaAlaArgProPro ArgAlalysProAla
145 150 155 160
Pro ArgArgArgAlalAlaGinProSer AspAla Ser ProAlaAlaGin
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 190
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro

210 215 220

311



Ala AlaleuGlyThrValAlaVal Thr TyrGin Hislie lie ThrAla

225 230 235 240

Leu ProGlualaThrHisGluaAsplieValGly ValGly LysGinTrp
245 250 255

Ser Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala Gly
Glu Leu

260 265 270

312



Arg Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val Lys

Lys Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala

lie Ala 275

Arg Asn

Ala

305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Pro

Gin

385

Thr

Pro

Gin

Leu

His

Leu

Gly

290

Leu

ValAla

Ala

Ginkrg

Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro

vVal

Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu

Val
355

Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu

Asp
370
Val

SerHisAsp Gly

340

ValAlalie Ala

325

LeuGlu

Val

GinArgLeu Leu

LeuThr

Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Asn Gly Gly

Ala

Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin

Gly
435

Thr Pro Asp Gin Val val Ala lie Ala Ser Asn Asn

Lys
450

420

405

295
ThrGlyAla Pro

375

455

280

345

360

425

449

313

330

410

285

300

380

460

LeuAsnlLeu Thr

GlyLysGin Ala

365

SerHisAsp Gly

ProvValLeu Cys

445

ProAlaGin

LeuGluThr

350

GlyLysGin

GinAspHis

430

335

400

415

Ser

Val

val

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

Asp

Gly



Gin

465

His

Gly

Leu

Gin

Ser

lie

Pro

Leu

545

ser

Pro

Val

lie

Gin

Leu

Gin

Val

6250

Gin

ProAsp

Ala LeuGluThr Val GinArgLeu Leu ProValLeu
GinAsp
470 475 480
Gly LeuThrPro Asp Ginvalval Ala lieAlaSer
lieGly
485 490 495
Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro
Cvys
500 505 510
Asp His Gly Leu Thr Prc¢ Asp Gin Val Val Ala lie
Asn
515 529 525
Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Vzl Gin Arg Leu
Val
530 535 540
Cys GinAspHis Gly LeuThrPro Asp Ginvalval
lieAla
550 555 560
Asn AsnGlyGly Lys GinAlaleu Glu ThrvalGin
Leuleu
565 570 575
Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin
Ala
580 585 590
Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr
Arg
595 600 605
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asgsp His Gly Leu Thr Pro
Val
610 615 620
Ala lieAlaSer His AspGlyGly Lys GinAlalLeu
Thrval
630 635 640
Arg LeuLeuPro Val LeulysGin Asp HisGlyLeu

314

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

Val

Asp

Glu

Thr



Gin

Leu

Thr

Leu

Pro

Gin

Leu

705

Leu

Gin

Gin

His

Asn

Gly

Leu

Val Val Ala lie Ala Ser Asn Asn Gly Gly Lys Gin

Glu

Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His

Thr
675

Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly

Ala

690

Glu

660

ThrvalGin Arg

645

HisGly

Thr

GlyLys

Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu

Asp

Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser

Gly
755

Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro

Cvys

ProAspGin Val

740

125

665

680

LeuleuPro Val

ValAlalie Ala

745

760

315

650

730

670

LeuCysGin

SerAsnGly

750

655

120

735

Ala

Gly

Lys

Asp

Gly

Cys

Asn

Val



Gin
785
Asp

Leu

lie

Ser

Gin

Ser

Leu

Ala
865
Gly

Gly
Val

Val
Phe

Glu
Gin
Phe
945

Pro

Lys

Gin

Ser

no 775 180
Asp HisGlyLeuThrProAspGinValValAlalieAlaSer
790 7G5 800
Gly GlyLysGinAlaLeuGluThrVal GinArgLeuleuPro
805 810 815
Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val
Ala
820 825 830
Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Ser lie Val
Leu
835 840 245
Arg Pro Asp Pro Ala Leu Ala Ala Leu Thr Asn Asp
vVal
850 855 8¢0
Leu AlaCysLeuGlyGlyArgProAlaMet AspAlaVallys
870 875 880
Leu ProHisAlaProGluleulieArgArgVal AsnArgArg
885 890 895
Glu Arg Thr Ser His Arg Val Ala Asp Tyr Ala Gin
Arg
900 905 910
Leu Glu Phe Phe Gin Cys His Ser His Pro Ala Tyr
Asp
915 920 925
Ala Met Thr Gin Phe Gly Met Ser Arg Asn Gly Leu
Leu
930 935 940
Arg ArgvVzlGlyValThrGlulLeuGluAlaArgGlyGlyThr
950 955 960
Pro AlaSerGinlkrgTrpAsphrglieleuGinAlaSerGly
965 970 975
Arg Ala Lys Pro Ser Pro Thr Ser Ala Gin Thr Pro
Ala
980 985 990
Leu His Ala Phe Ala Asp Ser Leu Glu Arg Asp Leu

316

His

Val

Ala

Ala

His

Lys

lie

vVal

Ala

Val

Leu

Met

Asp

Asp



Ala Pro
995 1000 1005
Ser Pro Met His Glu Gly Asp Gin Thr Arg Ala Ser Ser Arg
Lys Arg
1010 1015 1020
Ser Arg Ser AspArg Ala Val  Thr GlyProSer Ala Gin
GinAla Val
1025 1030 1035 1040
Glu Vval Arg ValPro Glu Gin Arg AspAlaleu His Leu
ProLeu Ser
1045 10590 1055
Trp Arg Val Lys Arg Pro Arg Thr Arg lie Trp Gly Gly Leu
Pro Asp
1060 1065 1070
Pro lie Ser Arg Ser Gin Leu Val Lys Ser Glu Leu Glu Glu
Lys Lys
1075 1080 1085
Ser Glu Leu Arg His Lys Leu Lys Tyr Val Pro His Glu Tyr
lie Glu
1090 1095 1100
Leu lie Glu lie Ala Arg Asn Ser Thr Gin Asp Arg lie Leu
Glu Met 1105 1110 1115 1120
Lys Val Met Glu Phe Phe Met Lys Val Tyr Gly Tyr Arg Gly
Lys His
1125 1130 1135
Leu Gly Gly Ser Arg Lys Pro Asp Gly Ala lie Tyr Thr Val
Gly Ser
1140 1145 1150
Pro lie Asp Tyr Gly Val lie Val Asp Thr Lys Ala Tyr Ser
Gly Gly
1155 1160 1165
Tyr Asn Leu Prc lie Gly Gin Ala Asp Glu Met Gin Arg Tyr
vVal Glu
1170 1175 1180
Glu Asn Gin Thr Arg Asn Lys His lie Asn Pro Asn Glu Trp

317



Trpe
Val

Ser

His

His

Thr

lie

Gly
Arg

Lys

Asn

318

Lys 1185 1130 1195 1200
Tyr Pro Ser Ser Val Thr Glu Phe Lys Phe Leu Phe
Gly
1205 1210 1215
Phe Lys Gly Asn Tyr Lys Ala Gin Leu Thr Arg Leu
lie
1220 1225 1230
Asn Cys Asn Gly Ala Val Leu Ser Val Glu Glu Leu
Gly
1235 1240 1245
Glu Met lie TLys Ala Gly Thr Leu Thr Leu Glu Glu
Arg
1250 1255 1260
Phe Asn Asn Gly Glu lie
Phe 1265 1270

Val

Asn

Leu

Val



<210> 51

<211> 1273

<212> PRT

<213> Yapay
Dizi <220>

<223> sentetik

<400> 51

319



Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp
Arg Val 35 40 45
Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser
Pro Leu
50 55 60
Asp GlylLeuProAlaArgArgThrVal SerArg Thr Arg Leu ProSer
65 70 75 80
Pro ProAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly Ser Phe Ser AspLeu
85 90 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu
Asp Ser
100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro Ala
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Rla Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 149
Val ArgValAlaValThr AlaAlaArgProPro ArgAlalysProAla
145 150 155 160
Pro ArgArgArgAlalAlaGinProSer AspAla Ser ProAlaAlaGin
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 190
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro

210 215 220

320



Ala AlaleuGlyThrValAlaVal Thr TyrGin Hislie lie ThrAla
225 230 235 24Q
Leu ProGlualaThrHisGluaAsplieValGly ValGly LysGinTrp
245 250 255
Ser Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala
Glu Leu
260 265 270
Arg Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val
lie Ala
275 280 285
Lys Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala
Arg Asn
290 295 300
Ala LeuThrGlyAlaProLeuAsnleuThrPro AlaGinValValAla
305 310 315 320
lie AlaSerAsnlieGlyGlyLysGinAlaLeu GluThr Val GinArg
325 330 335
ILeu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Gin Val
340 345 350
Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu
Thr Val
355 360 365
Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu

Pro Asp

370 375 380
Gin ValvalAlalieAla SerAsnGlyGlyGly LysGinAla LeuGlu
385 390 395 400

Thr ValGinArgLeuleuProVal LeuCysGin AspHisGly LeuThr
405 410 415

321

Gly

Lys

Ser

Asp

Glu

Thr



Pro

Leu

Leu

Gly

Gin

465

His

Gly

Leu

Gin

ser

Asp

Pro

Leu

545

Ser

Pro

Val

lie

Gin

530

Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly

Gly Lys Gin Ala 420

430

425

Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp

His Gly 435

Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp

Lys

450
Ala LeuGluThr Val

GinAsp
470

Gly LeuThrPro Asp

AspGly
485
Lys Gin Ala Leu
Cys
500

Asp His Gly Leu
His

515
Gly Gly Lys Gin
Val

Cys GinAspHis Gly

lieldla
550

Asn lieGlyGly Lys

LeulLeu

565

Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin

Ala
580

Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr

Arg
595

440

455

Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro

505

Thr Proc Asp Gin Val Val Ala lie

520

Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu

535

585

600

322

490

570

445

460

475

540

555

GinArgLeu Leu

GinvValval Ala

525

LeuThrPro Asp

GinAlaleu Glu

605

ProvValLeu

liealzSer

510

Ginvalval

ThrvValGin

590

480

435

560

575

Gly

Cys

His

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

Val



Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro

Gin

Val

625

Gin

Gin

Leu

Thr

Leu

Pro

Gin

Leu

705

Leu

Gin

Gin

His

Gly

Gly

Leu

Gin

Val

610

Ala lieAlahAsn
Thrval
630
Arg LeuLeuPro
ProAsp
645
Val Val Ala lie
Glu
660
Val Gin Arg Leu
Thr
675
Asp Gin Val Val
Ala

690

Glu ThrvalGin
HisGly
710
Thr ProAspGin
GlyLys
125
Ala Leu Glu Thr
Asp
740
Gly Leu Thr Pro
Gly
755
Lys Gin Ala Leu
Cys

770

Asp HisGlyLeu

SerHis

615 620

Asn AsnGlyGly Lys GinAlalLeu

635 640
Val LeuCysGin Asp HisGlyLeu

650 655
Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin

665 670
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His

680 685
2la lie Ala Asn Asn Asn Gly Gly

695 700

Arg LeulLeuPro vVal LeuCysGin

715 7290

Val ValAlalie Ala SerHisAsp

730 735
Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu

745 750
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser

760 765
Glu Thr VvVal Gin Arg Leu Leu Pro

775 780

Thr ProAspGin Val ValAlalie

323

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Asp

Gly

Cys

Asn

Val

Ala



785 790 795 800
Asp Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr Val GinArgleu Leu

ProVal

805 810 815
Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala
lie Ala
820 825 830

Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Ser lie Val Ala
Gin Leu

835 840 845
Ser Arg Arg Asp Pro Ala Leu Ala Ala Leu Thr Asn Asp His
Leu Val

850 855 860

Ala Leu AlaCysLeu Gly GlyArgPro Ala LeuAspAla Val

LysLys
865 870 875 880
Gly Leu ProHisAla Pro GluPhelie Arg ArgValAsn Arg

Arglie

885 880 895
Ala Glu Arg Thr Ser His Arg Val Ala Asp Tyr Ala His Val
Val Arg
900 905 910

Val Leu Glu Phe Phe Gin Cys His Ser His Pro Ala His Ala

Phe Asp

324



915 920 925
Glu Z&la Met Thr Gin Phe Gly Met Ser Arg His Gly Leu Val

Gin Leu

930 935 940
Phe ArgirgVal GlyVal Thr GluPhe GluAlaArgTyr Gly ThrLeu
945 950 955 960

Pro ProAlaSerGinArgTrpAspArglieleuGinAla Ser GlyMet
965 970 975
Lys Arg Ala Lys Pro Ser Pro Thr Ser Ala Gin Thr Pro Asp
Gin Thr
980 985 8390
Ser Leu His Ala Phe Ala Asp Ser Leu Glu Arg Asp Leu Asp
Ala Prc
995 1000 1005
Ser Pro Met His Glu Gly Asp Gin Thr Arg Ala Ser Ser Arg

Lys Arg
1010 1015 1020
Ser Arg Ser Asp Arg Ala Val Thr Gly ProSer Ala Gin
Ginala Val
1025 1330 1035 1040

Glu Val Arg Val Pro Glu Gin Arg AspAlaleu His Leu

Proleu Ser

1045 1050 1055

Trp Arg Val Lys Arg Pro Arg Thr Arg lie Trp Gly Gly Leu
Pro Asp

1060 1065 1070
Pro lie Ser Arg Ser Gin Leu Val Lys Ser Glu Leu Glu Glu
Lys Lys

1075 1080 1085
Ser Glu Leu Arg His Lys Leu Lys Tyr Val Pro His Glu Tyr
lie Glu
1080 1095 1100

Leu lie Glu lie Ala Arg Asn Ser Thr Gin Asp Arg lie Leu
Glu Met 1105 1110 1115 11290
Lys Val Met Glu Phe Phe Met Lys Val Tyr Gly Tyr Arg Gly

325



<210>

<211>

<212>

<213>

Lys His
1125 1130 1135

Leu Gly Gly Ser Arg Lys Pro Asp Gly Ala lie Tyr Thr Val
Gly Ser

1140 1145 1150
Pro lie Asp Tyr Gly Val lie Val Asp Thr Lys Ala Tyr Ser
Gly Gly

1155 1160 1165
Tyr Asn Leu Pro lie Gly Gin Ala Asp Glu Met Gin Arg Tyr
Val Glu
1170 1175 1180
Glu Asn Gin Thr Arg Asn Lys His lie Asn Pro Asn Glu Trp
Trp Lys 1185 1190 11395 1200
Val Tyr Pro 3er Ser Val Thr Glu Phe Lys Phe Leu Phe Val
Ser Gly
1205 1210 1215

His Phe Lys Gly Asn Tyr Lys Ala Gin Leu Thr Arg Leu Asn
His lie

1220 1225 1230
Thr Asn Cys Asn Gly Ala Val Leu Ser Val Glu Glu Leu Leu
lie Gly

1235 1240 1245
Gly Glu Met lie Lys Ala Gly Thr Leu Thr Leu Glu Glu Val
Arg Arg
1250 1255 1260

Lys Phe Asn Asn Gly Glu lie
Asn Phe 1265 1270
52
1307
PRT
Yapay Dizi

326



<220>

<223> sentetik

<400> b2

327



Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie

Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin
Arg Val 35 40 45
Gin Prc Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala

Pro Leu

328

Ser

Arg

Pro Asp

Gly Ser



50 55 60
Asp Gly LeuProAlaArgArgThrValSer ArgThrArgLeuPro
65 70 75 80
Pro Pro AlaProSerProAlaPheSerAla Gly Ser Phe SerAsp

85 90 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu
Asp Ser
100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro
Glu Trp
115 120 125

Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro
Pro Thr

130 135 140

Val ArgValAlaValThrAlaAlaArgProProArgAlalysProAla

145

Pro Arg

Val Asp

Lys lie

Lys Pro

Leu val

150 155 160
ArgArgAlalAlaGinProSerAspAlaSerProAlalhla
165 170 175
Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin

180 185 190

Lys Val Arg Ser Thr val Ala Gin His His Glu

195 200 205

Gly His
His Pro

210
Alz Ala
225

Leu Pro

Ser Gly

Glu Leu

Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser

215 220
LeuGlyThrvalAlaVal ThrTyr GinHislielieThr
230 235 240
GluAlaThrHisGlulAsplieVal GlyVal GlyLysGin
245 250 255
Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala

260 265 270
Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val

329

Ser

Leu

Leu

Ala

Pro

Gin

Glu

Ala

Gin

Ala

Trp

Gly

Lys



lie Ala
275 280 285
Lys Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala Ser

Arg Asn

290 295 300
Ala Leu ThrGlyAlaProleuAsnlLeuThr ProAlaGinvValval Ala
305 310 315 320

lie Ala SerAsnlieGlyGlyLysGinAla LeuGluThrValGin Arg

325 330 335
Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp
Gin val

340 345 350
Val Ala lie Ala Asn Asn Asn Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu
Thr vVal
355 360 365
Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr
Fro Asp
370 375 380

Gin Val ValaAlalieAlaSerAsnlieGly GlyLysGinAlaLeu Glu
385 390 395 400
Thr Val GinArgLeuleuProValLeuCys GinAspHisGlyLeu Thr

405 410 415
Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys
Gin Ala

420 425 430
Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp
His Gly
435 440 445
Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly
Gly Lys
450 455 460

Gin Ala LeuGluThrVal GinArgLeuleu ProVal LeuCysGin Asp
465 470 475 480
His Gly LeuThrPro&spGinvValValAla lieAlaAsnAsnAsn Gly

485 490 485

330



Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val

Leu Cys
500 505 510
Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val VvVal Ala lie Ala

Asn Asn
515 520 525
Asn Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Vel Gin Arg Leu Leu
Pro Val
530 535 540
Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala
lie Ala 545 550 555 560
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Ser

Pro

lie

Leu

Gin

Val

625

Gin

Gin

Leu

Thr

Leu

Pro

Gin

Leu

705

Leu

Gin

Gin

Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val

Gin Arg Leu Leu 565

575

570

Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp

Gin Val val Ala 580

590

585

Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val

Gin Arg 595

Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro

Val

610

Ala

Arg

Val
Glu

Val
Thr

lieAlaAsn Asn

Thrval

LeulLeuPro Val

ProAsp

Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin

660

Gin Arg Leu Leu Pr¢ Val Leu Cys Gin Asp His

675

Asp Gin Val Val Ala lie Ala Asn Asn Asn Gly Gly

Ala

690

Glu

Thr

Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu

Asp

ThrvalGin Arg

645

HisGly

ProAspGin Val

GlyLys

740

725

630

710

600

665

680

745

332

650

730

6505

520
AsnGlyGly Lys

635

LeuCysGin Asp

700

LeuleuPro vVal

715

ValAlalie Ala

GinAlaleu

HisGlyLeu

670

LeuCysGin

AsnAsnhAsn

750

655

735

640

720

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

Asp

Gly

Cys



His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn
lie Gly

755 760 765
Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val
Leu Cys

770 775 780

Gin Asp HisGlyLeu Thr ProAspGin Val ValaAlalie Ala

AsnAsn
785 790 795 800
Asn Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr Val GinArgleu Leu

Proval

805 810 g1l5
Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala
lie Ala
820 825 830

Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Teu Glu Thr Val Gin Arg
Leu Leu

835 840 845
Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val
Val Ala

850 855 860

lie Ala SerAsnGly Gly GlyLysGin Ala LeuGluSer lie

ValAla
865 870 875 880
Gin Leu SerArgArg Asp ProAlalLeu Ala AlaLeuThr Asn

AspHis

885 890 895
Leu Val Ala Leu Ala Cys Leu Gly Gly Arg Pro Ala Leu Asp
Als Val
900 905 910

Lys Lys Gly Leu Pro His Ala Pro Glu Phe lie Arg Arg Val
Asn Arg

915 920 9525
Arg lie Ala Glu Arg Thr Ser His Arg Val Ala Asp Tyr Ala
His Val

333



930 935 940
Val ArgValleuGluPhe Phe GinCysHis Ser HisProAla His
Ala
945 950 955 960
Phe Asp GluAlaMet Thr GinPheGly Met SerArgHis Gly
LeuVval
965 970 975
Gin Leu Phe Arg Arg Val Gly Val Thr Glu Phe Glu Ala Arg

Tyr Gly
980 985 990
Thr Leu Pro Prc Ala Ser Gin Arg Trp Asp Arg lie Leu Gin
Ala Ser
995 1000 1005

Gly Met Lys Arg Ala Lys Pro Ser Pro Thr Ser Ala Gin Thr
Pro Asp

1018 1015 1020
Gin Thr Ser Leu His Ala Phe Ala Asp Ser Leu Glu Arg Asp
Leu Asp 1025 1830 1035 1040
Ala Pro Ser Prc Met His Glu Gly Asp Gin Thr Arg Ala Ser
Ser Arg

1045 1050 1055

Lys Arg Ser Arg Ser Asp Arg Ala Val Thr Gly Pro Ser Ala

Gin Gin
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1060 1065 1070
Ala Val Glu Val Arg Val Pro Glu Gin Arg Asp Ala Leu His
Leu Pro

1075 1080 1085
Leu Ser Trp Arg Val Lys Arg Pro Arg Thr Arg lie Trp Gly
Gly Leu
1090 1095 1100

Pro Asp Pro lie Ser Arg Ser Gin LeuVallys Ser Glu

LeuGlu Glu
1105 1110 1115 1129
Lys Lys Ser GluTeu Arg His Lys LeulysTyr Val Preo

HisGlu Tyr

1125 1130 1135

lie Glu Leu lie Glu lie Ala Arg Asn Ser Thr Gin Asp Arg
lie Leu

1140 1145 1150
Glu Met Lys Val Met Glu Phe Phe Met Lys Val Tyr Gly Tyr
Arg Gly

1155 1160 1165

Lys His Leu Gly Gly Ser Arg Lys Pro Asp Gly Ala lie Tyr

Thr Val
1170 1175 1180
Gly Ser Pro lieAsp Tyr Gly Val lieValAsp Thr Lys
AlaTyr Ser
1185 1190 1195 1200

Gly Gly Tyr Asn Leu Pro lie Gly GinAlaAsp Glu Met

GinArg Tyr

1205 1210 1215

Val Glu Glu Asn Gin Thr Arg Asn Lys His lie Asn Pro Asn
Glu Trp

1220 1225 1230
Trp Lys Val Tyr Pro Ser Ser Val Thr Glu Phe Lys Phe Leu
Phe Val

1235 1240 1245

Ser Gly His Phe Lys Gly Asn Tyr Lys Ala Gin Leu Thr Arg
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Leu Asn
1250 1255 1260
His lie Thr Asn Cys Asn Gly Ala Val Leu Ser Val Glu Glu
Leu Leu 1265 1270 1275 1280
lie Gly Gly Glu Met lie Lys Ala Gly Thr Leu Thr Leu Glu
Glu Val
1285 1290 1295
Arg Arg Lys Phe Asn Asn Gly Glu lie Asn Phe
1300 1305

<210> 53

<211> 1341

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223>» sentetik

<400> 53
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Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser

Trp Lys Asp 15 10

15

Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg

Pro Arg Arg 20 25

30

Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp

Arg Val 35 40

45

Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser

Pro

Leu

50 55

60

Asp GlyleuProAlaArgArgThrVal SerArg ThrArg Leu Pro

65

Pro

Leu

Asp

Met
Glu

Pro

Val
145

Pro

70 75
ProcAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly
85 90
Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu
Ser
100 105
Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr
Trp
115 120

Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala
Thr

130 135

80

SerPhe Ser Asp
95

Asp Thr Ser Leu

110
Ala Ala Ala Pro

125
Ala Asp Asp Pro

140

ArgValAlaVal Thr AlaAlaArg ProProArg AlalLys Pro&la

150 155

160

ArgArglirgAlaZlaGinProSer AspAlaSer ProAla AlaGin
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Ser

Leu

Leu

Ala

Pro



Val

Lys

Lys

Leu

Gly

His

Ala

225

Leu

Ser

Glu

lie

Lys
Arg

Ala

305

lie

Leu

Gin

Val

165 170 175
Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin
lie
180 185 1590
Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu
Val
195 200 205

His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser

Pro

210 215 220

Ala LeuGlyThr Val AlaValThr Tyr GinHislie

ThrAla

230 235 240

Pro GluAlaThr His GlulAsplie Val GlyValGly

GinTrp

245 250 255
Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala
Leu
260 265 270

Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val
Ala

275 280 285
Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala

Asn

250 295 300

Leu ThrGlyAla Pro LeuhsnLeu Thr ProAlaGin

ValAla

310 315 320

Ala SerAsnlie Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr

GinArg

325 330 335
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
val
240 345 350

Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu
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Glu

Ala

Gin

lie

Lys

Gly

Lys

Ser

Val

Val

Asp

Glu



Thr

Gin

Pro

Gin

385

Thr

Pro

Gin

Leu

His

Leu

Gly

Gin

465

His

Gly

Leu

Gin

Ser

lie

Pro

Val

355 360 3é5
Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu
Asp
370 375 380
Val ValAlalie Ala SerHishAsp Gly GlyLysGin

LeuGlu

390 395 400

Val GinArgleu Leu ProValLeu Cys GinAspHis

LeuThr

405 410 415
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly
Ala
420 425 430

Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin
Gly

435 440 445
Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie
Lys
450 455 460
Ala LeuGluThr Val GinArgLeu Leu ProValLeu

GinAsp

470 475 480

Gly LeuThrPro Asp GinValval Ala lieAlaAsn

AsnGly

485 490 495
Lys Gin Ala Leu Glu Thr Vval Gin Arg Leu Leu Pro
Cvys
500 505 510

Asp His Gly Leu Thr Prec Asp Gin Val Val Ala lie
Asn

515 520 525
Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu
Val
530 535 540

339

Thr

Ala

Gly

Lys

Asp

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

Leu



Leu Cys GinAspHis Gly LeuThrProc Asp GinValval Ala
lieAla
545 550 555 5690
Ser Asn GlyGlyGly Lys GinAlaLeu Glu ThrvalGin Arg
LeuLeu
565 570 575
Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val
Val Ala
580 585 580
lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val
Gin Arg
595 600 605
Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp
Gin Val
610 615 620
Val Ala lieAlaSer His AspGlyGly Lys GinAlaLeu Glu
Thrval
625 630 635 640
Gin Arg LeuleuPro Val LeuCysGin Asp HisGlyLeu Thr
ProAsp
645 650 655
Gin Val val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala
Leu Glu
660 665 670
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Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly
685

Pro

Gin

Leu
705

Leu

Gin

Gin

His

Gly

Gly

Leu

Gin
785

Asp

Leu

lie

Ser

Leu

Pro

Val

lie
865

Leu

Leu Thr 675

Asp
Ala

690

Glu

Thr

Ala

Asp

Gly
Gly

Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly

Thrval GinArgleuleuProVal LeuCysGinAspHis

ProlspGinvValValAlalieAlaSerAsnGlyGlyGly

725

Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu

740

Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser

755

Lys
Cys

770

Asp

Gly

Cys
Ala

Asn

Leu

HisGlyLeuThrProAspGinValValAlalieAlaSer

GlyLysGinAlaleuGluThrVal GinArgLeuLeuPro

805

Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val

820

lie Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin

835

Val
Ala

850

Ala

Leu

Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin

SerHisAspGlyGlyLysGinAlalLeuGluThrValGin

ProVal LeuCysGinAspHisGlyLeuThrProAspGin

885

710

790

870

695

775

855

680

745

760

Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro

825

840

341

730

810

890

715

795

875

700

780

860

750

830

720

735

800

815

880

895

Lys

Gly

Lys

Asn

Val

His

Val

Ala

Arg

Val

Arg

Val



Val

Ser

Val

Thr

Leu

Ala

945

Asn

His

Pro

His

His

Leu

Ala

Tyr

1025

Ala

Pro

Arg

Leu

Ala

Ser

Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu
lie
900 905 910
Ala Gin Leu Ser Arg Arg Asp Pro Ala Leu Ala Ala
Asn
915 920 925
His Leu Val Ala Leu Ala Cys Leu Gly Gly Arg Pro

Asp

230 935 940

Val LysLysGlyLeuProHisAlaProGluPhelieArgAryg
950 955 960
ArgArglieAlaGlulArgThrSerHisArgValAlaAspTyrAla
965 970 975
Val vVal Arg Val Leu Glu Phe Phe Gin Cys His Ser
Ala
980 985 990
Ala Phe Asp Glu Ala Met Thr Gin Phe Gly Met Ser
Gly
995 1000 1005

Val Gin Leu Phe Arg Arg Val Gly Val Thr Glu Phe

Arg

101¢ 1015 1020

Gly Thr LeuPro Pro Ala Ser GinArgTrp Asp

lieleu Gin

1030 1035 1040

Ser Gly MetLys Arg Ala Lys ProSerPro Thr

AlaGin Thr

1045 1050 1055

Asp Gin Thr Ser Leu His Ala Phe Ala Asp Ser Leu
Asp

1060 1065 1070
Asp Ala Pro Ser Pro Met His Glu Gly Asp Gin Thr
Ser

1075 1080 1085

Arg Lys Arg Ser Arg Ser Asp Arg Ala Val Thr Gly

342

Glu

Leu

Ala

Val

His

Arg

Glu

Arg

Ser

Glu

Arg

Pro



Ser Ala

10948 1095 1100

Gin Gin Ala Val Glu Val Arg Val Pro Glu Gin Arg Asp Ala

Leu His 1105 1110 1115
Leu Pro Leu Ser Trp Arg Val Lys Arg
Trp Gly
1125 1130
Gly Leu Pro Asp Pro lie Ser Arg Ser
Glu Leu
1140 1145
Glu Glu Lys Lys Ser Glu Leu Arg His
Pro His
1155 1160

Glu Tyr lie Glu Leu lie Glu lie Ala

Asp Arg

343

1120

Pro Arg Thr Arg lie

1135
Gin Leu Val Lys Ser

1150

Lys Leu Lys Tyr Val

1165
Arg Asn Ser Thr Gin



1170 1175 1130

lie Leu Glu Met Lys Val Met Glu Phe PheMet Lys Val
TyrGly Tyzr
1185 1130 1195 12090

Arg Gly Lys His Leu Gly Gly Ser Arg LysPrc¢ Asp Gly

Alalie Tyr

1205 1210 1215

Thr Val Gly Ser Pro lie Asp Tyr Gly Val lie Val Asp Thr
Lys Ala

1220 1225 1230
Tyr Ser Gly Gly Tyr Asn Leu Pro lie Gly Gin Ala Asp Glu
Met Gin

1235 1240 1245

Arg Tyr Val Glu Glu Asn Gin Thr Arg Asn Lys His lie Asn

Pro Asn

1250 1255 1260
Glu Trp Trp Lys Val Tyr Pro Ser Ser Val Thr Glu Phe Lys
Phe Leu 1265 1270 1275 1280

Phe Val Ser Gly His Phe Lys Gly Asn Tyr Lys Ala Gin Leu
Thr Arg

1285 1290 1285
Leu Asn His lie Thr Asn Cys Asn Gly Ala Val Leu Ser Val
Glu Glu

1300 1305 1310
Leu Leu lie Gly Gly Glu Met lie Lys Ala Gly Thr Leu Thr
Leu Glu
1315 1320 1325
Glu Val Arg Arg Lys Phe Asn Asn Gly Glu lie Asn Phe
1330 1335 1340

<210> 54

<211> 1341

<212> PRT

344



<213>

<220>

<2723>

<400>

Yapay Dizi

sentetik

54
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Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp
Arg Val 35 40 45
Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser
Pro Leu
50 55 60
Asp GlylLeuProAlaArgArgThrVal SerArg Thr Arg LeuProcSer
65 70 75 g0
Pro ProAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly Ser Phe SerAspleu
85 90 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu
Asp Ser
100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro Ala
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 140
Val ArgValAlaValThr AlaAlaArgProPro ArgAlalysProAla
145 150 155 160
Pro ArgArgArgAlalAlaGinProSer AspAla Ser ProAlaAlaGin
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 190
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro

210 215 220

346



Ala AlaleuGlyThrValAlaVal Thr TyrGin Hislie lie ThrAla
225 230 235 240
Leu ProGlualaThrHisGluaAsplieValGly ValGly LysGinTrp

347



Ser

Glu

Arg

lie

Lys
Arg

Ala

305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Pro

Gin

385

Thr

Pro

Gin

Leu

245 250 255
Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala
Leu
260 265 270
Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val
Ala
275 280 285

Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala

Asn

290 295 300

Leu ThrGlyAla Pro LeuaAsnLeu Thr ProilaGin

Valala

310 315 320

Ala SerAsnlie Gly GlyLysGin Als LeuGluThr

GinArg

325 330 335
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
vVal
340 345 350

Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu
Val

355 360 365
Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu

Asp

370 375 380

Val ValAlalie Ala SerAsnGly Gly GlyLysGin

LeuGlu

390 395 400

Val GinArgleu Leu ProValLleu Cys GinAspHis

LeuThr

405 410 415
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly
Ala
420 425 430

Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin

348

Gly

Lys

ser

Val

val

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

Asp



His

Gly
435 440 445

Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp

Gly

Gin

465

His

Gly

Leu

Gin

Ser

Asp

Pro

Leu

545

ser

Pro

Val

lie

Gin

Leu

Gin

349

480

495

Leu Pro

Ala lie

Arg Leu

560

575
Asp Gin

Glu Thr

Thr Pro

Lys
450 455 460
Ala LeuGluThr Val GinArgLeu Leu ProValLeu

GinAsp

470 475

Gly LeuThrPro Asp GinValval Ala lieAlaSer

AsnGly

485 490
Lys Gin Ala Leu Glu Thr val Gin Arg Leu
Cys
500 505 510

Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val
His

515 520 525
Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin
val
530 535 540
Cys GinAspHis Gly LeuThrPro Asp GinValval

lieAla

550 555

His AspGlyGly Lys GinAlaLeu Glu ThrvalGin

Leuleu

565 570
Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Ala
580 585 590

Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu
Arg

595 600 605
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu
Val
610 615 620

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

Val

Asp



Val Ala lieAlaSer Asn AsnGlyGly Lys GinAlaLeu Glu
Thrval
625 630 635 640
Gin Arg LeuleuPro val LeuCysGin Asp HisGlyLeu Thr
ProAsp
645 650 655
Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala
Leu Glu
660 665 670
Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly
Leu Thr
675 680 685
Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys
Gin Ala
690 695 700
Leu Glu ThrValGin Arg TeuleuPro Val LeuCysGin Asp
HisGly
705 710 715 720
Leu Thr ProAspGin Val ValAlalie Ala SerAsnAsn Gly
GlyLys
725 730 735
Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
Gin Asp
740 745 750
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His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His

Asp Gly 755

Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro

Leu Cys
770 775
Gin Asp
785 790
lie Gly
805

Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val

lie Ala
820

Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin

Leu Leu

835

Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin

Val Ala

850 855
lie Ala
865 870
Leu Leu

885

Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu

Ser lie

900

Val Ala Gin Leu Ser Arg Pro Asp Pro Ala Leu Ala Ala

Thr Asn
915

Asp His Leu Val Ala Leu Ala Cys Leu Gly Gly Arg Pro

Met Asp

930 935
Ala Val
945 950

Asn ArgArglieGlyGluArgThrSerHisArgvValAlaAspTyrAla

965

760

825

840

905

920

351

810

890

970

765

785

875

955

780

860

940

830

910

HisGlylLeuThrProAspGinvValValAlalieAlaSer

800

GlyLysGinAlalLeuGluThrVal GinArgLeuleuPro

815

SerAsnlieGlyGlyLysGinAlaLeuGluThrvValGin

880

ProValleuCysGinAspHisGlyLeuThrProAspGin

895

LysLlysGlyLeuProHisAlaProGluleulieArgarg

960

975

Val

Asn

Val

Ala

Arg

Val

Arg

Val

Glu

Leu

Ala

Val



Gin Val Val Arg Val Leu Glu Phe Phe Gin Cys His Ser His
Pro Ala

980 985 290
Tyr Ala Phe Asp Glu Ala Met Thr Gin Phe Gly Met Ser Arg
Asn Gly

995h 1000 1005
Leu Val Gin Leu Phe Arg Arg Val Gly Val Thr Glu Leu Glu
Ala Arg
1010 1015 1020

Gly Gly Thr LeuPro Pro Ala  Ser GinArgTrp Asp Arg

lieleu Gin
1025 1030 1035 1040
Ala Ser Gly Metlys Arg Ala Lys ProSerPro Thr Ser

AlaGin Thr

1045 1050 1055

Pro Asp Gin Ala Ser ILeu His Ala Phe Ala Asp Ser Leu Glu
Arg Asp

1060 1065 1070
Leu Asp Ala Proc Ser Pro Met His Glu Gly Asp Gin Thr Arg
Ala Ser

1075 1080 1085
Ser Arg Lys Arg Ser Arg Ser Asp Arg Ala Val Thr Gly Pro
Ser Ala
10940 1095 1100
Gin Gin Ala Val Glu Val Arg Val Pro Glu Gin Arg Asp Ala
Leu His 1105 1110 1115 1120
Leu Pro Leu Ser Trp Arg Val Lys Arg Pro Arg Thr Arg lie
Tre Gly
1125 1130 1135

Gly Leu Pro Asp Pro lie Ser Arg Ser Gin Leu Val Lys Ser
Glu Leu

1140 1145 1150
Glu Glu Lys Lys Ser Glu Leu Arg His Lys Leu Lys Tyr Val
Pro His

1155 1160 1165
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Tyr lie Glu Leu lie Glu lie Ala Arg Asn S3Ser Thr Gin

Val Gly Ser Pro lie Asp Tyr Gly Val lie Val Asp

Ser Gly Gly Tyr Asn Leu Pro lie Gly Gin Ala Asp

Tyr Val Glu Glu Asn Gin Thr Arg Asn Lys His lie

Glu
Asp Arg
1178 1175
lie Leu Glu MetLys Val Met
TyrGly Tyr
1185 1120 1
Arg Gly Lys HisLeu Gly Gly
Alalie Tyr
1205 1210
Thr
Lyvs Ala
1220 1225
Tyr
Met Gin
1235 1240
Arg
Pro Asn

353

1180
Glu

185

Ser

Phe PheMet Lys

1200
ArgLysPro Asp

1215

1230

1245

Val

Gly

Thr

Glu

Asn



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Glu
Phe
Phe
Thr

Leu

Glu

Leu

Leu

Glu

55

1250
Trp
Leu
vVal

Arg

Asn

Glu

Leu

Glu

1255 1260
Trp Lys Val Tyr Pro Ser Ser Val Thr Glu Phe
1265 1270 1275 1280

Ser Gly His Phe Lys Gly Asn Tyr Lys Ala Gin

1285 1290 1295

His lie Thr Asn Cys Asn Gly Ala Val Leu Ser

1300 1305 1310
lie Gly Gly Glu Met lie Lys Ala Gly Thr Leu

1315 1320 1325

Val
1330

1341

PRT

Arg Arg Lys Phe Asn Asn Gly Glu lie Asn Phe
1335 1340

Yapay Dizi

sentetik

55
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Lys

Leu

Val

Thr



Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp
Arg Val 35 40 45
Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser
Pro Leu
50 55 60
Asp GlylLeuProAlaArgArgThrVal SerArg Thr Arg LeuProcSer
65 70 75 g0
Pro ProAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly Ser Phe SerAspleu
85 20 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu
Asp Ser
100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro Ala
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 140
Val ArgValAlaValThr AlaRlaArgProPro ArgAla LysProlAla
145 150 155 160
Pro ArgArgArglAlalAlaGinProSer AspAla Ser ProAlaAlaGin
165 179 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 180
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro

210 215 220
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Ala
225

Leu

Ser

Glu

Arqg

lie

Lys
Arg

Ala
305

lie

AlalLeuGly ThrValAlaVal Thr TyrGin Hislielie ThrAla
230 235 240

ProGluAlaThrHisGluAsp lieValGly ValGly Lys GinTrp

245 250 255
Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala
Leu
260 265 270
Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val
Ala
275 280 285
Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala

Asn

290 295 300

LeuThr GlyAlaFPFroLeulAsnleuThrPro AlaGinValValAla
310 315 320
AlaSerAsnAsnGlyGlyLysGin Alaleu GluThr ValGinArg

356

Gly

Lys

Ser



Leu

Gin

Val

Thr

Gin

Pro

Gin

385

Thr

Pro

Gin

Leu

His

Leu

Gly

Gin

465

His

325 330 335
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Val
340 345 350
Ala lie Ala Ser Asn Asn Gly CGly Lys Gin Ala Leu
Val
355 360 365
Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu
Asp

370 375 380

Val ValAlalie Ala SerHisAsp Gly GlyLysGin

LeuGlu

390 385 400

Val GinArgleu Leu ProValLeu Cys GinAspHis

LeuThr

405 410 415
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly
Ala
420 425 430

Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin
Gly

435 440 445
Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp

Lys

450 455 460

Ala LeuGluThr Val GinArgLeu Leu ProValLeu
GinAsp
470 475 480
Gly LeuThrPro Asp Ginvalval Ala lieAlaSer
lieGly
485 490 495

Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro

Leu

Cvs
500 505 510

Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie

357

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

Asp

Gly

Cys

Asn

Val

Ala



Ser

Asp

Pro

Leu

545

Ser

Pro

Val

lie

Gin

Leu

Gin

Val

625

Gin

Gin

Leu

Thr

Leu

Pro

Gin

His

515 520 525
Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu
Val
520 535 540
Cys GinAspHis Gly TeuThrPro Asp Ginvalval

lieAla

550 555 560

His AspGlyGly Lys GinAlaLeu Glu ThrvalGin

Leuleu

565 570 575
Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin
Ala
580 585 580

Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr
Arg

595 600 605
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
val
610 615 620
Ala lieAlaSer Asn lieGlyGly Lys GinAlaleu

Thrval

630 635 640

Arg LeuleuPro Val LeuCysGin Asp HisGlyLeu

ProAsp

645 650 655
Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin
Glu
660 665 670

Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His
Thr

675 680 685
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly
Ala
650 695 700
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Leu

Ala

Arg

Val

Val

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys



Leu Glu ThrvalGin Arg LeuleuPro Val LeuCysGin Asp
HisGly
705 710 715 720
Leu Thr ProAspGin Val ValAlalie Ala SerAsnlie Gly
GlyLys
725 730 135
Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
Gin Asp
740 745 750
His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His
Asp Gly
755 760 765
Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val
Leu Cys
770 775 780
Gin Asp HisGlyLeu Thr ProAspGin Val ValAlalie 2Ala
SeraAsn
785 790 785 800
Asn Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr Val GinArgLeu Leu
Proval
805 810 815
Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala
lie Ala
820 825 830
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Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg

Pro

Val

lie
865

Leu

Val

Ser

Val
Thr

Met

Ala

245

Asn

Gin

Pro

Tyr

Asn

Leu

Ala

Leu Leu 835

Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin

Ala

850

Ala

Leu

Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala Leu

lie

Ala Gin Leu Ser Arg Prc Asp Pro Ala Leu Ala Ala

Asn

915

His Teu Val Ala Leu Ala Cys Leu Gly Gly Arg Pro

Asp

230

Val

855

840

845

860

SerHisAspGlyGlyLysGinAlaleuGluThrvValGin

870

875

880

ProVal LeuCysGinAspHisGlyLeuThr ProAspGin

900

885

935

905

920

890

940

895

910

925

LysLysGlyLeuProHisAlaProGluLeulieArgArg

950

955

960

ArgArglieGlyGlulkrgThrSerHisArgValAlaAspTyrAla

Val vVal Arg Val Leu Glu Phe Phe Gin Cys His Ser

Ala

Ala Phe Asp Glu Ala Met Thr Gin Phe Gly Met Ser

Gly
995

Val Gin Leu Phe Arg Arg Val Gly Val Thr Glu Leu

Arg

10140

980

Gly Gly Thr

1025

965

985

1000

1015

LeuPro

lielLeu Gin

1030

Ala Ser Gly

Met Lys

970

Pro Ala

Arg Ala
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975

990

1005

1020

Ser

1035

Lys

GinArgTrp Asp

1040

ProSerPro Thr

Val

Arg

Val

Glu

Leu

Ala

val

His

Arg

Glu

Arg

Ser



AlaGin Thr

1045 1050 1055
Pro Asp Gin Ala Ser Leu His Ala Phe Ala Asp Ser Leu Glu
Arg Asp
1060 1065 1070
Leu Asp Ala Pro Ser Pro Met His Glu Gly Asp Gin Thr Arg
Ala Ser
1075 1080 1085
Ser Arg Lys Arg Ser Arg Ser Asp Arg Ala Val Thr Gly Pro
Ser Ala
1090 1095 1100
Gin Gin Ala Val Glu Val Arg Val Pro Glu Gin Arg Asp Ala
Leu His 1105 1110 1115 1120
Leu Pro Leu Ser Trp Arg Val Lys Arg Pro Arg Thr Arg lie
Trp Gly
1125 1130 1135
Gly Leu Pro Asp Pro lie Ser Arg Ser Gin Leu Val Lys Ser
Glu Leu
1140 1145 1150
Glu Glu Lys Lys Ser Glu Leu Arg His Lys Leu Lys Tyr Val
Pro His
1155 1160 1165
Glu Tyr lie Glu Leu lie Glu lie Alz Arg Asn Ser Thr Gin
Asp Arg
1170 1175 1180
lie Leu Glu Metlys Val Met Glu PhePheMet Lys Val
TyrGly Tyr
1185 1190 1185 1200
Arg Gly Lys HisLeu Gly Gly Ser ArgLysPro Asp Gly
Alalie Tyr
1205 1210 1215
Thr Val Gly Ser Prc lie Asp Tyr Gly Val lie Val Asp Thr
Lys Ala
1220 1225 1230
Tyr Ser Gly Gly Tyr Asn Leu Pro lie Gly Gin Ala ZAsp Glu
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Met

Gin

1235 1240 1245

Arg Tyr Val Glu Glu Asn Gin Thr Arg Asn Lys His lie Asn

Pro

Glu
Phe
Phe
Thr

Leu

Glu

Leu

Leu

Glu

Asn
1250 1255 1260
Trp Trp Lys Val Tyr Pro Ser Ser Val Thr Glu Phe Lys
Leu 1265 1270 1275 1280
Val Ser Gly His Phe Lys Gly Asn Tyr Lys Ala Gin Leu
Arg
1285 1290 1295
Asn His lie Thr Asn Cys Asn Gly Ala Val Leu Ser Val

Glu
1300 1305 1310
Leu lie Gly Gly Glu Met lie Lys Ala Gly Thr Leu Thr
Glu
1315 1320 1325
Val Arg Arg Lys Phe Asn Asn Gly Glu lie Asn Phe
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1330 1335 1340

<210> 56

<211> 51

<212> DNA

<213> Arabidopsis

<400> 56

tatcaagatt ctcttcactt ctctctgtca caccgatgtt tacttctggg a

<210> 57

<211> 50

<212> DNA

<213> Arabidopsis

<400> &7

tccggatget cctcttgaca aggtctgtat tgtcagttgt ggtttgtcta 50

<210> 58

<211> 48

<212> DNA

<213> Arabideopsis

<400> 58

ccggatgcte ctecttgacaa ggtctgtatt gtcagttgtg gtttgtet 48
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51



<210> 59

<211> 40

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<2723> modifiye Arabidopsis

<400> 59

ccggatgecte ctcttgacaa ttgtcagttg tggtttgtct 40

<210> 60

<211> 43

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223>» medifiye Arabidopsis

<400> 60

ccggatgectc ctcecttgacaa gtattgtcag ttgtggtttg tcet 43

<210> 6l

<211> 323

<212> DNA
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<213>

<220>

<2723>

<400>

Yapay Dizi

modifiyve Arabidopsis

bl
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ccggatgectc ctcttgacaa ttgtggtttg tet 33

<210> 62

<211> 43

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> modifiye Arabidopsis

<400> 62

ccggatgcte ctcttgacaa ggattgtcag ttgtggtttg tet 43

<210> 63

<211> 41

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> medifiye Arabidopsis

<400> 63

ccggatgetce ctcecttgacaa attgtcagtt gtggtttgte t 41

<210> 64

<211> 44
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<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<2720>

<223> modifiye Arabidopsis

<400> 64

ccggatgecte ctcecttgacaa ggtattgtca gttgtggttt gtcect 44

<210> 65

<211> 34

<212> PRT

<213> Xanthomonas gardneri

<400> 65

Leu Asp Thr Gly Gin Leu Phe Lys lie Ala Lys Arg Gly Gly
Val Thr 15 10 15

Ala Val Glu Ala Val His Ala Trp Arg Asn Ala Leu Thr Gly
Ala Pro 20 25 30

Leu Asn

<210> 66

<211> 34

<212> PRT

<213> Xanthomonas campestris

367



<400> 66

368



Leu Asp Thr Gly Gin Leu Leu Lys lie Ala Lys Arg Gly
Gly Val Thr 15 10 15

Ala Val Glu Ala Val His Ala Trp Arg Asn Ala Leu Thr Gly
Ala Pro 20 25 320

Leu Asn

<210> &7

<211> 34

<212> PRT

<213>» Xanthomonas oryzae

<400> 67

Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val Lys lie Ala Lys Arg Gly Gly
Val Thr

15 10 15

Ala Val Glu Ala Val His Ala Ser Arg Asn Ala Leu Thr Gly

Ala Pro

20 25 30

Leu Asn

<210> 68

<211> 34

<212> PRT

369



<213> Xanthomonas citri

<400> 68

Leu Asp Thr Gly Gin Leu Leu Lys lie Ala Lys Arg Gly Gly
Val Thr 15 10 15

Ala Val Glu Ala Val His Ala Trp Arg Asn Ala Leu Thr Gly
BAla Pro 20 25 30

Leu Asn

<210> 69

<211> 34

<212> PRT

<213> Xanthomonas oryzae

<400> 69

Leu Asp Thr Gly Gin leu Val Lys lie Ala lys Arg Gly Gly
Val Thr 15 10 15

Ala Met Glu Ala Val His Ala Ser Arg Asn Ala Leu Thr Gly
Ala Pro Z0 25 30

Leu Asn

<210> 70

<211> 34

<212> PRT

<213> Xanthomonas oryzae
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<400> 70

371



Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val Lys lie Ala Lys Arg Gly
Gly Val Thr 15 10 15

Ala Met Glu Ala Val His Ala Ser Arg Asn Ala Leu Thr Gly
Ala Prc 20 25 30

Leu Asn

<210> 71

<211> 34

<212> PRT

<213> Xanthomcocnas cryzae

<400> 71

Leu Thr Pro Ala Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Asn Gly

Gly Lys 15 10 15

Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
Gin Ala 20 25 30

His Gly

<210> 72

<211> 1307

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>
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<223> sentetik

<400> 72

373



Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie Arg
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin Pro Asp
Arg Val 35 40 45
Gin Pro Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala Gly Ser
Pro Leu
50 55 60
Asp GlylLeuProAlaArgArgThrVal SerArg Thr Arg Leu ProSer
65 70 75 80
Pro ProAla Pro Ser ProAla Phe Ser AlaGly Ser Phe Ser AspLeu
85 90 95
Leu Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu Leu Asp Thr Ser Leu Leu
Asp Ser
100 105 110
Met Pro Ala Val Gly Thr Pro His Thr Ala Ala Ala Pro Ala
Glu Trp
115 120 125
Asp Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro Pro
Pro Thr
130 135 149
Val ArgValAlaValThr AlaAlaArgProPro ArgAlalysProAla
145 150 155 160
Pro ArgArgArgAlalAlaGinProSer AspAla Ser ProAlaAlaGin
165 170 175
Val Asp Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin Glu
Lys lie
180 185 190
Lys Pro Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu Ala
Leu Val
195 200 205
Gly His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu Ser Gin
His Pro

210 215 220
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Ala
225

Leu

Ser

Glu

Arqg

lie

Lys
Arg

Ala
305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Pro

Gin
385
Thr

Pro

Gin

Leu

His

AlalLeuGly ThrValAlaVal Thr TyrGin Hislielie ThrAla

230 235 240
ProGluAlaThrHisGluAsp lieValGly ValGly Lys GinTrp

245 250 255
Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala
Leu
260 265 270
Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val
Ala
275 280 285

Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala

Asn

290 295 300

LeuThr GlyAlaProLeulAsnLeuThrPro AlaGinValValAla

310 315 320
AlaSerAsnAsnGlyGlyLysGin AlalLeu GluThrVal GinArg

325 330 335
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Val
340 345 350
Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu
Val
355 360 365

Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu
Asp

370 375 380

ValvalAlalieAla SerAsnlieGlyGly LysGinAla LeuGlu

390 395 400
ValGinArgLeuleuProVvVal LeuCysGin AspHisGly LeuThr

405 410 415
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly
Ala
420 425 430

Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin

Gly

375

Gly

Lys

Ser

Asp

Glu

Thr

Lys

Asp



435 440 445
Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie 2la Ser Asn lie Gly
Gly Lys
450 455 460
Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys

Gin Asp
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465
His

Asp

Gly

Leu

Gin

Ser

Asp

Pro

Leu

545

Ser

Pro

Val

lie

Gin

Leu

Gin

Val

625

Gin

470 475
Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie
Gly
485 490

Lys Gin Ala Leu Glu Thr vVal Gin Arg Leu
Cys

500 505 510
Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val
His

515 520 525

Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin
Val

530 535 540

480
Ala Ser

495

Leu Pro

Ala lie

Arg Leu

Cys GinAspHis Gly LeuThrPro Asp Ginvalval

lieAla
550 555

560

Asn GlyGlyGly Lys GinAlaLeu Glu ThrvalGin

LeuLleu
565 570
Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Ala
580 585 590

Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala Leu
Arg

595 600 605
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu
Val

610 615 620

575
Asp Gin

Glu Thr

Thr Pro

Ala lieAlaSer Asn lieGlyGly Lys GinAlalLeu

Thrval
630 635

640

Arg LeuleuPro Val LeuCysGin Asp HisGlyLeu

ProAsp
645 650

655

Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin
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His

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

Val

Asp

Glu

Thr

Ala



Leu Glu
660 665 670
Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly
Leu Thr
675 680 685
Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys
Gin Ala
690 695 700
Leu Glu ThrvalGin Arg LeuleuPro Val LeuClysGin Asp
HisGly
705 710 715 720
Leu Thr ProAspGin Val ValZlalie Ala SerAsnlie Gly
GlyLys
725 730 735
Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
Gin Asp
740 745 750
His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn
Gly Gly
755 760 765
Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val
Leu Cys
770 775 780
Gin Asp HisGlyLeu Thr ProAspGin Val ValAlalie Ala
SerAsn
785 790 795 800
Gly Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr vVal GinArgLeu Leu
Proval
805 810 815
Leu Cys Gin Asp His CGly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val 2Ala
lie Ala
820 825 830
Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin Arg
Leu Leu

835 840 845

378



Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val
Val Ala
850 855 860
lie Ala SerAsnGly Gly GlyLysGin Ala LeuGluSer lie
Valala
860 870 875 880
Gin Leu SerArgPro Asp ProAlaleu Ala AlaLeuThr Asn
AspHis
885 890 895
Leu Val Ala Leu Ala Cys Leu Gly Gly Arg Pro Ala Met Asp
Ala Val
200 905 910
Lys Lys Gly Leu Pro His Ala Pro Glu Leu lie Arg Arg Val
Asn Arg
915 920 925
Arg lie Gly Glu Arg Thr Ser His Arg Val Ala Asp Tyr Ala
Gin vVal
920 935 940
Val ArgValLeuGluPhe Phe GinCysHis Ser HisProAla Tyr
Ala
945 950 955 960
Phe Asp GluAlaMet Thr GinPheGly Met SerArgAsn Gly
Leuval
965 970 975
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Gin Leu Phe Arg Arg Val Gly Val Thr Glu Leu Glu Ala
Arg Gly Gly 980 985 990
Thr Leu Pro Pro Ala Ser Gin Arg Trp Asp Arg lie Leu Gin
Ala Ser 9855 1000 1005
Gly Met Lys Arg Ala Lys Pro Ser Pro Thr Ser Ala Gin Thr
Pro Asp
1010 1015 1020
Gin Ala Ser Leu His Ala Phe Ala Asp Ser Leu Glu Arg Asp
Leu Asp 1025 1030 1035 1040
Ala Pro Ser Pro Met His Glu Gly Asp Gin Thr Arg Ala Ser
Ser Arg
1045 1050 1055
Lys Arg Ser Arg Ser Asp Arg Ala Val Thr Gly Pro Ser Ala
Gin Gin
1060 1065 1070
Ala Val Glu Val Arg Val Pro Glu Gin Arg Asp Ala Leu His
Leu Pro
1075 1080 1085
Leu Ser Trp Arg Val Lys Arg Pro Arg Thr Arg lie Trp Gly

Gly Leu
1090 1085 1100
Pro Asp Pro lie Ser Arg Ser Gin LeuVallys Ser Glu
LeuGlu Glu
1105 1110 1115 11290
Lys Lys Ser Glu Leu Arg His Lys LeulysTyr Val Pro

HisGlu Tyr
1125 1130 1135

lie Glu Leu lie Glu lie Ala Arg Asn Ser Thr Gin Asp Arg
lie Len

1140 1145 1150
Glu Met Lys Val Met Glu Phe Phe Met Lys Val Tyr Gly Tyr
Arg Gly

1155 1160 1165

Lys His Leu Gly Gly Ser Arg Lys Pro 2Zsp Gly Ala lie Tyr
Thr Val
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

1170 1175 1180

Gly Ser Pro lieAsp Tyr Gly Val lieValAsp Thr Lys

AlaTyr Ser
1185 1190 1195 1200
Gly Gly Tyr Asgn Leu Pro lie Gly GinAlaAsp Glu Met

GinArg Tyr

1205 1210 1215

Val Glu Glu Asn Gin Thr Arg Asn Lys His lie Asn Pro Asn
Glu Trp

1220 1225 1230
Trp Lys Val Tyr Pro Ser Ser Val Thr Glu Phe Lys Phe Leu
Phe Val

1235 1240 1245
Ser Gly His Phe Lys Gly Asn Tyr Lys Ala Gin Leu Thr Arg
Leu Asn
1250 1255 1260
His lie Thr Asn Cys Asn Gly Ala Val Leu Ser Val Glu Glu
Leu Leu 1265 1270 1275 1280
lie Gly Gly Glu Met lie Lys Ala Gly Thr Leu Thr Leu Glu
Glu Val
1285 1290 1285

Arg Arg Lys Phe Asn Asn Gly Glu lie Asn Phe

1300 1305

73

1409

PRT

Yapay Dizi

sentetik
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<400> 73

382



Met Ala Ser Ser Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val
Trp Lys Asp 15 10 15
Ala Ser Gly Trp Ser Arg Met His Ala Asp Pro lie
Pro Arg Arg 20 25 30
Pro Ser Pro Ala Arg Glu Leu Leu Pro Gly Pro Gin
Asp Arg Val 35 40 45
Gin Prc Thr Ala Asp Arg Gly Val Ser Ala Pro Ala
Ser Pro Leu 50 55 60
Asp Gly Leu Pro Ala Arg Arg Thr Val Ser Arg Thr
Leu Prc Ser 65 70 75 80
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Ser

Arg

Pro

Gly

Arg



Pro

Leu

Met

Asp

Pro

145

Pro

Val

Lys

Lys

Leu

Gly

His

Ala

225

Leu

Ser

Glu

Pro Ala Pro Ser Pro Ala Phe

Phe Ser Asp Leu 85

95

Arg Pro Phe Asp Pro Ser Leu

Leu Leu Asp Ser 100

110

Pro Ale Val Gly Thr Pro His

Glu Trp 115

Glu Ala Gin Ser Ala Leu Arg Ala Ala Asp Asp Pro

Thr

130
Val ArgValAlaValThr Ala

Arg

Ala

ArgArgAla Ala

AlaGin

Asp

lie

Pro

Val

Leu Arg Thr Leu Gly Tyr Ser Gin Gin Gin Gin

180

Lys Val Arg Ser Thr Val Ala Gin His His Glu

195

His Gly Phe Thr His Ala His lie Val Ala Leu 3Ser

Pro

210

Ala

Pro

LeuGlyThr Val

165

Thrala

GluAlaThr His

GinTrp

Gly Ala Arg Ala Leu Glu Ala Leu Leu Thr Asp Ala

Leu

260

245

150

230

120

185

200

265

384

170

250

Ser Ala Gly Ser

90

Leu Asp Thr Ser

105

Thr Ala Ala Ala Pro Ala

125

140

155

220

235

AlaArgPro Pro

GinProSer Asp

205

AlavalThr Tyr

GluAsplie Val

ArgAlalys

AlaSerPro

1990

GinHislie

GlyValGly

270

160

175

240

255

Pro

Proc

Ala

Glu

Ala

Gin

lie

Lys

Gly



Arg

lie

Lys
Arg

Ala

305

lie

Leu

Gin

Val
Thr

Gin

Pro

Gin

385

Thr

Pro

Gin

Leu

His

Leu

Gly

Gly Pro Pro Leu Gin Leu Asp Thr Gly Gin Leu Val
Ala

275 280 285
Arg Gly Gly Val Thr Ala Met Glu Ala Val His Ala
Asn
290 295 300
Leu ThrGlyAla Pro LeuZAsnLeu Thr ProAlaGin

Valala

310 315 320

Ala SerHisAsp Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr

GinArg

325 330 335
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro
Val
340 245 350

Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu
Val

355 360 365
Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu
Asp
370 375 380
Val ValAlalie Ala SerAsnlie Gly GlyLysGin

LeuGlu

390 395 400

Val GinArgLeu Leu ProValLeu Cys GinAspHis

LeuThr

405 410 415
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Gly Gly Gly
Ala
420 425 430

Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin
Gly

435 440 445
Thr Pro Zsp Gin Val Val Ala lie Ala Ser Asn Asn
Lys

385

Ser

Val

Val

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Asp

Gly



Gin

465

His

Gly

Leu

Gin

Ser

Asn

Pro

Leu

545

Ser

Pro

Val

450 455

Ala LeuGluThr
GinAsp
470
Gly LeuThrPro
lieGly
485
Lys Gin Ala Leu
Cys
500
Asp His Gly Leu
Asn
515
Gly Gly Lys Gin
Val

460

Val GinArgLeu Leu

475

Asp GinvValval Ala

Glu Thr Val

505

Thr Pro Asp

520

Ala Leu Glu

530 535

Cys GinAspHis
lielAla

550

Asn AsnGlyGly
Leuleu

565

Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin

Ala

490

Gin Arg Leu Leu Pro

Gin Val Val Ala lie

Thr Val Gin Arg Leu

540

525

Gly LeuThrPro Asp

555

Lys GinAlaleu Glu

386

570

ProValleu

480

lieAlaSer

485

510

Ginvalval

560
ThrvValGin

575

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

Val



580

585 590

lie Ala Ser Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr

Gin

Arg
595

600 605

Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro

Gin

Val

625

Gin

Gin

Leu

Thr

Leu

Pro

Gin

Leu

705

Leu

Gin

Gin

His

lie

Gly

610

Val

Ala lieAlaSer
Thrval
630
Arg LeuLeuPro
ProAsp
645
Val vVal Ala lie
Glu
660
Val Gin Arg Leu
Thr
675
Asp Gin Val Val
Ala

090

Glu ThrvalGin
HisGly
710
Thr ProAspCGin
GlyLys
725
Ala Leu Glu Thr
Asp
740
Gly Leu Thr Pro
Gly
755
Lys Gin Ala Leu

615 620

Asn lieGlyGly Lys GinAlalLeu

635 040
Val LeuCysGin Asp HisGlyLeu

650 655
Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gin

665 670
Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His

680 685
Ala lie Ala Ser Asn lie Gly Gly

695 700

Arqg LeulLeuPro Val LeuCysGin

715 720
Val ValAlalie Ala SerAsnlie

730 735
Val Gin Arg Leu Leu Pro Val Leu

745 750
Asp Gin Val Val Ala lie Ala Ser

760 765
Glu Thr Val Gin Arg Leu Leu Pro

387

Val

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Asp

Gly

Cys

Asn

Val



Leu

Gin

785

Asp

Leu

lie

Ser

Leu

Pro

Val

lie

865

Leu

Val

Thr

Gin

Pro

Gin

Leu

Thr

945

Cys

770 775 780
Asp HisGlyLeu Thr ProAspGin Val Valilalie

SerHis

790 785 800

Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr Val GinArgLeu

Proval

805 810 815
Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin Val Val
Ala
820 825 830

Asn lie Gly Gly Lys Gin Ala Leu Glu Thr Val Gin
Leu

835 840 845
Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu Thr Pro Asp Gin
Ala
850 855 860
Ala SerHisAsp Gly GlyLysGin Ala LeuGluThr

GinArg

870 875 880

Leu ProValleu Cys GinAspHis Gly LeuThrPro

Ginval

885 890 895
Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin Ala Leu
Val
200 905 910

Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gin Asp His Gly Leu
Asp

915 220 925
Val Val Ala lie Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gin
Glu
9320 935 940
Val GinArgLeu Leu ProValLeu Cys GinAspHis

LeuThr
850 855 960
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Ala

Leu

Ala

Arqg

Val

Val

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly



Pro

Leu

Leu

Ala
Gly

Pro

Glu

lie
Arg
Ala

Cys

Ser

Gly

Ser

Thr

Asp GinValval Ala lieAlaSer Asn GlyGlyGly Lys

GinAla

965 970 975
Glu Ser lie Val Ala Gin Leu Ser Arg Pro Asp Pro Ala
Ala
980 985 990

Leu Thr Asn Asp His Leu Val Als Leu Ala Cys Leu Gly
Arg

995 1000 1005
Ala Met Asp Ala Val Lys Lys Gly Leu Pro His Ala Pro
Leu
1010 1015 1020

Arg Arg Val Asn Arg Arg lie Gly Glu Arg Thr Ser His

Val 1025 1030 1035 1040

Asp Tyr Ala Gin Val Val Arg Val Leu Glu Phe Phe Gin
His

1045 1050 1055
His Pro Ala Tyr Ala Phe Asp Glu Ala Met Thr Gin Phe
Met
1060 1065 1070

Arg Asn Gly Leu Val Gin Leu Phe Arg Arg Val Gly Val
Glu

1075 1080 1085

389



Leu Glu Ala Arg Gly Gly Thr Leu Pro Pro Ala Ser Gin Arg

Trp Asp
1080 1095 1100
Arg lie Leu GinAla Ser Gly Met Lys ArgAla Lys Pro
Ser Pro Thr
1105 1110 1115 1120
Ser Ala Gin Thr Pro Asp Gin Ala Ser LeuHis Ala Phe

AlaAsp Ser
1125 1130 1135

Leu Glu Arg Asp Leu Asp Ala Pro Ser Pro Met His Glu Gly
Asp Gin

1140 1145 1150
Thr Arg Ala Ser Ser Arg Lys Arg Ser Arg Ser Asp Arg Ala
Val Thr

1155 1160 1165

Gly Pro Ser 2Ala Gin Gin Ala Val Glu Val Arg Val Pro Glu

Gin Arg
1170 1175 1180
Asp Ala Leu His Leu Pro Leu Ser Trp Argval Lys Arg
ProArg Thr
1185 1190 1195 1200
Arg lie Trp Gly Gly Leu Pro Asp ProlieSer Arg Ser

GinLeu Val
1205 1210 1215

Lys Ser Glu Leu Glu Glu Lys Lys Ser Glu Leu Arg His Lys
Leu Lys

1220 1225 1230
Tyr Val Pro His Glu Tyr lie Glu Leu lie Glu lie Ala Arg
Asn Ser

1235 1240 1245
Thr Gin Asp Arg lie Leu Glu Met Lys Val Met Glu Phe Phe
Met Lys
1250 1255 1260

Val Tyr Gly Tyr Arg Gly Lys His Leu Gly Gly Ser Arg Lys

390



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

Pro
Gly

lie

Asp

Gin

Asp
Lys

lie

Thr

Phe
Lys
Gin

Val

Ser

Gly

Leu

lie

Phe

74

PRT

Asp
Ala
vVal

Thr

Ala

Glu

His

1265 1270

1275 12840

lie Tyr Thr Val Gly Ser Pro lie Asp Tyr Gly Val

1285

1290 1295

Lys Ala Tyr Ser Gly Gly Tyr Asn Leu Prc lie Gly

1300 1305 1310

Met Gin Arg Tyr Val Glu Glu Asn Gin Thr Arg Asn

1315 1320

Asn

Glu

1330

Lys
Ala
Leu

Leu

Val
Thr

Thr

Asn

1325

Pro Asn Glu Trp Trp Lys Val Tyr Pro Ser Ser Val

1335

1340

Phe Leu Phe Val Ser Gly His Phe Lys Gly Asn Tyr

1345 1350

1355 1360

Thr Arg Leu Asn His lie Thr Asn Cys Asn Gly Ala

1365

1370 1375

Glu Glu Leu Leu lie Gly Gly Glu Met lie Lys Ala

1380 1385 1390
Leu Glu Glu Val Arg Arg Lys Phe Asn Asn Gly Glu

1395 1400

Yapay Dizi

391
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<223> sentetik

<400> 74
Lys lie Ala Lys Arg Gly
Gly val 1 5

<210> 75

<211> 8

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

392



<220>

<223> sentetik

<400> 75
Lys lie Ala Asn Gly Gly
Gly val 1 5

<210> 76

<211> 8

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> sentetik

<400> 76
lys lie Ala Asn lie Gly
Gly vVal 1 5

<210> 77

<211> 8

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> sentetik
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<400> 77

Lys lie Ala His Asp Gly
Gly vVal 1 5

<210> 78

<211> 8

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223>» sentetik

<400> 78
Lys lie Ala Asn Asn Gly
Gly val 1 5

<210> 79

<211> 8

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<2Z20>

<223> sentetik

<400> 79

394



Lys lie Ala Lys Arg Gly
Gly vVal 1 5

<210> 80

<211> 9

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223>» sentetik

<400> 80
Lys lie Ala Ser Asn Gly Gly
Gly val 1 5

<210> 81

<211> 9

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> sentetik

<400> 81

lys lie Ala Ser Asn lie Gly
Gly Val 1 5

<210> 82
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<211> &

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> sentetik

<400> 82
Lys lie Ala Ser His Asp Gly
Gly vVal 1 5

<210> 83

<211> 9

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223>» sentetik

<400> 83
Lys lie Ala Ser Asn Asn Gly
Gly vVal 1 5

<210> 84

<211> 8

<212> PRT

396



<213>

<220>

<223>

<400>

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

Yapay Dizi

sentetik

84

Lys lie Ala Lys Arg Gly
Gly val 1 5

85

PRT

Yapay Dizi

sentetik

85
Lys lie Ala Lys Asn Gly Gly
Gly Val 1 5

86

9

PRT

Yapay Dizi

sentetik
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<400> 86

Lys lie Ala Lys Asn lie Gly
Gly vVal 1 5

<210> 87

<211> 9

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> sentetik

<400> 87
Lys lie Ala TLys His Asp Gly
Gly val 1 5

<210> 88

<211> 9

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> sentetik

<400> 88

398



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

<210>

Lys lie Ala Lys Asn Asn Gly
Gly vVal 1 5

89

PRT

Yapay Dizi

sentetik

89

Lys lie Ala Lys Arg Gly
Gly Val 1 5

90

PRT

Yapay Dizi

sentetik

90

Lys lie Ala Ser Asn Gly Gly
Gly Lys 1 5

91

399



<211> &

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> sentetik

<400> 91
Lys lie Ala Ser Asn lie Gly
Gly Lys 1 5

<210> 82

<211> ¢

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> sentetik

<400> S92
Lys lie Ala Ser His Asp Gly
Gly Lys 1 5

<210> 83

<211> 9

<212> PRT

400



<213> Yapay

Dizi <220>

<223>
sentet
ik
<400>
93

Lys lie Ala Ser Asn Asn Gly
Gly Lys 1 5

401
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AALREATHERIVOVGEOK SGARALEALLTVAGES
BGPYLOLUTODLLE ] AERGGYTAVEAVHANRHAT,
TGARLMLT FEVVAI RS LDGGE ALETVORLLFY
LoQABGLTROOVVARASHGGSKDALE TVORLLFY
LOORHCLT POOVVALRSHEGS KA LE FVSRLLEY
L ARGLTPEQVVA T A SHASARGALETVRRLL Y
LCQAHCLTPEQVVATASN I CEN A LETVRALLEY
LEQAHGLTEEDVVAT RSN 1 SONTALE TVRALLEY
LOGAHGLY PRV VAL ASH TGS oA LEMAOALLPY
LOQABGLTPEQVVAIASHIGS KL ETVORLLEY
LCOARGLTPEDVVATRSHIGS Y DALE TVORLLEY
FCORHG LT PODUVAT REWGLGNGA LETUVORLLPY
LCOAMGLTPEOVVALASHEGGEOALE TVORLLEY
LCOAMCLTPEOVVALRSNICCROALETVORLLEY
LOOAHGLT FEEDVWVATAS HDGG QA LE TWVDRLLPV
LOQAHGLTFEOVVATAS HDGGEGALLE TVORLLFY
LOQRMGLTFEDVVALASHDGGROALE TVORLLEY
LCORHOLT FOOVVAT ASHOGGR PALE TVOR LLEV
LCOARGLT FECVVATASHDGGROALE TVORLLEYV
LOQABGLT POOWVWALASHGOGA FALE 51 VADLSR
FDPALARLTHOHLYALAS LOGAPA L PAVESSLEN
AFALIERTHRRIFERTSHRVADEAQVVRYIGITY
CHEHFAQAFLOANTOFGHMSENGL L LIFRVEFIE
LEARSGTILRFASORWORI LOASINFRANPIPTST
CIPRORACLHAFADSLERDLOA PE PHEECPOTRAS
SRERGREMRATTOR ARG ETEVRVPEGR DA LHLE
LEWRVHRTRTISISCOLPD P ISREQLVESELERNH
EELRHKESYWRHEY TEL IE L ARNE PO DT LEVEIY
MEFREOYSYRSHHLSSEREPDOAT Y TVEEP IDY
GVIVDTEAYECCYMLE I COADEHMQRYVERIITHN
HH NP RS SUTEFEFLVEAHFE SRR
OLTRLHH I T oNCAVISVESLLIGIEMI EAGTLT
LEEVRREFMMZEINE [SEQ ID WO:131j
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Sekil 27

pthial TALEW
MASSP PEKEREVEME DRSGHS RMEADPIRPREPS
FAREL LISPSEDEUG PEADRC VSATASS PLDCLE
ARRTVSRTRELPSEPAPEPAFSAGEFSDLLRPFDP
SLLOTSLLOSMEAYG TPHTARAPAEWDEADSALR
AALCP PR TVRVAVT AL P PRAKPAPRRRARDRED
RS PAROVDLATLGY SQ000EK [KPEVESTVROHE
ERLVGHGFTHAR IV LEOH PAALGTVAVTYORT I
FALMEATHED I VGG KO SGARALEALLTDAGEL
ROFFLOLOTGOLVE [ AKRGEV TAMERVHASENAL:
TEAFLWLTFASVVA LASHHGGHOALETVORLLFVY
LOQAHGLTFAQYVVA T ASHDGERDALETMORLLEFY
LOORHG LT P A LASHT GHKOALETVORLLEY
LCOARGLTFOOYVA T ASHERGHOALETVIRLLEV
LOOAHGLTPOOVVA L ASHOGGROALETWIRLLEV
LOOANGLTPDOVVA L ASNGGGROALETVURLLIY
LOQANGLT POCVVA LAS NGGRUALETVORLLFVL
CoARGLTFIONWV VA CAFHDGGROALE T VORLLEVL
CUTHGLTFAQVVAIASHDEGROALCTVOQLLIVL
CEAMGLTIDVVA - AFRIGERORLATVORLLEVE
ehbG TR AN TA SHGEFRQALETVORIAFVL
COMNRGLTIIOVVA LA CHGEGECALETVORLLPVL
ARG LT NIVTA I A S I SGESALETVORLLEVL
 COARGLTFAQVVAIASHDGGRQALETVORLLIVL
CONBG LT PDQVVA 1A EHNGESROALETUSRLLIVL
CQNHG LTORGYA LA SNHGGEALETVORLLPVL
COARGLTPDOVVA LR SHGOGEDALETVORLLPVL
COARCLTPAQVVAIASHIGGEQALETVOHLLIWL
CODRG LTLACVVALASH [ GGEOALETVORLLEVL
COARG LTODOVVATASNI GGEQALETVORLLPVL
CODRGLTPIOVVATASHIGGEDALETVORLLIVL
CODNG LTLDOVVA JASNGENOALETVORLLIVLE |
QDHCGLT FIOVVRA TASNEGEKOALETVORLLFVLE
QORGLT FNOVVA L ASHGGEOALLS IVAQLSRFDF
ALARLTNDHIVALAC LGGRFAMDAVENGLPHAPE
L1 KXVINRE IGERT S HRVADY AQVVEVLEFFOCHS
HFAYAFDEAWTOPGNSREG LV OLFRRVGVTELEA
RGGT LFFASORWDRI LOASGMERAKEPSPTSADTE
DOAS LAAFATS LERDLDAPS PHHEGDOTRASSEE
RSRSDRAVTGRSAQOAVEVRY PEQROALHLY LYW
RVERPRTRIWGGLEPPISREGLVESELEERKSEL
PHE LK S VPHEY 1E LI EC ARRSETOCRI LEMFEWVHEF
FHEVYGYRONE LOGSRKPDGAL YTVGEPLDYGEY S
VDTIAY SO HLE IGRADEMRRIVEENDTRIEND
WENEWR I RS SVIE K LIV SGHEFRE Y KA LT
RLNHITRCNGAVLSVEELLIGGEHIFAGTUTLER
VREFEFNNGELRY (FEQ ID WO 34k



66

297

Hod

~Hy — Med-iay

b | 1Hog=yd
1
h

Er.._wm

=
(=)

[BWY)G TERISO|qE EC-a

1
2]

(11 3

{eicg) miBngureen el eag
o F FE Lk ]

|
=
=

{
w
o

H3WUIG TERISOYEED-E)

csaany B

o'

82 IIMesS



30/ 66

l=9KW D=sHH 2«04 Y=IiN
1 5 =@ =2 2 1L @9 L a @ 03 O %
O QH WM ad ad 9W OH 9N GH O aH dH M EEsEZ-Ranpun
¥ 0O ¥ 9 99 ¥ ¥ ¥ o ¥ 9 ¥
M O M O W M M M aH M MMM PSR LT
L o o | Ml o | 3] e .q o o e | =2 -
SM O aH aH S - MM SN M NH MM dH gH THAZE-HHOY
W L W 1 L2} Y W L] L) a o a
I 1&l '] L ¢ 111 4] [ I 4 dd dH AT il - LY
. 1 | 1 i L] [ =] L W ] L L%
a4 94 ad BN O I MM i3 ] 1M ad el I~ Z1-R0E- 1Oy
BF 2k H 0F & = i 5 § ¥* £ = b (FEgU N EL]

V6Z IS



Sekil 29B

3166

1.0

L'!'q“%;
= ==

LA TEPISOTYRED-d



Sekil 30

32 /66

W o Lo 7 E
oA

i)

L
St Z

C

s i3
=520t

S b

i -k

=1

o A

P A D

1 e A

=y ™

R

gt [
T i -
=




33766

111 E—H --------------- -d EI- h J’
._-___..._.-.._ . .H_H_..n.n_._ ........................... hEU. - Lo
- OYLY oF . -..
o ¥ e LLLY 7 .
e P = O ) £ sppeppenuprged e weue o Bey
LI : : sad cpuodsyeas g ¥

dijes e

[BEE R R _ J:Hu. a.tm —.ﬂ../:ff/

...r_....:l P
(Aot
L1 |
— ISSHLIEY=
h b A L LN _.._ —_ R —HE_E_.._“__DE__
O ONGHDETD .Hu_uu_u._un_ .-U
) __“ FEEN UODLS e
o el E L PLs & esg

.J_ ___"_.I._.EH SIS L L

l#

_ h [rea]
h o N Al T3 5k =1 [ L i b i TR

AT ESS TERRLIRAOYEOLY
ﬁéﬁfﬂ—.’uzmmﬁl .......... Hl“u.lﬂr.“-

I TTARAZAS =" SOt L IR L
L
.r.......fr.f ﬂ/f._rn! \\a_ E i
e ueySTek LWuese |

LE IMeS

_.,P




34 /66

Sekil 32A

ek

B ————
['f L= el [ -ﬂ"lﬂ._.-]
=

——
]'_ﬂﬂ_“l_*f_._c.:; 'i

(L LE i

(L9 [

-

RN

L

]

[l

r -:-n-.-:[-ir._:m: _-!
el

il

I'l'i

I"._'sim_'-'iﬁif:_}"l
“TH
—_—

j— R |-c-ux"|

I_._-

=

[“m:':_m’]

[| PETT o o AT '|
e




a5/ 66

Sekil 328

pFU': B

Tiat Laaht [ g rere R II

T —

#FUT_A

R T

I

[T B 'I'I""'"-_I.!'-!b__rt

L 1

L}

[ |

BFLIS_&304

5 ||
[‘-.J.“...L:-':*:: e T ']

J.l"ll_ |
prHis_AdiE

rlru:n THEN | Lo | omn A o
]

. k&

@L‘ﬂﬁ.dm_’“ﬁ&’;ﬂii]}
e

phal

LU L] (T




36 /66

e —

. : WO s i |
Twld W
ﬂmw.._l.ﬂnrﬂmmhlm.:al.q!_—._...:q_r._..._z“....____._ j_m_:i.”._l.._mm“...r..m. ] Wil _.._Fm_..._.._.l....n:_:,,.__!ﬂr._luﬂﬂ_ﬂﬂ..

| _u._..r_...

[ s |
TeLd
e = ol ol e ¥ M ey .
s S ST T .
.,« = e L e et e s s v g c
E-TTAN  ECHETEN + . a1

) | = (S . = T
_L ! . mﬂun . L h ¥ sndd ._r u
2 b :ﬁ H..x.r_.___ ._.h-._w e L.m _.z_qn_I Rra ] I uﬂ.P_. Lian 1. AT ”_ Ay :i ...._ 4 NLT _,u:___.____"_r_:w_,._:.__._.r ] EIvE T wam |

— ‘___jm_:":h .
Sl B ?....iLr:uﬂ

.H_d_.u-.n ANF RNOIM OFF TR T DR N B OH OH OH R IN SINDN0DT VY.

£E IMesS



37166

~ Sekil 34A

-telomaraze-TALEN1Z 4 _SEVDs
MAZEEPRREREVSWEDASGH S FMHALTIRFRRTS
PARELLBGPOPDRVOITRDRGVEAPARGEFLOGLE
APETVERTIRLFSPEARPEPARSAGSESDLLRETDE
ELLEISLLDEMPAVCTPHTAARPAEWDEACSELR
AADDEPFTVRVAVI AARP PRAKFAFRRFAADFSD
AAPAAIVDLETLGY SQOUOERI KEEVRETVACHH
ERIVGHGETHAH IVALEQHPARLGTVAVTYOHL L
TRLEEATHEDIVGVZHONSGAFRRLEATLT DAGEL
REFFL)LOMGDLVEI RERGGWTAREATHASEHAL

 TEREPLMLTPROVVAIASHDGGEOALETVORLLEY

" LCQUAGLTPDOVVAIANHHGEHOALETVORLLEY
LOQDHGLTPDOVVAI ANNNGGROALETYORLL BV
LCQDHGLTPDOVVAT ASHGGGEOALETVIRLLEY
LOCQDHGLTRPDO VAT ASHGGGEQALETVORLLEY
LCQDHGELTPOOV VAT ASHGGEHOALETVOERLL BY
LeQDHGLT POV WAT ABHINGEEJALETVORELL FV
LCADHGTTRRVWVAT ASEDGERALETVQELLEY
LOQEHGLT PO VAT ASHGEEHOALES IVADLSE
ROPALRALTHDH EVALRE LGERFALDAVERSLEFH
APEFTRRAVNREIAERTSHRVADY AHVWEYLEFFQ
THEHEFAHAF DERH T EGMESRAG LY OLFEEYGVIE
FELARYGTLPPLEOPWDRI LOASGHERARPEFTSA
QTEEITS LHAFATS LERDLDAPS PMHES I TRAS
FEERSES DPEAVITGRSADIAVEVEVEPEQRDALELE
LEHEVEREPRTRIWGGLPOPISRSQLVESELEEFKE
SELEHELEYVRPHEYIELIEIARMSTODRI LEMEY
MET PV GYEGRH LGGSREFDGAT Y TVGEET Y
GV IVDTEAY SGEYHLPIGQADEMOR Y VEEROTEN
EHINEHERWE VI PS EVTEFEE LWV SCHFFGH YRS
WLTRIMHITHCHGAV LEVEELLI GGEM I RAGTET
LEEVRREFNMGEIMF (3EQ ID NGOz 35



38/ 66

sekil 34B

gridleck-TALEN105_10RVDe
MASEPPEERREVERE DRSCWERMHADP I RPRALYE
PARELLAGFOPDRVOFTADRGUSAFAGS PLOGLE
RERTVERTRLESFPRFEFRT EAGESFEDLLRPFOR
SLLDTE LLDEMPAVGT PHTRARFAEWDE AQSA LK
RADDPPFFIVEVAVTRAARFFRARFAPRRRRACFSD
AEPARCVDLETLGY SO IEKTRPEVRETVACHH
ELLWEHGF ThAH IVRELEQHFRALGTVAVTY ORI
TALFEATHEDIVEGVGHKOWSGARALEALLTOAGEL
FGFPLOLOTSOLVET AKRGGVTAMEAVHASRNAL
THEAPLELTERQVVATASNIGEEGALETVORLLEY
LECQUHGLTRIVYALAGHDGERGALETVORLLEY
LCQDHGLTR OV A LASHDGGERGALE TYORLLFY
LCODHGLTFDOVVA LASHDGERGALETYORLLYY
LEQPHGLTRPAVY A TASHDGGROALETVORLLEY
LCODRGLTRDQVYA LASHGGEGHOALETVQRLLEY
Lo PHGLTERVVALASHDEGRGALET VQRLLTY
LCQDHGLTROQVWAL ASNGGCHOALETVORLLEY
LeQDBALTREOVVATASHDGCROALETVRTLEY
LCODHGLIPD)VWATASHDGGROALES IVAJLER
EOPALAALTHONLVALACLEGREALOAVERELPH
LPEFIFRVHER]IAERTOHEVARYAHWVRAVLERTQ
CHEHPAHRFDEAMTORGHSFHI LV T FREVEVTE
FEARYGTLPPASORWDRI LOASGHMERAKPEFTSA
QTPLOTELHAFADS LERDLOAPE FMHECDOTRAE
SREREREDEAVTGPE ROOAVEVRYPEQRDALALP
LEWPVERPRTRINGGLFDP] SREOLVESELEEEE
FELRHKLEYVPAEY [ELIETARNSTODR I LEMEY
MEFFMEVIGYRGKHLGGEREPOGAIY TVGE KL DY
GVIVITERYSGGYNLPIGOADERCRYVEEN TR
EHIMRNERNE Y PESVTEFRFLFY S5H FEGHYTER
OLTELNHTI THCHGAVLEYEELLIGGEMIHAGTLT
LEEVRREFHNGEINF (SEQ ID HO:36)
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-~ Sekil 34C

arihl -TALEWMSE _1ZRVDS

Mo S FPRE KRR S K DRGNS EMALRDEIREERF 5
FARELLPGRIELEVNOFT ALY SAPLZSFLIGLE
ARRTVERTRLEPSEFAFSPAFSAGETF SDLLREPFDE
SLLOTSLLDEMER VST PHTARRSREWNDEROSALE
ANDOPPPTVREVAEVTALRPPRAKEEPRRREAODET:
ASPRAOVDLETLGY SGOOOERIRPEVRETVAQHHE
EALVGEGFTHARIVALSOREARLITVAVT IQHT I
TALPEATIAEDTVGVEEGWERARRLEALLT DAGE L
FEPPLOLDTGRLVEIARPGCEY TAMELYHE SPHAT
TEAPLMLTPROVVAIASK I GGRORLETVOELLEY
LEObEGLT PR AT ASHECSEOALE WO RLLEY
ECODHGLT PO AT ASHDGGHOATETWIRLLEV
LoD EGLT PO AL RSN IGGEQELETVORLLEY
LOQOAGLT PRV VAT AEN T GERORLETWVORLLYY
LOODYGLT PO A LANNHCEEOALETVORLLEY
LOQDHAGLTPOOALR SN I GGROALETVOR LLEV
LOODHEGLTPDON VAL ASMGGLGROELETVELLEY
LEODHGLT POV AT ASHGEEROALETVELLEY
LOODEGLT PO AT ASHDGGROALETYVORLLEY
LORDHGLTPDOW A LRSHGGGROALET VI RLLEY
LooDHEGLTPON AT ASHOGG KO LES TVAQLS R
RDPALASLTHDPHL ALAS LGS REFALDAVEEGLYH
APEFIREVNERIAERTSHRVALY ARV EVLER T
CAGHPRHEEFDLAMT GrGHE RHGLYOLEFRERENVGYTE
FEARTGTLPPASORYDREILGASEHERARPSETHA
QTEDTSLHAPRDS LERDLDARPS FREEGDYTRA S
SRERERSDRAVTGRSAQUAVEVRVPEGRIALHLE
LEWEVEEPRTRINGGLFDPISEROLVE SELEREEER
SELRHELETVPREY IELIETAPHIS TODET LEMEWY
ME T PMEY S RGEALGGSREPLGALY TVEEEIDY
GCYIVITEAY SR YHLPTEOADEHOR WEENGTRN
HHINPHERWEVY PESVTEFRFZFVEGHEKGH TEA
CLTELHEI THCHGAVLEVEEL LIGGEMIEAGTLT
LEEVREEFNHGEINE [(SEQ ID WO:37)
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Sekil 34D

adhl-TELENGY 1ZEVDs
M&SSEPERERE VWK DASGHSPMHADEFIRERERES
PLRELLPGPOPLRVOPTADRGYVSAPRACS PLOGLE
ARRTVSRTRLESPPAPSFAFSAGEESDLLEFPFIE
FLLOTE LLDEMPAVGT PHTARAFAENDEADSALE,
ALDODEPPTVRVEVIARREPREARFAFREARAAGPSD
ASPAAOVDLRTLEY SQO00EKIKPEVRS TVADHH
ERLVGHGFTHAHIVALSH PRALGTVAVTYOHIL
TARLPEATHE DI WEVGEIMN SGARALEALLTDAGEL
EGPPLOLOTGOLVELARRGEVTAMEAVHASEMN AL
TEAFLNLTPAWYALAEH DEGEOATETVOR LLEY
LCQDRGLTPLGWWA LS HPGE DA LET WAL LEY
LOQDHGLTPLOOVY AL REHDGGEOALET VIR LLEY
LOODAGLTPOONVATILSN IGGEQATETVORLLEY
LEQEHGLTPODWYA ITRMNNGGROQALET VIR LLEY
LOGDHCGLTROOWWATIRSH IGGEOALETWIRL LT
LOQDHGLTRPLOOVWATASH IGGEOALET VIR L LAY
LOODHELTPDOWY AL BNNMGGROATETVOR LLEY
LEeGBHELT PROY AT RSNGEERQRTET VIR LLEY
LCQDRGTLTROOWAT RSN IGGROALETWIR LILEY
LOODNELTFDOVVAZASH IGGEQRALTETVOR LLEY
LEQPHEL R POOV AT RSN IGGHEQRLES IVAQLSE
RDPALARLTHDHLV AL TOGHR PALDAWERG LEH
EPEFIREEVHRRIAERTSHEVADY AHV VRV LEFE D
CHSHEEELF DERNTOFGMSRIGLVO LIREW VIR
FEARYGTLPEASORWDRI LOASCMERAKPSFTESRA
OTPLOTELAATADSLERDLIAREFMEEG DO TRAS
FRERSRESDRAV TR SAQCAVEYRYVEEQROALHLE
LEMRVKEFRTRINGELEDPISRSQLVESELEERK
SELRRELEYVPHETIELIETARNSTODR I LEMEY
MEFFHE VT G Y RGHAL GG RN PLGR T Y TWGES P ITY
GVIVDIKAY SaEYHLPIGOEDEMORTVEENY TEN
KELINENEHWEY T 58V TERRFLFVEGHFRGH TR
OLTRLMHITHCREAYLSVEELLIGEEMI KA STLT
LEEVREFFHAGEINE (ST ID WHr3d)
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Sekil 34E

a&hl—ﬂALEHEE_IEHUDJ

MASS PPYEEREY SWEDASGW S RMEA DR L RPILRS
PARELLEGPORORVOPTADRSY S APASSPLOGLE
ARRTVERTRLPSPPAPEPAFEMNGEFEDOLLRPFDE
ELLDTELLDSHMPAVGETRPHT ALLPLEWDESLOSATR
LADDPPETVREVAVTARRP PRAK PADPPARAAGEED
AEPARMQVDLETLGEEIOQCERLEPXVRSTVADHH
EALVGHGETHRAIVALSON PRALGTVAVTYOHTT
ThLPERTHLD I VEVGEKOWSGARALEALLTDAGEL
EEFPLOLOTGOLYVEIAHRGEY T AMEAVEREENAL
TEAFLMLT ZROVVALASHDGEGROALE TV CRLLEY
LCQDHGET *DOVVATASKDOOROALE TVORLLEY
LOODHGLT FOOVYA TANHNGGROALETVORLLEY
LOQDHGLT 2D0WVAT RNHNGEROALETVORLLEY
LOODHGLE POOVWAIASH  GEROALETVORLLEY
LEODHOLT FDOYYAIASHESGROALETVORLLEY
LoODHGLT PO AT ANNNEGIEQALETVRRLLPY
LOQUAGLT PDOVVAIASHGIRQALETYORLLFY
LOQDHGLI PDOVVAIASHGGGHOALETVCRLLEY
LogDHGLT FOQYVVALASH G GRQALE TVRR LLEY
LOQbHELTPDOVVAL BSHDS SRR LETVORLLIY
LOGDHGLT PO A AT A SHGGGRGALES IVAGLER
REPALAA L THDNLVA LA LESR P A EAVEKGLPY
APEF TRRVHERR T AERTEHRVAD AHVYRVLEFED
CHEHPAHATDEAMTOFOME AHG LVGLYRRVGUTE
FEARYSTLPPLEAGHREDR ! LOASGHERAKPS FTER
QTPDOTSLHATALSLERDLDA RS PMHEGDOTRLE
SRERSREDREAVTCRS RODAVEVEVPEQRDALHALE
LEWRVERPRTRIWGGLPOPISREDLVHSELEERE
SELRHELKYVPHEY IELIELARNETODRL LEMEY
MEFFMEVYCEYRGREHLGGERKPLGAI N TVGEEREDY
GVIVDTEAYEGGYHLE IGOADEMORYVEENCTHM
EHINPHEWHEVY REEVTEFEFLFVEGHFEGR YEL
QLTRLHAI THCHEAVLEVEELLIGEEMI KASTLT
LEEVRRKFNNGEINF (BEQ ID HOL30)
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Sekil 34F

adhl=TRLENTI _12RVEs
MG B R PR RV SO A SGWE RMHAD S TRPRRPE

PARELLEGPQFDRVOPTADRSYSAPASIPLIGLE
ARRTVERIRLLSPEADE PAFSACEFEDLLRDFDD
SLLBTELLISMPAYVET PHTARAPAENDEAGSALR
AADDPDETVRUAVIAARPPRAK DA PRRAALQPED
ARPAMVOLRTLOY BQOCOER I KPVASTVACQHH
EALVGHGEPTHAH I VAL SCHEAALSTVAVEYOHT T
TALPEATHEDIVCVSKOWSEARALEALLTOAGEL
RGPPLILOTEOLYVE IAKRGEY TAMERVARERNAL
TGAPLNLTDAQVVAIASN IGGKOALETVORLLPV
LCODMGLTRDOUVATAMNIGEKOALETVORLLDY
LCODHGLT PDOVV AT ASH IGAKOALETVORLL BV
LCODRGLTRFOOVVATA SHDEEKOALETVORLLEY
LCQDHGLT FDCVVATASN IGEK QALETVORLLEY
LCODHGLTFDOVVAIASNIGGROALETVORLLEY
LCODHGLTFOOWVVAIASNIGEKDALETVORLLEY
LCODHGLT POOVVATASHDEIKOALETVORLLEY
LCODRITLTPOOVVATA SHDGEROALETVGRLLEY
LOGOHGLTPOOVYATASHIGEE QA LE TYORLLEY
LCGOHGLTEDOVVATASHDGSKOALETVORLLPY
LOQUHGLT POOVYA LASH IGOROALES TVAGLER
ROFALASLTHMDH LV ALM, LOGRPALDAVTREGLEFH
AFCEIRRVHNRAR IACRTSHRVADLANVVRYLEFLQ
CHERPAAE DEAMTOIGHERBGLY QLI RRVGYTE
FEARYGTLRPPASCRWDRE ] LORASOHEPARPSPTEM
GTPRGTELEAPADS LERDLDARS BHILZGDUTRAS
ARERSREDRAVTERSAGOAVEVRVPFEQROALHLE
LAWRVERPETRINGSLPDPTISRSCLVRSELEENK
SELRHELKYVEHEYIELIEIARNSTODRT LItMEy
MEFFMEYO Y REKH LOGS REPOGAT Y TUEE P I DY
GVIVDTKAY SE0YHLPISOADEMGRYVEENS TRY
KHINPNEHNEVY P8 2VTEFKFLFVIGHFHGNY IR
OLTRLNHITHONGAVLAVEELL IGGEMTEAGTLT
LEEVARKFNNGEINT {SEQ 1D NO:40)
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Sekil 34G

adhi-TALENGD_JIRVDs
MASSPFEEFRRRVSHEDAS N SRHHADP I RFRRYS
FARELLEGPOFDRVQFTADRGVSAPAGEPLDGLE
ARRIVYVERIRLFSFFAR SFATSAGS FSOLLRFTODR
SLLOTSLLOSHFAVSET PHTAAMAPACWDERDSALR
AARDEREIVRVAVIAM P PRAREAPRARAPGFED
ASPAMIVDLRATLAY SOCO0EK IR PEVRSTVAOHH
EAIVGACTTHARTIVAL 34RPAALGTVAVTYOHIT
TALPEATHEEIVGVEEOW ESARALERL L. TOASEL
IEPHLQLWMLVEEMEEEUTLMUMMAL
TEAPLHETPASVVAI ANNNGCHOALETUGRLLEY
LOODHGETREOUVAIANK NEOROALETVORL LIV
LOCCHOLTRECVWVAIAS HDGGE QALETVORLLEY
LEODHELTPEOUVWATASY IGCHOALE FUORLLIV
LOODHGLTPEOVVRAIAS HDCEK GALETUORLLEY
LoCDHGLT PECVVRAIASHGGEH GALETUOALLEY
LCODHGLT PECVVRIANN GG BALETUQALLEV
ECODHGLE PO AT AS HDGEKQALETWIRLLEY
LCODHGLT FECWWR T AS WK FALETVIRLLEY
LOCDMGLT POOVVRIASN IGGKOALETVIRLLEY
LCODHGLTFOOYVAIASN IGEKQALETVIRALLEY
ECODHGLTPDOVVRIASHDGGK QALESL VRAOLSR
ROPALAALTNTDHLYALAC GGR PALDAVEEGLER
ABSFIRRVHRRIAERTSHRVADY AHVVRVLEFEQ
GHEHPAMAF DERMTOT G SANG LVOLFRAVGYTE
FEARYOTLFRASORWDAL LOASGMERARESPTSA
HTPIQTSLHAFADSLERPLOAF S FHHEGDOTRAG
SRHREES DRAVIGFSADGAVEVRVFEQRDALALE
LeWR VR PRI A IWGELEDFISREQLVISELEEKK
SELRHKLEYVEHEY IELIEIARNS FODRILEMKY
MEFFMIUY JYRIRALGOSREPDOAI Y TVEEPIDY
TYIVDTHAY SOSYHLE IQGALEMGRTVEENGTRY
HHIMBPHENHEUY ESEVTETER L IS GHF S YR
QLTRLHM I THONEAY LAVERLL I GEEMIMAGTLT
LEEVRRKFHMNCEINF (2EC 1D NO: 4l
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Sekil 34H

aradiock-TALEMLOG_13RVDa
WAGSPPUEEREVINEDASCHSRMHADF LRFRADS
PARELL =G FOPORVOPTRADRGVIA PRSP LDGLE
ARRTVARTRLPSR DA RS PATAAAFRDLLAPFD b
ELLETELLESHEPAVET PHTAMAPARWOEASSALR
AABDEEPTVEVAVTAAIPPREAKPAPRIBAASPED
ASPAAIVELRTLGY EQOOCER IRFEVAETVAQHH
RALVGHEFTHAH T VAL SOH PAMLETUAVTYOHI Y
TALFEATHER IVENAROWESGARMALEALLT DAGREL
RARFPLOLOPGOLVE ITAKRGEVTANEAVHRENHMAL
PGEAFLNLT PAVUVATASH TGORJALETVORLL DV
LEQRHGLT PEOVWA IS A DGGROALETVIRLL P
LEQDHGLT PROWATRSHDEGROA LETVOR LLPY
LEQIHGLT PLOAATAEHDEGRIALETVIRLLPY
LCQBRGET PLOWWR IR SHOGOKGALETVORLLEV
LEQDHGLT POCWV VAT A S NGEEROALE T RLL P
LEQDNGLT POV YVAIASHDGGERIALE TVORELLEPY
LEQDNGLT POV VAT ASHNGEERIALETVIRLLEY
LLEODROLT POOVVATASHDGHROALETVORLLEFY
LEGOHGLT PLOV A TASHIGOROALETVO RLLEFY
LEGOHGLT PLOY A T ANNNGGROA LTV RLLEY
LEQDHSGLT POV AT ASHEGERQALETVORLLEY
LLGURGLT MRQYVYAIASHNGGEORIALES IVACLSR
ROFALRALTHDH LY ALAM LGOHR PALUAVERG LIFH
APEF IRPVHRRLAERT SHRVADY AEVVRVLEFFY
CREHDARAFDEAMTOFGMERHGLYOLERRYGVIE
FEARYQTLPPASQRWDRILOASOUERAR FSFTSA
ATPDATALHAPADSLERDLOA DS PHHESD O TRAS
ERKRERS DAV TEP S ASOAVEVEVEESROALALE
LEWBRVERPETRIWGSLPDPISREQLVESELEEENY
SELRHELEYVPHEY IELIEIARNSTODR ] LEMEY
HEPPMEVYCYROKBLSGERFPDSA L YIVES R DY
EVIVDTEARY SGEYNLP T GOADEMQRYVEEN]TRN
KH INPHEWHEYY PREVTEFEPLIVERH P REHY KL
OLTRLHEITHCHGAYLEVEELLIGGEMTKAGTLT
LEEVRREFHHGEIME {SEC 1D HO42)
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Sekil 341

athl ~TRLEWNGA_15RVDa
MEBESFRERKRKVENKNDASGHSFMHADRIRFERES
PARE LLFGPOPDRVOPTADRGY S8 M AP LDGLY
ARRTVARTRLPEPPAPSFAFSAGSFSDLLAPFDE
SLLDTHLLDEMPAVGETPHTAAAPAECWDEADSALR
ABRDDEEFTVEYAY TRARPPRANEAFRARARDESD
ASPAKMIVOLETLOY SQQEEERIRFEVAITYROHH
EALVGAGTTHAH ITVALSGHPAALGTVAVTITOHTT
THLFEATHELIVGYGHOWIGARALEALLTDAGEL
RGP PLQLOTED LY LI AR GEVIAHEAVHASIIAL
TEATLHLTEAGVV AT AEHDGSHOALETVORL LIV
LoQEHGLTROVWAT ASHDGGHQALETVORLIEY
LOGDHE LT POV A T ARHDGGROALETVORLLEY
LeaDHELT PEAVVA T sk IGGKOALETVARL LIV
LOODHGLTRVYA T ANHNEGEGALETVORT LY
LOQDNELTROSVVAIAEN TGGHORLETVIRLLEY
LEQUHG LT PEA LA [SGEOALETWORE LEW
LEQUHELTROOWY A LANANCCEOALETVORL LEV
LCODHGLTROO AL REMGEEEORLETVORL LRV
LeQDHCLTPDOVVATLEN IGLEOALETVIRLL BV
LEQDHALT POV AT ASHIGGEEOALE TWORL LEYV
LEQDHGLTRDOVWAT LE TEGAKOALETVORELLEY
LOQDHGLTFOOWVATASHOGEK]BLETWVORL LEY
LEQIHGLTFOCYVVALASHIGEROS LTI L LEY
LEQGHGLTPOOWW A LASHGOEROALES TVAQLSR
ROFALARLTHOHLVALAC LAGRPALDAVERGLEN
SPEFIARVENER LAGHTSHEVADY AW EVLEFFD
GHSHPAHAEFDEARMTEF GRS BEHALYOLFRRVEYTE
FEARYGTLPPASORWORI LOAGOMIRAKFSPTSA
QTPLSTE LLAFAD S LERDLOARS PHHEGDQTRAS
SERES IRV TGS AQUAVEVRVPEQROALHLT
LEWRVERIRTRIHGSLPDPISREOLVISELEERE
GELRHRLEYVEHEY TELT ELARMETQOR TLEMIDS
HEF MUY G RARH LGSR MBOGAT YTVEEPIDY
G INDTHAYBEEYHLP I GOADEMORYVEEBH QTR
HHINPHEWHEWY PEEVTEFEFLEVECHPECHY KA
OLTRLHH I THEHEAVLEVEEL] T OGTM I RASTLT
LEEVRRETHHGEINE (SEG ID HO:43)
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Sekil 34J

adhl-TALENGS _1SRVDE
HASS P PRIRREVEWRDASGWERHHADE IRFRAPS
PARE L LPGRIPDRYPTADRGY SAPAGEPLDGLE
ARRTVSERIRLPERPAPSPAFShGS FEDLLRPIDR
SLLDTALLDEMPAMG T PHT ARATAENDEASSALR
AADDERPPTVRURUT AARPPRARFAFRRRARGPAT
ASPAAGV DL T LAY ALS SR TEPHYEA T VALK,
EALVGHEFTHERIVALEQHEARLGIVAVTYOHTIL
ThLPREATHEDIVOVGROWEGARALEALLTDASEL
REPPLELDTROLVET AHROGVTAMEAVHASRHAL
TEAPLHLTPAAT ASHDGGEMORLETVORLLEY
LOODHGLTPDOVVAT AEHDGSESOA LE™ IR LLPY
LEQDHGLT PLCAIR T ANHNHNGGEOALETVORLLEY
LCODHGLT POV I AMNNNGEEQRIETVORLLEY
LOODHGLTPOOVWALRSHIGGEOALE IVORLLEY
LEQOHGLTRPDOVUR T AENGCEROALETVORLLEY
LOQUHGLTRDOVIR T RHNNGEEQALETVRLLFY
LEOONGLTRFDSVWAI RSHDGGHOALETVORLLEY
LEQORGLTRDOVVYA L ASNGLUGHOALETVORLLEFY
LOQOBGLTEDGYY AT ASHDGGROA LETVORLLEY
Lo oEGLIP AT ASHDGCEALE T WORLLEY
LGOPHGLTPDVAT ASHGEGEGBLETVORELLEY
LOQDHGLTPEY AL ASHDOBHROALE TYVORLLEY
LoQPHGLTIPRGV VAL ASHGEGHOGALETVORLLEY
LG LT PV Al ASNGEGRGALES DVAGLSR

ROEALAATHEHLVALACLOCA PALDAVERGLEN
APETIRRVHRRIAERT ZHRVADY AIVURVLEFRS

CHEHPAHNAFDEAMTOPGMS RHSLYGLFRREVEYIE
FEARYSTLOPASCRNDRILOASGMERAKDEDTEA
0T PDOTSE LHAFADELERDLEAPS PMHEGDY TRAS
SRMRE RIDRAAYTG PIAGOAVEVRVPEGREALY LE
LOWRVERPRTRINGELPDPIEREQLVASELEERK
SELRHKLEYVPAEYIELIE ITARNS TODR ILEMKY
MEF FMKVY G Y RGEHLGISREPDGATYTVGEPL DY
GVIVDTKAY GGG YN LATGRADEMORYVRENQTRY
KHTHPNEWWEY ¥ PSSVTEFKTLIVEGHT KGN Y KA
OLTRLNH ITACHGAVLEVEELLIGGEMIEAGTLT
LEEVRRKFNNGEINF (SEQ ID MO:dd)
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Sekil 34K

adnl-TALEMNTd 15RVDs

MhE SPPREKRMVENK DA SGHERMALDFI RPREFS
PRRELLPGPOEDRVETADRGVSAPAGS PLOGLE
ARPTVERTRLEFIFEAPSPATSAGIFSDLLE PFDF
SLLOTSLLDESMPRWGT PHTARLEARNDEAQSALE
ARDDEEFETVREVAEVTALR FERAKPAPRERAROPED
ASPANOVOLRT LEYSQOOOEN INENVES TVAQHH
EALNGIGFTHAH IVALSOHPAALGTVAV TYQHEIL
TRLPEATHEDEVGVSROWSGREALER L TOASEL
REPPLOLNTER LYY AR RGEVT AHERVHMA S RNAL
TEAPLHLTRAGVVAL RSN T GEMGALETVORLLEY
LCQDHGLTP DOV VA LN GEHDALETY IR LLEY
LOQDHGL TR DO IR SN FEGHOALETVORLT, BV
LOQDHGLTP LGV WAT A SHREGK A LRTVWORLLEY
LCQDHGLTEDQVVATASH I GEHOALETVORLLEY
LCODHGL TR VAT A SN TESHDALET VIR L LY
LOODHGLTROGVYAT &SN [ GSHQALETWRLLEY
LOODHALTRIVVAT ASHDGEROA LETVORLLEY
LCODACLTPDOVVATASHIGGHGA LETVORLLEY
LoODHGLTPDGVVAT ASHIGGHCALETVORLL FY
LCOOHG LTPROVVA T RSHDGEHOA LETVORLLEY
LCODHGLTEDOVVAT ASHIGSKCALETVORLLEV
LCODAGLTPROVVAT RSN IGOKCALETVORLLFY
LOODHGLTRLROVVAT ASHOGEHCALE MR LLFY
LCODHGLTPDOVVAL ASHGESKDALES IVAQLER
RDFALARLTHDHLVALACLEGRFALDAVEHGLPH
AFEFIRRVHRREIAERTSHEVADY ARVRVLETFO
CHSHRAHAFDE AMTOFGMS RHELVOL FREVSEVTE
FEARYGTLEPASQORHDR ILOASGMERAKESFTEA
QTPDCT S LHAFADSLERDLDAPS FMHEG DO TRAS
SERRSESDRM TS FSACOAVEVRVPEORDALHLE
LEWRVERFRTREINGGLFDEISREOLVESELERRE
SELRAFLEYVPHEYTELILDIARNSTODR I LENEY
MEFFMEVYGYREEELGESREEDEAI Y TVES PIDY
GVIVDTEAY SEEYNLELGOADEMOR Y VEEN DTN
EHINENERHEN Y 2S5V TEFRE LFVEGHFRGH T RL
CLITRIMH I T NGAVLEVEELLT GEEMTEASTLT
LEEVRREFWHNGEINF (820 ID HGO:45)
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Sekil 34L

LLA-TALENDD _15RVDs .
MESSEPRKEREVSHEDAS SWEAMAADE IRSERES
EARELLFGPOPDRVOETADEGVSAPAGSELDGLE
ARRTVSRTRLPSPPAPSCATSAGSFSOLLRPFDE
SLLOTS LLDSMPAVETPATAAACAEWDERTSALE
AADDPPFTVEVAVTAARPPRAK FAPRRRAROESD
ASEARJVDLETLGY SO000EX THPKVRSTVAGHY
EAZVGHGE THAH IVALSQHPAALSTVAVTYOHI I
TALPEATHEDIVGVEROWSGARALELRLLT DAGEL
RGEPLOLDTGOLVE [AKRGEVIAMEAVHASRNAL
TEAP LN LT REPSGA T ANNRGGRGALETVORLLEY
LCOTHG LT PIOVVA T ANRHGSHOALE TWORLLEV
LOOTHGLTPOOVVATIASHDGEGKORLE TWORLLEY
LOODHG LTPDOVVA TASHIGEROALE TVORLLEY
LEATHGLT POV WRI ASH DEGEEALETVORL LY
LCODHG LTPIOVVA T ASHSGGROALETVORLLEY
LOOCHGLTPOOVVA I ANNNGEKOALE TVORLLEY
LCQDHG LT POQVVA L ASHDGEKORALETVORLLEY
LOCODHS LT PDOAVVA T ASHGEEEOALE TVDRL LEY
LOODHG LTPDOVVATASHIGGHOALETVORL LBV
LOODHGLTPOQVVAIASHIGEKOALETVORLLEV
LOODHG LT PV VAT ASHDGEHOALE TVORLLEV
LOGDHG LTPDOAA T ASHOGGRGALE TYORL LY
LOODHGLTPOOVVA T ASHDGEHOALETVORLLEY
LOQDHGLTPIOVVA I ASHGGEH0ALESTVAQLSE
RUPALAALTADHLYA LACLGGRPALDAVEEG LPH
APEFIREVHNERI AERT SHREVAD Y AHVVEVLEFED
CHSHEPAHATOEAMTOFGHSRRGLVILFRRVGVTE
FEBRYGTLPPASORWCRILOASCGHMERAEESPTSA
CTEDIELHAFLDELERDLDAFS PMEEGDOTRAS
SRERSRSDEAVTGRSACOAVEN RVPEQRDALHLE
LEFRVERPRTRIWGGLEDETI SRSOLVESE LEEEK
SELERKLEYVPHEYIELIETARMS TOLRT LERER
MEFFHFVESYRGKHLGGSREPIGAI Y TVGSRIDY
GVIVDTKAYSEEYNLEIGOADEMOR I VEENQTEN
EEINENENWEVY Pes I EFKFLEYVSGHERGHY KA
QLTREMHI THONGAYL SVEELL I GEEMIKACTLT
LEEVREREFNHNGELINF {SEQ TD HO:44]
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‘Sekil 34M

telemsrase~-TALENLZ2] 15RVDs

HMESSPHEKRREVSWEDASSHE RMHANFIRFRRES
PRRELLEGIOPDRVORPTADRGVEARRAG EFLOGLE
ARRTVERTRLEEPFAPSPAFSRGSFEDLLEPFLE
SLLDTSLLDSMEPAVGTEHTAAAPAEWDELOZATR
ALDDPEETVRVAVTALE 2 PRAKEPAPERRELD P
EEPARCVDLRT LG Y SO0 ER I K PEVR STV ROHA
EalVGHGFTHAHTVALSORE FARLGTVAVTIIET T
TALFEATHEDIVGVGKEFAEGAPALEALLTDRAGEL
BGPPLOLDTG LVE IANRSGY TAMELVHESEMAL
TEAPLHLI EAOVVARIASHOGGEQALETVERLLEY
LeSDHG LT BOOVVATAANGGE EOALZTVRRLLEV
LOGDAGL. FOOVVA IR S NGGLEQALZTVORRELLEY
LoQDREL: POV VAT LNHNHNGEEQRLETVELLEY
LCQDHELTEDA E IR SWEEGEQALSTY ORLLEY
LeaDHELTEDVWATRSHDGGEQALZTVORELLEY
LCGDACLTRPOCY VA I RS EDGGEDRLETVRELLEY
LCQDHGLTREQW VAT LNWHNGREGRLETVORLELEY
LOQDHGLTRELVAILS HGEHEORLETVRELLEY
LOeDHGLT DR AT AS NI SGEQALETVORLLEY
LCQDHCLTRDOVVAT RS HGEGEOA T ETWV R LLEY
LOQDRGLTERGY WA LANNNEGEQALETVOQELLEY
LCoDHCLTPDCVY A I RS NIGERORLETVORLLEY
LopDHELTEDOVY AT ASHGEEEQALETVORT LEV
ECOBHGLTROOW AT RS HGEGROELESTVROLER
ROPALEALTHNDHELVELACLEGREPALOAVHESLEH
APETIRRYNER IAERTSHEVADYRRVVRVLEEED
CHEHPRHEFDEAMTOFGHERHELVQLFRRWSGVTE
FEARYGTLPPASHRNDRILOASGMERAKEPSPFISA
CTPORISLHAFPADSLER DL DAPEPMHEGDQOTIAS
SRERSESOPAVIGESAQOBRVEVENPEQRDALHLEY
LSWEVERPETRIMNGGLEDFISREQLVESELEERE
SELEHELEYVFHEYIEZLIBILENSTODHR L LEMEWY
MEFFHEV G Y RGN HLEGSREFOGR T Y TVEEFIDYT
GWIVDTERY SGEYRLPIGRADEMOREYVEERCTEN
REHINEHEWWE VY P SV TEFRFLEVEGHFKGHYES
CLTELHHI THCHGAVLSVEELLI GSEMI EAGT LT )
LEEVEERTHNGEIHE (SEQ2 ID HO:47)
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Sekil 34N

teipmerase-TRLEN1ZE 15FVDa

RS POEMEEEVS AN DASEE S ADE I EFEEPS
FRARE LLPEEOFORVOFTADEG Y SA PM S FLIGLE
BFRTVERTRLESEPRPEPAFSAG EFE DLLEPFIE
LTSS PRV TR IALA PAER DEAOERLE
AADCEPETUVREVENTEARPPRAYN PAPRRREAADGPED
ASERAVDLET LY SOOOOER TE PFEVRST VAHA
Eh.‘;.H-'I;EHEF'I‘HhH TVALSOHPAALGTVANT TQHII -
FRALSFRATHED I VG VEROMSEAR A LEAL LTTAGEL
PR L LOTEINEIARR G Y TAMER Y A A S Al
TEr LM LI E A VAR ASHDGE R OA LET VR LLEF
Lo OOHGL TP DOVVA T ANHNGGREGA LETVORLLEY
LOoOECLTEDAWVVALANINGCHOA LE TV oE LB
Lo LT e AT ASHEGGEHOA LETYOR LLEY
LOODHS LT R DOAAT A SSRGS HON LETVRR LLEF
LOODHELTEDANAT ASHEGGEHQE LE TV LIV
LOQDECLIPTO VAT ARG HN0E LE TVOR LW
LEDDHGLITDOWAET ASHDGG HOA LET VR LLEF
LoD LTEDOAN AT ASHGERFEGE LET VORI PV
LOQDHEL TEDOWVVAT 3 N TR0 s LE TWosE L0
LOODHCLIPDOWVVA T ASHGHG IO LET VR L BY
LRSI P DO AT ASHDGG QA LETVWORLLEW
LCODHCL TP AT ARNDRGCEEGA LET VORI EY
LEDORCLIPDOWVAT AS LGRS LE TV ORLLPY
LOOEHSLTFTOWWERI ASHGLGHOALES TVALESR
FOFALARALTHDHLUVALRC LOGE A LOAVIEEGLEH
ACEFIFRVMRRIAERTSHEVADY ARVVEVLEFTD
CHSHERHAFDE EMTOEGHMSRAG LV) LFRRVIGYTE
FEARYGTEFPASORFDE I LOASCHERAKPFS PTSA
OTFOOTELHAFANELERDILIA PSS FHEEGDOTRAS
SRFASHS DRAVTGFSADDEVEY RV =E-R D LA L
LEwEVEREETRINGSLEDRISR S LVESELEERKE
SELRHELHYVPHEY IELI ETRRN & TODR T LEMDS
MEFFEEA YO Y R HLGGESRR PLGA T T IVEEPLDYE
EVIVDIEAY SSoYNLEICOATEMIR T VEEHNDTES
FHINPHRENME Y PESVIEEET LEVSGHFNSRLER
DLTRLMNH ITHOHNGRVLSYEELL IGGEHT KAGTLY
LEEVRREFHMCEINE (fED ID MO:48}
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. Sekil 340

gridlock-TALEN1DT _1&8RVDE
MASSPPEREREEVSHEDASLWSEMHADPIEPREPS
FARELLPGRGPLRVOFTADRSGVERAFAGS ZLOGLE
ARRTVERTRLPSPPAPEPAFEAGEFSODLLEFFOR
ELLDIELEDSMPAVGETPHTAR AR EWDEADSATR
ALDLEPPTVRVAVTALREFEPERAKEAPRREAARQPED
AEPAAOVDLRTLGY SCQO0ER EMFKVES TVAGHHE
ERLVGHGFTHAHIVALSOHPRALGTWAVTYCHIT
TALEEATHEDIVEVGE NS SARALEALLTDRAGEL
FEFPLOLETGULVREEARRGSVTANMEAYIASEHAL
TEAFLHN LI PAOWVVAILSHN TGS NOALETVWIRLL FY
LEODPHGLT FRQVVALRS HRGGROALETVORLL BV
LeQDHGLT POV VAL ASHOGEROALETVORLLEWV
LCODHGLT ERD Y AT ASHDGEROBLETVORLL FY
LOQORGLTPDOVVALASHLGGRODALETVORLLEY
Lo HGLTPLOVVALASNGEEROALETIVORLLEY
LCQLHGLY PRV AL AR RDGEEEORLETVIRLLEY
Voo SHGLTPROYW AL ASNGESROALETVORLL Y
LoGEHGLT PR ALAS A DEGROALETVORLLEY
L QDHGLTPOOV VA LASHDGERRQALETVORLLEY
Lo ODHELT P RO AT BMMNGERQALETYVOR LLEYV
LG GLTRPOOVY AT ASHDGGEOALETVORLLEV
LG LTPI WAL E S NGGEEQALETWLELLESY
LOQDHGLTPOOAV AT ARMGEEROALETWVORLL Y
LM GLTRTOWEA T ASHIGGRORLETVORLLEY
LOQDBRGLTPRY VAT ASMGEEEORALESIVAQLSR
ROPRLAALTHOHLVALRC LGSR EAT DAVERGLEH
AEEF IFEVNERIAERTSHEWADY AEVWVEVLEEFD
CHSHPARAFDEANTEGM S FHSLVLFRRVGYTE
TEARYTGTLPPREORMOR ILOASGMERARPSEFTSA
OTPHITS LAAFLDSLERLLDAPS PMHEGDOTEAS
SPERSRSDRAVTGRSAQURVEVEVEPECRDRLELE
LSWEVRRPRTRINGGLPLT ISESOLVESELFERK
SELEANLEYWEFHEY IELIEIARMSTOIN I LEMEN
ME E e TG RSEHLGGEFKPDGAIYTVGERPIOY
GV IVDTEAYSETHLEIGOADEMORYYESHOTRN
FHIMPHEWREY T PSSV TEFRF LY SGHERGI YRR
QLTRELMHITHOEGR VL SVEELLTGGEM I AETLT
LEEVERETHHNEEINWF [(SEQ ID HO:459)
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Sekil 34P

Aridlock-TALERLIV 1462V
MAEGEPPEKEREVENRDASGHSEMARLPIEPRERES
PARELLEBE2OPDEVOETADEGY ZAPAGSPLOGEE
AERTVSRTRLPEMPAFSPAFSASIFSDLLEPFDR
ZLLDTSLLDSHFRYG TPHTARAPAERDERDSALE
AAEDFEETVEVAVTAARPPRAEPAFPFEEREAOPSE
AEPRAOVDLET LY SO IER I REFRYES TVRAHE
EALVGHEFTHRYIVALSQHPAALGTVAVIYOHL]
TALPEATHRDIVGYGEOWSGARRLEALLTIAGEL
RGRPPFLALDT GO LVRLARRGGY TAMEAVHRESEHEL
TGAFPLHALTPANNVALASHDGERQALETYQELLEY
LERDAGSLT PV AT RS EDGEEOALETVORLLEY
LeQDHGLTRPIOVWALAS ERGGRQALETVORLLEY
LCQDRGL TP WVALAS WHGEEJALETVIEL LEY
LCODAGLT POV WAL ASNNGERIALETVREL LEY
LCGDHGLT P ATAS R GERGALETVIRLLEV
LeQDAGLTPDOVVALAS NI GEROQALETVQELLEYV
LOQDHELTPIOVVATL AS MHGEHQALETYVIRLLEY
LCODHGLT PO WAL RS BDGEROALETVORLLEY
LeQURGLTPDOV AT R EDGGROALETVOELLEY
LOODACLTPDOVVALZ ASHNGEEQALETYORLLEY
LEQOHG LY PO ALRSHI GERIALETVORLELEV
LCQDHGLTPDOWVVAL A HGGGEQALETVIRLLEY
LeODHGL TPV VAL AFNHNGEEQALETVOEL L2V
LEGDHGL T POV AL ASHEDGEEGALETYVOELLEY
LCGDHG LT POV AT ASHGGEEGALESTWACLER
PFOPAARLTHDHLVALACLGGEPAMDEVEEGLZE
APELIREVNERIGERTTHEVADY A A WEVLEFTD
CHRSHEATAFDS AMTOFGHSRMGLY QLERRVGYTE
LEARGGTLPERSGRWDORI LOAE GHEFAEPSEPTER
QTFASLAAFADSLERDLDAPE FMHEGITRAS
SRERSREEDRAVTGESAQQAVEVEYPEQEIALHLE
LEWRVERPRTRINGELPDR I SRS LVESELEERE
EELRHELEYVPHEYIELIETARMS TOQDE T LEMICY
HMEFFEEVY GY RGEHLGGERRPDGAI Y TVGSFIDY
GVIVDIEAY SEGYHLPIGDADEMOR Y VEENTRN
EHINP“EWNH?ﬁ?EE?IEFHFLFV$GHP“GNHHA
GLTRLHE T THCHGAVYLEVEELLIGGEMIKAGTLT
LEEVEREFHHMGEINE (ZEQ ID W50
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Sekil 34Q

telomersse=-TALEN] 31 14RVDs

MASE PP RE RV SRR S or ERMH AT P TR ERRES
PARELLPGEQPORVOFTRDEEVEAPLEEFLOGLY
ERRTVERTRLPSPPAFS PAFSRGSFSDLLRPEDE
SLIDTSLLOSMPAVGTPHTAEAPALRHDEAGEATIE
AADDEPPFTYVEWVAVIRARPPRAEFEPRREAAOEST
ASEARINDLETLGY SO IOEK TR PEVEETVAHH
EALVGHGFTHAHIVALSHFRLLETVAVTYOHL L
TALPEATHEDIWG WG EOWSERRE LERLLYDAGEL
RGFPLOLODTGOLVE I A KEGEY T AMEAVHASRHAL
TGAPLHLTEROWV VAT A SHIGERJALETVORELLEY
LODODHELTED WA A SHEEEALE TWORLLEY
LUOoDHGLT FR W VAT RSNGEGEGALE TVRRLLEY
LoODHGLEFDOW WA I ASHIGGEQALE TWORLLEY
LOQDHELTFDOW WA LA SHDGGE FALETWVORLLEY
LOQDHELT RO VAT A S EIEE R ALE TWORLLEY
LOQDHGLTPRW VA IASHINGGE JALETVORLLEY
LCOQDHGLTEDOWWR I ASHTIGGEATALETWORLLEY
LoODHGLTER VWA TAS MGG RGALETVORLLEY
LoQDHGLTED W VA LANNNGER S ALE TVWOELLEY
LoQOHSLTFEOVWATRSH IGGRPALETWRL LEV
LegbHGLT RO e T R HHRG R LE TV ORLEEY
LOQDHGLTRROVVAIASHDGGN CALETVORLLEY
LoQDHGLTPES VAT NGRS ALE TWORLLEY
LOQOHGLTFOV VAT SR DGEE FRALE TWORLLEFY
LoOBHGLTFDLWVVA T R ENGGERGALES IVRQESE
ROEARLAREIMNDELVALACLGGREALLAWEESLEH
APEFIREVHERTAERTEHEVADY LHVVEVLEFED
CHEHPARAFDEDMTOREMSERGLVOLERERVGVTE
EEARRYGTLERASOENDE I LOASCHMERARFERPTSA
OTENOTSLAEAFADS LERDLDA RS PMAEGDITRRE
SEERERSDRAVTGREACIAVEVREVESQRDALHLED
LEWRVHRERTRETWGCLIDFI SRCQALVESELEERE
SELEHHLEYVPHEYIELIEIARNSTODRT LEMKY
MEFFMEVECYRGERLGCSREFDCAT Y TVESEIDT
SV IVDTHEAYSGOEYHLFIGORDERORTVECHOFRH
ERIHPHMERWEVI P EVTEFEF LFVSGRAFRGHERER
OLTRLMEITHCNGAVLEVEELLIGEIMIKASTLT
LEZWRBKFNHNEZINE (SEQ ID MO:&h1)
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Sekil 34R

telomerase-TAREM1 36 17EVDs

BASSPPEEKREVSRRCASCRSEMHARF TRERRES
PARBLLFGFGFDRVOPTACREVIARAGS FLIGLE
ARETYERTR! P PPAPSEAF SAGEFSDI LR EFF LF
SLLDTSLLDSMPAVCTPHTARAPRERDERDSALR
ARDIDPPETVRVAVEREEPCRAHERPREREAQESD
A5 PAAQVILRTLGY SOO00EX TRERVESTV AORA
B2 LVGREr FRARIVALSCARAAIGTVAEVTIGELT
TALPEATHE I VEMGHOHSCARALEATLLTO AGEL
R PLOL GO LVK I BN PCCVTRNEEVHA SEHAT
TEAPLHLT A VR I BSHICEH DA LETWIE LL BV
LEQOHGLT PRV WAL AMHNGEEDALETVRLLFY
LoGORG LT EROV VR LA SH G OM LETWIR LLEY

: LOODEGLT PROVYA L AEHDEEH A TE TV R LLFY

LOOMHGLT PDOVVAI ASHIGEHDA LETWIRLL FY
LCODHGLT FDOVVAT AMANGEH DA LETWR LLEY
LOODHGLT POOVVA T RNNGEESA LETAORLL PV
LCQDHGLT FDOVVA TASHIGEHDALETHIRLLEY
LCOMGLT PO VAT ASHIGEHDA LETWIR LL PV
LCODAGLT FDOVVAI RNNNGEHOALETROR LLEV
LOODHG LT BEOVWVA T ASHGGGECALETVIRLLEY
LCODRGLT PDY VAT ANINGEHDA LETVIR LLEY
LOOTHG LT POy VAT RHHNGEH DA LETWIR LL PV
LCOGHG LT POV VAL ASHIGEHGALETVIRLL PV
LOOTAG LT BLOWVA T AMHRGEHCALETRIRLL BV
LCODHGLT PRSP VAT ASHDGEHCALETVOR LL BV
LODTHGLT PDOVWVAIASHGEEHOALES IVAQLSH
AbPaAAL DALY RLACEERFALDAVEREGL FH
APEF ZRRVHRRI AERT SHEVADYAHVVEVLEFFD
CHSAPAHAT DEAMTOFGHSEHGLVOLFEEVIEVTE
FEARYGTLFPASCENDRILOASCHERAE PSPTSA
QTP DT SLAAFADSLEROLOS FS PHEEG DO ThAs
SRERSRSDRAVTGRSAQCAVEVENFECRDALH P
LS VERFRTRI HGELPDTF I SREGIVESELEERE
FELRHELEYVPREYIELIEIRBHNESTOT R T L EMKLR
MEF FMEVEGYRSFHLGGSRREDGATY TGS P1DY
GV IVDTEAY SGEYNLETGORDEMIRYYE ENOTRE
EEIHFENR vy PeSwTEREP LEVEGHFEGHNT EA
LTRLNH I CHGAVLSVEELLIGGEMTIERGT T
LEZVEREFIMSETHE {SEQ ID M52
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adhl-TALERcD 19EVDs

MRE S PR R SW R DA LGNS RMHADFI RPRRERS
PARELLTGIOT DRV P TADRGYSAPAGEPLDGLE
MPRTVSETELPS PPAPSPAFSAGS FEDLLEPFDE
SLLETELLDSMEA VST FHTAA ACAENDEADSLTER
ERDDEFFTVEVAN TAARF P RARPAFRRERARDISD
ASTRROVILRTLGYSOQGOER IREEVRSTVAQHH
ELLVERCFTHRE IVALSCHDAR T TVAVTY ORI
TALFEATHE DIV VG KW S GARALEALLTIRGED
REFRLLOTEO LWVE TARRGEVT AMEAVHE S EMNAL
TCAPLNLTERGVVAIASNI GEEQALETVELLEY
LogEHSLTPDOVWA L A SHGEGXOALETVOELLEY
LOQDHELTELOVYAT ASHDEGEOR LETVCRLLEY
LOODHGLTPIVWATASHIGGROAIE TVGRLLEY
LTODHGLTPTGVVAI ASNI GEROALE TVOELLEY
LogDHE LTS AT ANNKGGECA LE TVORLLEY
LoGDHGT TPV ATASH TEGROALE TVERLLEY
1CQDHGSLTEDGV VAL ASHGEGRGALE TVGRLLEY
LoOCHE LT B OOV AT ASNGEEROALE TVORLLEY
LARGTTPROVWA T ASHDCGEQALE TVLE LLEY
LIODHG L TR VAT ASHGEGRGALE TVORLLEV
10ODRCLTPOOVVAT ASHDGGEQA LETVOELLEY
LOOBAGLTRDOAWAT ASHGSGROA LETVLE LLEY
LOGDHGLTEDOVYAT ASHNGSEROALE TVORLLEY
LCODRGLTEOOVVAI ASHLGSEDA LETVRLLEY
LODOHCLTEOOVYAI ASHIGGEQALETVORLLEY
LoGBHGLT PR AT AEHDGSEQALETVORLLFY
LCODHCLTEDOV VAT ASHOGSEQALES IVAGLER
ROFALAALTHDHLVALACLGGRFAIDAVKECLPH
AFEFIRRVIMER IAERT SHEVADYAHVVAVLEEFD -
CHSHEAHAFDEAMTOFEMS REGLVGLEREVGVTE
FEARYGTLERASORWDE] LOASGMERAKPE PTSR
OTPLOTSIMAFALS LERDLCEAPSPHHESDOTRAS
SFERSRSORAVIGPSAQDAVEVRVEECRDALHLE
LSHEVERPRTRIWGGLPDEL SRSOLVESELEERK
SELRHELKYVPHEY1EZL1EIARNSTOLRILEMEY
MEF FMEVYGYRGEHLGGSREPDGAIYTVGSEIDY
GV1VDTKAY SGEYNLFIGQADEMORYVEENCTRN
ERTHPHRNUR Y PSSV TEFRF LV SGHERGM Y KA
QLTRLHAI TACH AV LAVEELLTGGEMIEAGE LT
LEEVERFFMAGEINF {SEQ ID WO:53}
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L =TALENAD _LARVDY
HAS SPPRERREVEWKDAS GRS RHIADF IRFRARS
PARELLPSROFDRVOFTADDGYSAPAGHRLDGLE
A reshilbLrsevabEPAFSASSTSDLLREFDP
ELLOTSLLDAMDANET PR ARAPREWTEADSALR
AABLE DD TR T AL R D BTN T ADERAAROT D
AR PARSMNDLETLEYESOOOEN TEPHYRETUVASHH
EALVGHSTTHAH IVALSOHPARLETVAVTYOHE I
TALPEATHE D IVEVCHOWSEREATEALTL TLMRAR T,
FOPPTOLOTEOLYK EANREGEVTAMERYHAS RMAL
TOAPLHLTERIALREN LECSHOALETVOR L LEV
LOQOHELT PO ATASHDEGHOLLETVORLLEY
LEGDHELTRDOVEA 2 ASNEGGKOA LRI RLL PV
LOODIGELTROOVVALRERDGERKOR LETVOR L LV
LCQDHELT PO VAL ASH DEGSKOLLETVORLLEY
LEGDHELTROOY YR EASMNNEGROALETVORLLEV
LEQDHGLTROOWYA LA DEGROALETVORLLEY
LECDHGLTEDOVVAEASHDGOROALETVOR LLEFY
LOCODHGLTEDOVY AT A SN0 R0 LET VO R L LEW
LCGNHG LTROOW WA LAGHNGGROALET VIR LLEY
LOGRAGLTFOOVVALASH EGOHOALETVORLLEY
LOCGDHGLTPEOVVALASHN IGGROARLET VIR L LEY
LOGGDHGLTEDOWVALASHNGEROELETVORLLFY
LeORPHOLT PR VYA LASHROOROALETVORLLEY
LogDUGLIREOVVALAGH IGGROALETVORLLEY
LeoouGLTRboWWALASHDGEHORLETYVORLLEY
LOQDHELTPROVVALASN LGIRQALETVGRLLEV
LOGOHALTEBOVA T ASHASSHGALES IVASLAR
PLEALAALTHOHLVALRCESSRPAHMDOAVERELEH |
APELINAVHEETSER TS HREVADY ADUVVEY LE M
CHAHDBAYAFDEAMTGFOMS RNG LVYO L FREWWT R
LEARGATLEBASORNDR I LOASGMERAK PEPTSA
OTPLOAS LHAFADELERDLOAR SPMHEGDO TRAS
SRERSRSDRAVTEAPOSASOAVEVREVIPECORDA LHLEP
LEWRVERPRTRIWGGLPDRI SREQLVESE LEEKE,
GELHHELEYVPHEY LELIE ERENSTODR T LEMEY
MEFFEEY YRS ERLGESREPDCATI Y TVCE PT I
GVIVDTERY SEEYNLEI COADEMORTVEENO TRN
KHTNENERN Y PESVTEFKFLFVSOHPRGH Y KA -
OLTRELEH ITHRCRGAYLEVEELLIGEEM T KAGTLT
LEEVEREFWRGETINE (SEQ ID HO154)
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aridlasksTRALENIOZ _1ERVDE

MARSEP PEEKEEVENEDRSGH SRMITADPIRPREPE
FARELLPGRORPDAVOPTADRGVEAPAIEPLDGLE
AERTVEETRLPEFPRAPEFAFSLGAFEDLLEPFDF
ELLDTSLLOEMPAVOT FHTAALPREWDERDERLR
MADDDREPTURVAYTARR FERAK PARRREARDPED
AEFAROVDLETLGY SOO00EKTEFKWRETVAONH
EALVGHGFTHAHIVALSOHPAALGTVAVTYOHTT
TALPEATHEDIVGVGHROWSHARR JERLLTDOAGEL
FSFPLOLDTGOLNVE IAERGGY TAMERVHASRHAL
TGAPLHLTERAOVYAIASHRGGEOALETVORLLEY
LOODHGLTRDOVVATASHRG GKGALE TVORT LY
LeOOHGLTRDOVVAIASHDGGRGALETVORLLEY
LOODHGLTREOY VR IASHGGGEOMRLETVORLL PY
LS DHGLTRROVY AT ASHDGGROALETVORLLEFY
LoGORGLTIPLOVVRIAGH IGGEGALETVORLLEY
L OHGL TPV VALAEH DG G PALET VI RLL Y
LERoNGLTRDRYVALASHDEGEALETVRRLLEY
LeoPHCLTEDOVYATASN GG ROALETVORLLEY

L CRHGLTRPOVVRIASH IGGHOALETVORLLEY
LEgDHGLTEDOVVATASHDASHGALETVIRLLEY

LEGOHCLTEDSVWALASH 1GCHAALE PVORLLEY
LOODHELTPOOVVATASH T6GEQALETVORLLEY
LOGOHGLTPDOVVA IASHDAGKOALETVORLLPY
LOQDHGLTPDOVYVALAENBOGEQALETVIRLLPY
LEODPEEPRDOVATASH 1GCHOALE PVORLLEY
LeOOHGLTROOVYR IASHDECEQALETVORLLEY
LOCOHGLTRDOWVAIAEN IGGEOALEE TVLOLER
POPALRALTNDHLVALAC LGGRPAMDAVEKGLPH
AFELIREVHER ICERETEHRYVADY AQVVEVLEFED
CHEHBATAFDERMTOFGHS RNGLYOLERRVGYTE
LEARGET]LFPASORNDR ] LOASGMKRNERSFTSR
QTFDORELHARADSLERDLDA RS FMHEGD)TRAF
SRERSESDRAVTGEFSAQORY EVRVFEQRDALELF
LEWRVERFRTRINGGLPDEI SESCLVESELEEKS
SELREKLEYVEHEY IEL1EIARNSTODRILEMKY
MEF MRV G Y RGERLGGSAEFDGAT Y TVESPIDY
GVIVDTHAY SGGYNLEIGQAIEMGR Y VEERG TR
KH LN PHERNIY T PESYTEFKFLEVSGHFRENTEA
OLTRLHKI TRCHGAYLEVEELLI GEEMIKAGTLT
LEGVERKFNNGEINE (SEQ 10 HO:55



28 [ 66

Sekil 35

WL L g 3 e e e o o e i

g o e

L

j
i
|
|
|
|
|
i

O kil ksrirgel =r

R e e DT

L
r4

g

MiT

IATRF IR

; f [ =]
i . am ETATHLET

- ARy, IO

—1
IL FASLFL AN

.Pll cuTNiTrLs

r 4 TT4TLS
_u_ _ 1.L I

_.. i _m e |
1 “_. “ — 0N ™
y ".__.n!#._-.u.n

1 .|a[

_._ .__ o EIRTLE s

.ﬂ.li orrEvd

"_,-l-'"
;_,,r:-':?' -

i v | Aanam e
_ | __._- _ f_’ d_,: KABLE
“ _,_f VY e |8
m “w .._r.. fm ._ LaRaWLA
_ w v EanrmLd
“ w win.__:..__:_m
[ i _ __.-Euq____.n_n
g = & - Z

sEjuL g udﬁlwﬁ.ﬂ.mﬁ.u.u FISIN



28 / 66

pHI PR
H4Z

LI ZEPSUOEED-E)

e e e T P T S T T T T T S B T S S B T T YT 1 ¢ e s e B |

(F00H QI D3] A LLLOS LS L 1YL WIS ] S YyYOLLI 1091 S1¥S0I31
ap=l 7L NIw1d epely 59 NI v .Ld”

195 0 2B TS WEISIE LD OWLL LSS T L SO L DL L LS LI Y L L
UBpsy 9 N 1w Ld hEpe 09 M3 w10

gg IMes

g

Ui | LA

U | A

Y



60 / 66

CEGTONM O DS 0 SOLDELIDTIDIITYIIfEIVIDLTL AN ONILIS IOl IDINDEDD
VHSE0N (W PeE oI [ PN P PR L PN P P C Y LS RO, LI B PR e = S PP e M el TP B e
Crbaid OF O05%) P= LOLOLLLOOTALLEWIOLOLL WD == = = Dyl g S ODL DLW
(ES 00 OF 03%8) L= SOLDLLISOTOIIEYOISILY -----—-- T o sy P o e
(ESI0M OF 035) € SILDLLISOISIIedIloal ¥ dSLoL ooy bl SONE T DD
(Z2F0p] OF 0521 - SOLDLIZDOIOLIOYIIOLLY--- =35 S In I 531 20IW0500
(T9i0M @ D35) ST= SOLDLLLDOTOLI === === == o m e RN OO DELL D150

(0% OF D551 %- SO0OLLEOOLOLLESY LY o~ —=—— fLIE T PSR [ o Y I 1Y P e |
Gafimd OfF 0320 E= SOLDLLLOOLOLLEOYOIOEL= = === — =g ol 0 d DDLTD DD

(RGE0M Of 035) SOLOLLLODIOIIOWC IDLLVIOLoLUDWY AR T R
. 1 L]

| : | | | LHL b |
at ) 1 13 LIF o I

l]l wH HOw
r__._r...___..r...___ daq @i U_.. iy gps |'—
11

il L

LE 1395



61/ 66

HHHHHHHHHHHHEAY S 390235H
(T 30N gf O35 ) SHTOOTATITTIUOALTTEEMSOMNESY T AnTALT
I | [ 1 [ I
(DLF0ON O O35 ) NIdYSLTYNESYHAYENY LADDSH Y INATOOIOT
HEHEHHHKE HIHHEE HHHHHHHHHE

(S0 AT O3S H1d950Ivn Hw IADSHIYT IOoIaT
(a0 oe Jd1 OAS) MTANOL I s L ASSY T OSLLOT
e dI OEES) MN1IAYDLIY HAY LASSHMT IMATOSIIT
(99 0y JI O3Sl HId95DL1¥M Hax LADDEINYIYTIIOOIOT
(GO0 I D98 HNTAYWOLTYR: HAWT LAGSE T THIMOSTOT

8€ IMaS

JBdg=a] L

h.L:.E r--ﬂ_-

LT TRL
YUa4
T=HLR S
CEqITAY
TUSHIAY

=]



62 / 66

Sekil 39

Tk Fral A Talk Teer sy
dzgal  Pdesal 24 eaal A6 =3l W




63 / 66

Sekil 40A

CHERT=32%4=17
MASSPFPEKEREVSWEDASGHESAMAADPITPRETS
PARELLBGPOPREVOPTRGRGYSEEPRGS FLOGLF
RARTYVSRTRLPSPPAFSPAFSAGSFSGOLLAEFFOP
SLLOTSLLOSMPAYGET PHTARRPRENDEMDGRLR
AADDPREFTVRVAVTARREPRAKPRFRRRAARDZSD
Ao PAROYDLRTLGY SQCOOERIEPEVRE TYAQHIL
EALVGHGFTHAN T VALSOHPARLGTVAVTYOHI L
TALPEATHEDIVGYSRGWSGARRLEALUTDRAGEL
RGPPLOLRTGILYE TAKRGEVTAMERV A RNA L
TGAPLYLTPAQVVAIASHNGGROALETVORLLEY
LeQDHGLT PV VALASHDGGRQRLETVORLLEY
LeobHGLIPDW AT ASHIGERQALETVORLLEY
LOeoDHGLIPPOVWWALBEHGGGROBLETVORLLTY
LORPHGRTPROVAT R SHT QGRGALETVORLLEY
LOQDHALT POUVATASHDEGRAATETVERLLDY
LEQDHGLTPOYVAT ASHDGGKIALETUQRLLDYV
LEQDHGLIFDOVY AL EHGGGROALETVGR LLPY
LEODHALTPIOVUAT A BN TAGKOALETVORLLEY
LEGOHALTPROVIAT ASHT OGRS LETVORLL PV
LOGDHGLTPDUVATASNGEGRIRLETVGRLLDY
LOODHGLTPIVVAI ASHDEGEOREETVORLLPY
LOCODHGLPP DOV AT RSN I CGEOALETVORLLEPY
LCQDHGLTEDOVVATAENGGGROALETVORLLEY
LCODHGLTPDOVUIA TASHEGEKORLETVOR LL Y
LOODHGLTPDONVATASH IGCROLEETVOR LL Y
LCODRGLT FDOWVVATASNGGGRORLES IVAQLER
FOFALAALTHOHLVALAC LGGREAMDAVERGLER
AFELIFRVHRRIGERTERRVADTACVVRVLEFFD
CHERFATAFDEAMTOR SMIRNG LVOLFREVGYTE
LEARGGTLFFASORNDRELLOASGMERAEFSFTIA
QTEDOAS LHARADSLEARDLORF S PMHEGDOTRAS
SRERSRS DAAYTEFSAOORVEVAY FEQRDALHLF
LAWRVEEFRTRIVGELPOFISRE0LVESELEERE
SELREHELETVFHEY IELIEIARNETODR I LEMEY
HEF PRV GYRGEALGGSENPDGAIYTVGSFEDY
GYIVOTHAY SGRYNLP LGOS DEMORYVEENGTRN
EHINPHEWAVEPESVIEFRFLEVAGHIRGH EEE
QLTRLHHITHCRGAYLEVELLL IGGEMLEAGT LT
LEEVERRFNHNGEINF (SEQ Th NoeTa)
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HERT=1280=20r

MAS S PREEKREVEWKDRSGH SRMEADFIRFRRFS
FARELLFGFOFDRVOFTRDRGY G AFRAGEFLOGLE
RRRTVSOTRLES FPAFSFRAT SAGITSDLLREFTDF
SLLDTSLLDSHPAVGT PETARAPAEWDERDSA LR,
AANDEPETVRYAVTAMR PPRAKEPAPRRRARD S L
ASPAROVDLRTLGY S0000EKEKPEVRSTVAOHH
EALVGHGFTHAN I VALSOHPRALGTVAVTYOHT I
TALPEATHEPIVGVEHOWSGARALEALLTDAGEL
BGIPLQLDTGILYVE I AHEGEVTAMEAVHESINAL
TOAPLHLT PACWVATASHIGGHGALETVORLLEY
LEQRAGLT FRGVVATASHDGORGALE TVORLL PV
LCQDHGLT POV VALASNIGEROALE TVQRLLEY
LCODHGLT FOOVVALASHGEGINSALETVORLLPY
LCQDAGLT P RCVVYATASHNGGROALETYORLLEY
LEQTRGLT R BANA T RSN GORQNLETVORLL PV
LOODHG LT PIGVVA T ASHNAARGALETVORLLYY
LOQBHSLT POVWAT R SHHNCGERGALETVORLLEY
LEADHALT PDGVVAIASH IGGKOALETVSRLLEY
LOQUASLTPDQVVAIASHIGERSALETVORLLEY
LCODEGLTPOQVVAIAGNGGEECALETVIRL LYY
LCODHGLTPDOVVAIASHIGGHOALETVORLL PV
LEODHGLT FDOVVAIASH I GEKCALETVORLLPY
LOQDHGLTRPDOVVAIASHIGGEQALETVORLLPY
LOCQDHGLT PDOVVAIASHDGEEOALETVORLLEY
LCODHGLTPDOVVALASHIGEKOALETVORLLIV
LOQDHG LT PFDOVVALASHDGGROALETVORLLEY
LCODHGLTFRQVVALASHDIGKORLETVORLLFY
LCQDEGLT PDOVUALAS I DEEKGALETVORLL P
LOQDHGLTPDOVVALASHEGGKORLES TVACLSR,
FOPALAALTHDHLYVALACLGGR PAMDAVERGLPE
APELIFAVHER IGERTSHRAVADY AQVVRVLEF
CHAMPARYAFDERMTGEGHSRAGLYOLEREVGY TE
LEARGGTLPPRSCAWNDRI LOASGHMERAMESPTEM
OTPOOAS LHAFADS LERDLDAPSPHHEGDOTRAS
SRERSRS DRAVTGHIACOAVEVRVTEQRDALULE
LEWEVERPETR INGGLPDP] SAEQLVESELEERE
SELEHRLEYVPALY TRLIGIARNSTORR I LEMEY
MEFFHEKYYGYRGHHLGGSRKPEBAALYTVOSPLDY
GYIVDTRAYSGGYNLP LGCADENQRYVEENQT RN
KHIHPHEWWEVE RS SVTEF KLY VEGHERGHY A
SLABLEA ITHENGAYLSVEEBLLIGGEMT KAGT LT
LEEVRREFNRGETNF (SR JD 073
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desilnensg — & e ~ 200 bp
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