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OZET

KSILANAZLAR, BUNLARI KODLAYAN NUKLEIK ASITLER VE BUNLARI
YAPMAK VE KULLANMAK iCiN YONTEMLER

Bu bulus genel olarak enzimlerle, enzimleri kodlayan polinukleotitlerle, bu tur
polinukleotitlerin ve polipeptitlerin kullanimiyla ve daha ¢zel olarak ksilanaz aktivitesine
orn, dahili B-1,4-ksilosidik baglarinin veya endo- B-1,4-glukanaz baglarinin hidrolizini
katalize eden ve/veya bir lineer polisakkarit beta-1,4-ksilani ksiloza ayristiran veya bir
glukanaz aktivitesine orn, bir endoglukanaz aktivitesine, ornegdin dabili endo-3-1,4-
velveya 1,3-glukanaz baglarinin hidrolizini katalize eden, bir ksilanaz aktivitesine

ve/veya bir mannaz aktivitesine sahip olan enzimlerle ilgilidir.
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ISTEMLER
1. Izole edilmig, sentetik ya da rekombinant bir niikleik asit olup, dzelligi;

(a) en az bir polipeptidi kodlayan bir nukleik asit icermesi, burada nukleik asidin (i)
SEK ID NO: 383 ya da (ii) SEK ID NO: 481'in sekansini icermesi,

burada nukleik asidin, bir ksilanaz aktivitesine sahip olan en az bir polipeptidi

kodlamasi,

ve istege badli olarak, sekans 6zdesliklerinin bir sekans karsilastirma algoritmali analiz

ile ya da bir gorsel inceleme ile belirlenmesi,

ve istege bagl olarak, bu sekans karsilastirma algoritmasinin, bir filireleme ayarinin
blastall -p blastp —d “nr pataa” -F F'e ayarlandigi ve diger tUm opsiyonlarin varsayilan

olarak ayarlandidi bir BLAST versiyon 2.2.2 algoritmasi olmasi;

(b}  ksilanaz aktivitesine sahip en az bir polipeptidi kodlayan hir nukleik asit icermesi,
burada polipeptidin SEK ID NO: 384 ya da SEK ID NO; 482'nin sekansini icermesi;

(¢) (i) (@) ya da (b)deki nukleik asidi icermesi ve en az bir koruyucu amino asit
ikamesine sahip bir polipeptidi kodlamasi ve bunun ksilanaz aktivitesini muhafaza
etmesi; ya da (ii) (c)(iynin nukleik asidini icermesi, burada en az bir koruyucu amino
asit ikamesinin, bir amino asidin benzer karakteristiklere sahip bir baska amino asit ile
ikame edilmesini icermesi; ya da koruyucu bir ikamenin: bir alifatik amino asidin bir
baska alifatik amino asit ile degistiriimesini; bir Serin ile bir Treonin ya da bir Treonin
ile Serinin degistirilmesini; bir asidik kalhnti ile bir bagka asidik kalintinin
degistiriimesini; bir amid grubu tagiyan bir kalinti ile bir amid grubu tagiyan bir bagka
kalintinin degistiriimesini; bir bazik kalintinin bir bagka bazik kalinti ile degistirmesini;

ya da bir aromatik kalintinin bir baska aromatik kalinti ile degistiriimesini icermesi;

(d}  bahsedilen ksilanaz aktivitesine sahip olan ancak bir sinyal sekansi, bir prepro
etki alani, bir dokerin etki alani ve / veya bir karbonhidrat baglama modulu (CBM)
icermeyen bir polipeptidi kodlayan (a), (b) ya da (¢)'nin nukleik asidini icermesi;

(e} bahsedilen ksilanaz aktivitesine sahip olan ayrica bir heterolog sekans igceren
bir polipeptidi kodlayan (a}, (b), (c} ya da (d)nin nukleik asidini icermesi;

(f) (e¥nin nukleik asidini igermesi, burada heterolog sekansin, (i) bir heterolog
sinyal sekansini, bir heterolog karbonhidrat baglama modulunu, bir heterolog dokerin

etki alanini, bir heterolog katalitik etki alanini (CD) ya da bunlarnin bir kombinasyonunu;
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(i) burada heterolog sinyal sekansinin, karbonhidrat baglama modulunun ya da
katalitik etki alaninin (CD) bir heterolog enzimden turetildigi (iynin sekansini ya da (iii)
bir etiketi, bir epitopu, bir hedefleme peptidini, bir bolunebilir sekansi, bir tespit edilebilir

parcayi ya da bir enzimi kodlayan, bir sekans icermesi ya da bundan olugsmasi;

(@)  (fynin nukleik asidini icermesi, burada heterolog karbonhidrat baglama
modulunun (CBM) bir ksilan baglama modulu, bir seluloz baglama modulu, bir lignin
baglama modulu, bir ksiloz baglama modult, bir mannaz balama modulu, bir
ksiloglukana ©zgu modul ve / veya bir arabinofuranosidaz bagdlama modulu icermesi

ya da bunlardan olusmasi;

(h}  (fynin nikleik asidini icermesi, burada heterolog sinyal sekansinin, kodlanmis
proteini bir vakuole, bir endoplazmik retikuluma, bir kloroplasta ya da bir nigasta

granulune hedeflemesi; ya da

(i) (@), (b), {c), (d), (e), (f), (g) ya da (hyye tamamen tamamlayici olan bir nukleik

asit sekansi igermesidir.

2. Ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptidi kodlayan izole edilmig, sentetik
ya da rekombinant bir nukleik asit olup, ozelligi; bu nukleik asidin:

(a) SEK ID NO: 383 ya da SEK ID NO: 481'in sekansina ait en az bir sekans

modifikasyonu icermesi,

burada, sekans modifikasyonunun en az bir, iki, ug¢, dort, bes, alt, yedi, sekiz, dokuz,
on, on bir, on iki, on Ug¢, on dort, on bes, on alti, on yedi, on sekiz, on dokuz ya da
asagidaki degisikliklerin tamamini icermesidir:

SEK ID NO: 383un 10 ila 12 arasindaki kalntilarinin esdegerindeki nukleotitlerin,
CCT, TTA, TTG, CTC, CTA ya da CTG ile degistiriimesi;

SEK ID NO: 383-un 25 ila 27 arasindaki kalintilarinin esdegerindeki nukleotitlerin,
CCC, CCG, CCA ya da CCT ile degistiriimesi;

SEK ID NO: 383'un 28 ila 30 arasindaki kalintilarinin esdederindeki nukleotitlerin, TCA,
TCC, TCT, TCG, AGT ya da AGC ile degistiriimesi;

SEK ID NO: 383'Un 37 ila 39 arasindaki kalintilarinin esdederindeki nukleotitlerin, TTT
ya da TTC ile degistiriimesi;
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SEK ID NO: 383'un 37 ila 39 arasindaki kalintilarinin esdegerindeki nukleotitlerin, TAC
ya da TAT ile degistiriimesi;

SEK ID NO: 383'un 37 ila 39 arasindaki kalintilarinin esdegerindeki nuklectitlerin, ATA,
ATT ya da ATC ile degistiriimesi;

SEK ID NO: 383'0n 37 ila 39 arasindaki kalintilarinin esdegerindeki nukleotitlerin, TGG
ile degistiriimesi;

SEK ID NO: 383'un 40 ila 42 arasindaki kalintilannin esdegerindeki nukleotitlerin, CAC
ya da CAT ile degistiriimesi;

SEK ID NO: 383'un 52 ila 54 arasindaki kalintilarinin esdegerindeki nukleotitlerin, TTC
ya da TTT ile degistirilmesi;

SEKID NQO: 383'un 73 ila 75 arasindaki kalintilarinin esdegerindeki nukleotitlerin, GAG
ya da GAA ile degistiriimesi;

SEK ID NO: 383Un 73 ila 75 arasindaki kalintilarinin esdegerindeki nukleotitlerin,
CCC, CCG, CCA ya da CCT ile degistiriimesi;

SEK ID NO: 383'un 88 ila 90 arasindaki kalntilarinin esdegerindeki nukleotitlerin,
GTG, GTC, GTA ya da GTT ile degistirilmesi;

SEK ID NO: 383'un 100 ila 102 arasindaki kalintilaninin esdegerindeki nukleotitlerin,
TGT ya da TGC ile degistiriimesi;

SEK ID NO: 383'un 100 ila 102 arasindaki kahntilarinin esdegderindeki nukleotitlerin,
CAT ya da CAC ile dedistiriimesi;

SEK ID NO: 383'un 100 ila 102 arasindaki kalintilarinin esdegderindeki nukleotitlerin,
TTG, TTA, CTT, CTC, CTA ya da CTG ile degistiriimesi;

SEK ID NO: 383'un 103 ila 105 arasindaki kalintilarinin esdegderindeki nukleotitlerin,
GAG ya da GAA ile degistiriimesi;

SEK ID NO: 383'un 103 ila 105 arasindaki kalintilarinin esdegderindeki nukleotitlerin,
GAT ya da GAC ile degistiriimesi;

SEK ID NO: 383'un 211 ila 213 arasindaki kalintilarinin esdegerindeki nukleotitlerin,
ACA, ACT, ACC va da ACG ile degistiriimesi;

SEK ID NO: 383'un 211 ila 213 arasindaki kalintilarinin esdegerindeki nukleotitlerin,
TGT ya da TGC ile degistiriimesi;
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SEK ID NO: 383'un 508 ila 582 arasindaki kalintilarinin esdegderindeki nukleotitlerin,
CAT ya da CAC ile degistiriimesi; veya

(b} SEK ID NO: 383'e ait en az bir sekans modifikasyonu icermesi ve SEK ID NO:

383e ait en az bir modifikasyonunun:

10 ila 12 arasindaki kalintilardaki nukleotitlerde CCT, TTA, TTG, CTC, CTAyada CTG
olan,

25 ila 27 arasindaki kalintilardaki nukleotitlerde CCC, CCG, CCA ya da CCT olan,

28 ila 30 arasindaki kalintilardaki nuklectitlerde TCA, TCC, TCT, TCG, AGT ya da AGC

olan,

37 ila 39 arasindaki kalintilardaki nukleotitlerde TTT ya da TTC olan,

37 ila 39 arasindaki kalintilardaki nukleotitlerde TAC ya da TAT olan,

37 ila 39 arasindaki kalintilardaki niikleotitierde ATA, ATT ya da ATC olan,

37 ila 39 arasindaki kalintilardaki nukleotitlerde TGG olan,

40 ila 42 arasindaki kahntilardaki nukleotitlerde CAC ya da CAT olan,

52 ila 54 arasindaki kalintilardaki nukleotitlerde TTC yada TTT olan,

73 ila 75 arasindaki kalintilardaki nukleotitlerde GAG ya da GAA olan,

73 ila 75 arasindaki kalintilardaki nukleotitlerde CCC, CCG, CCA ya da CCT olan,
88 ila 90 arasindaki kalintilardaki nuklectitlerde GTG, GTC, GTA ya da GTT olan,
100 ila 102 arasindaki kalintilardaki nuikleotitlerde TGT ya da TGC olan,

100 ila 102 arasindaki kalintilardaki nukleotitlerde CAT ya da CAC olan,

100 ila 102 arasindaki kalintilardaki nukleotitlerde TTG, TTA, CTT, CTC, CTA ya da
CTG olan,

103 ila 105 arasindaki kalintilardaki nukleotitlerde GAG ya da GAA olan,
103 ila 105 arasindaki kalintilardaki nukleotitlerde GAT ya da GAC olan,
211 ila 213 arasindaki kalintilardaki nukleotitlerde ACA, ACT, ACC ya da ACG olan,
211 ila 213 arasindaki kalintilardaki nukleotitlerde TGT ya da TGC olan,

508 ila 582 arasindaki kalintilardaki nukleotitlerde CAT ya da CAC olan
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bir degisiklik icermesidir.

3. Istem 1 ya da 2'ye ait bir sekansi igeren bir nukleik asit ihtiva eden bir
ekspresyon kaseti, bir vektor ya da bir klonlama vasitasi olup, ozelligi; istege bagh
olarak klonlama vasitasinin bir viral vektér, bir plazmit, bir faj, bir fajemid, bir kosmid,
bir fosmid, bir bakteriyofaj ya da bir yapay kromozom igermesi, istege bagl olarak viral
vektorun bir adenovirus vektor, bir retroviral vektor ya da bir adeno ile iliskili viral vektor
icermesi ya da yapay kromozomun, bir bakteriyel yapay kromozom (BAC), bir
bakteriyofaj P1 turevi vektor (PAC), bir maya yapay kromozomu (YAC) ya da bir

memeli yapay kromozomu (MAC) icermesidir.

4. Istem 1 ya da 2'nin bir sekansina sahip bir nukleik asit iceren ya da istem 3'te
belirtilen bir ekspresyon kaseti, bir vektor ya da bir klonlama vasitasi igeren bir
donusturdlmus hucre olup, 0zelligi; istege bagl olarak bu huicrenin bir bakteriyel hucre,
bir memeli huicresi, bir mantar hucresi, bir maya hucresi, bir bocek hlicresi ya da bir
bitki hucresi olmasidir.

5. Istem 1 ya da 2’nin bir sekansina sahip olan bir nukleik asit iceren bir transgenik
insan olmayan hayvan, bitki, bitki parcasi ya da bitki tohumu olup, ozelligi;

bitkinin istege bagl olarak, bir misir bitkisi, bir supurge darisi bitkisi, bir patates bitkisi,
bir domates bitkisi, bir bugday bitkisi, bir yagh tohum bitkisi, bir kolza tohumu bitkisi, bir
soya fasulyesi bitkisi, bir piring bitkisi, bir arpa bitkisi, bir ¢im, bir pamuk bitkisi, bir
pamuk tohumu bitkisi, bir hurma, bir susam bitkisi, bir yer fistigi bitkisi, bir aygicedi
bitkisi ya da bir tutun bitkisi olmasi, ve

burada hayvanin istede bagdh olarak, bir fare, bir sigan, bir tavgan, bir koyun, bir domuz,

bir tavuk, bir keci, bir balik ya da bir inek olmasidir.

6. Bir ksilanaz aktivitesine sahip olan izole edilmis, sentetik ya da rekombinant bir

polipeptit ya da peptit olup, ozelligi;
(a)  bir amino asit sekansi (i) SEK ID NO: 384 ya da (ii) SEK ID NO: 482 icermesi,

burada, istege bagh olarak, sekans dzdesliklerinin bir sekans karsilastirma algoritmali
analiz ile ya da bir gorsel inceleme ile belirlenmesi ve istede badl olarak bu sekans
karsilastirma algoritmasinin, bir filtreleme ayarinin blastall -p blastp —d “nr pataa” -F
F'e ayarlandidi ve diger tum opsiyonlarin varsayilan olarak ayarlandigi bir BLAST

versiyon 2.2.2 algoritmasi olmasi;
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(b} istem 1'in nukleik asidi tarafindan kodlanan bir amino asit sekansi icermesi,
burada polipeptidin ksilanaz aktivitesine sahip olmas;

(c) (a) ya da (bydeki amino asit sekansini icermesi ve en az bir amino asit kalintisi
koruyucu ikamesi icermesi ve polipeptidin bahsedilen ksilanaz aktivitesini muhafaza

etmesi;

(d} (cydeki amino asit sekansini icermesi, burada koruyucu ikamenin bir alifatik
amino asidin bir baska alifatik amino asit ile degistiriimesini; bir Serin ile bir Treonin ya
da bir Treonin ile Serinin degistiriimesini; bir asidik kalinti ile bir baska asidik kalintinin
degistiriimesini; bir amid grubu tasiyan bir kalinti ile bir amid grubu tagiyan bir baska
kalintinin degistiriimesini; bir bazik kalintinin bir baska bazik kalinti ile degistirilmesini
ya da bir aromatik kalintinin bir bagka aromatik kalinti ile degistirilmesini ya da bunlarin

bir kombinasyonunu igermesi,

ve istege badll olarak, alifatik kalintinin Alanin, Valin, Losin, |zolosin ya da bunlarin
sentetik bir esdegerini igermesi; asidik kalintimin Aspartik asit, Glutamik asit ya da
bunlarin sentetik bir esdegerini icermesi; amid grubu iceren bir kalintinin Aspartik asit,
Glutamik asit ya da bunlarin sentetik bir esdegerini icermesi; bazik kalintinin Lizin,
Arginin ya da bunlarnn sentetik bir esdederini icermesi veya aromatik kalintinin

Fenilalanin, Tirosin ya da bunlarin sentetik bir esdegerini icermesi;

(e}  bahsedilen ksilanaz aktivitesine sahip olan ancak bir sinyal sekansi, bir prepro
etki alani, bir dokerin etki alani ve / veya bir karbonhidrat baglama modult (CBM)

icermeyen (a), (b), (c) ya da (d)deki polipeptidi icermesi,

burada karbonhidrat baglama modulunun (CBM) istege bagh olarak bir ksilan baglama
modulu, bir seluloz baglama modulu, bir lignin baglama modulu, bir ksiloz baglama
modull, bir mannaz badlama modulu, bir ksiloglukana 6zgu modul ve / veya bir

arabinofuranosidaz baglama modulu icermesi ya da bunlardan olugsmasi,

(f) bahsedilen ksilanaz aktivitesine sahip olan ayrica bir heterolog sekans igeren
bir polipeptidi kodlayan (a), (b), (c}, (d) ya da (e}nin polipeptidini icermesi;

(@)  (fynin polipeptidini icermesi, burada heterolog sekansin, (i} bir heterolog sinyal
sekansi, bir heterolog karbonhidrat baglama modulu, bir heterolog dokerin etki alani,
bir heterolog katalitik etki alani (CD) ya da bunlarin bir kombinasyonunu; (ii} burada
heterolog sinyal sekansinin, karbonhidrat baglama modulunun ya da katalitik etki
alaninin (CD) bir heterolog lignoselulozik enzimden turetildigi (iiynin sekansini ve /
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veya (iii} bir etiket, bir epitop, bir hedefleme peptidi, bir bolunebilir sekans, bir tespit
edilebilir parca ya da bir enzim icermesi;

(h)  (g)ynin polipeptidini icermesi, burada heterolog karbonhidrat baglama
modulunun (CBM) bir ksilan baglama modulu, bir seluloz baglama modulu, bir lignin
baglama modulu, bir ksiloz baglama modulu, bir mannaz baglama modulu, bir
ksiloglukana 6zgu modul ve / veya bir arabinofuranosidaz badlama modulu icermesi

ya da bunlardan olusmasi;

(i) (g)nin polipeptidini icermesi, burada heterolog sinyal sekansinin, kodlanmis
proteini bir vakuole, bir endoplazmik retikuluma, bir kloroplasta ya da bir nigasta

granulune hedeflemesi;

)] (a), (b), (), (d), (e), {f), (g), (h) ya da (i)nin polipeptidini icermesi, burada
ksilanaz aktivitesinin dahili 3-1,4-ksilosidik baglarin hidrolizini katalize etmeyi icermesi;
bir endo-1,4-beta-ksilanaz aktivitesi icermesi; daha kuguk molekuler agirhkta ksiloz ve
ksilo oligomer uretmek icin bir ksilanin ya da bir arabinoskilanin hidrolize edilmesini
icermesi; 1,4-B-glikozit-bagh D-ksilopiranoz iceren bir polisakkaridin hidrolize
edilmesini icermesi; bir seluloz ya da bir hemiselulozun hidrolize edilmesini icermesi;
bir tahta, bir tahta urun, bir kagit kuspesi, bir kagit urunu ya da kagit atigi icindeki bir
selulozun ya da bir hemiselulozun hidrolize edilmesini icermesi; bir yem ya da bir gida
urlinuindeki bir ksilanin ya da bir arabinoksilanin hidrolizini katalize etmeyi icermesi ya
da bir mikrobiyal hucredeki ya da bir bitki hucresindeki bir ksilanin ya da bir
arabinoksilanin hidrolizinin katalize edilmesini icermesi, burada ksilan ya da
arabinoksilanin istege bagl olarak, suda ¢cozunebilen bir arabinoksilan icermesi ve
suda cozunebilen ksilanin ya da arabinoksilanin istege bagli olarak bir hamur ya da bir
ekmek Urunu igermesi, burada yem ya da gida urunun istege bagh olarak bir tahil
tabanli hayvan yemi, bir malt ya da bir bira, bir sut ya da bir sut Urunu, bir meyve ya da

bir sebze icermesi ya da

(k) (a), (b), (c), (d), (e), {f}, (g9), {h), (i) ya da (jynin polipeptidini icermesi, burada
polipeptidin istege badli olarak en az bir glikozilasyon alani icermesi ya da ayrica, bir
polisakkarit icermesi, burada glikozilasyonun istege bagh olarak bir N-bagli
glikozilasyon olmasi ve polipeptidin istege bagh olarak, bir P. pastoris ya da bir S.

pombe icinde eksprese edildikten sonra glikozilatlanmasidir.
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7. Ksilanaz aktivitesine sahip olan bir izole edilmig, sentetik ya da rekombinant
polipeptit olup, ozellidi; polipeptidin asagidakileri iceren bir sekansa sahip olmasidir:

(a) SEK ID NO: 384 ya da SEK ID NO: 482'nin sekansina ait en az bir sekans

modifikasyonu icermesi,

burada, sekans modifikasyonunun en az bir, iki, ug, dort, bes, alt, yedi, sekiz, dokuz,
on, on bir, on iki, on ug¢, on dort, on beg, on alti, on yedi, on sekiz, on dokuz ya da

asadidaki degisikliklerin tamamini icermesidir:
SEK ID NO: 384°Un 4. kalintisinda treonir’in esdegerindeki amino asidin 1osin olmasi,
SEK ID NO: 384'un 9. kalintisinda serinin esdegerindeki amino asidin prolin olmasi,

SEK ID NO: 384'un 10. kalintisinda glutaminin esdegerindeki amino asidin serin

olmasi,

SEK ID NO: 384'un 13. kalintisinda treonin’in esdegerindeki amino asidin fenilalanin

olmasi,

SEK ID NO: 384'un 13. kalintisinda treonin’in esdegerindeki amino asidin tirosin

olmasi,

SEK ID NO: 384'un 13. kalintisinda treonin‘in esdegerindeki amino asidin izolosin

olmasi,

SEK ID NO: 384'un 13. kalintisinda treonin’in esdederindeki amino asidin triptofan

olmasi,

SEK ID NO: 384'Un 14. kalintisinda asparajinin esdegerindeki amino asidin histidin

olmasi,

SEK ID NO: 384'un 18. kalintisinda tirosinin esdegderindeki amino asidin fenilalanin

olmasi,

SEK ID NO: 384'un 25. kalintisinda serinin esdederindeki amino asidin glutamik asit

olmasi,
SEK ID NO: 384'0n 25. kalintisinda serinin esdegerindeki amino asidin prolin olmasi,

SEK ID NO: 384'un 30. kalintisinda asparajinin esdegerindeki amino asidin valin

olmasi,
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SEK ID NO: 384'un 34. kalintisinda glutaminin esdegderindeki amino asidin sistein

olmasi,

SEK ID NO: 384'un 34. kalintisinda glutaminin esdegerindeki amino asidin histidin

olmasi,

SEK ID NO: 384'Un 34. kalintisinda glutaminin esdegerindeki amino asidin losin

olmasi,

SEK ID NO: 384'un 35. kalintisinda serinin esdederindeki amino asidin glutamik asit

olmasi,

SEK ID NO: 384'un 35. kalintisinda serinin esdegerindeki amino asidin aspartik asit

olmasi,
SEK ID NO: 384°un 71. kalintisinda serinin esdederindeki amino asidin treonin olmasi,
SEK ID NO: 384'Un 71. kalintisinda serinin esdederindeki amino asidin sistein olmasi,

SEK ID NO: 384'Uun 194. kalintisinda serinin esdegerindeki amino asidin histidin

olmasi,

(b} SEKID NO: 384°¢e ait amino asit sekansinda asadidaki degisikliklerden birini ya

da daha fazlasini icermesi:

amino asit pozisyonu 4'teki treoninin, losin olmasi,
amino asit pozisyonu 9'daki serinin, prolin olmasi,

amino asit pozisyonu 10'daki glutaminin, serin olmasi,
amino asit pozisyonu 13'teki treoninin, fenilalanin olmasi,
amino asit pozisyonu 13'teki treoninin, tirosin olmasi,
amino asit pozisyonu 13'teki treoninin, izoldsin olmasi,
amino asit pozisyonu 13'teki treoninin, triptofan olmasi,
amino asit pozisyonu 14'teki asparajinin, histidin olmasi,
amino asit pozisyonu 18'deki tirosinin, fenilalanin olmasi,
amino asit pozisyonu 25teki serinin, glutamik asit clmasi,
amino asit pozisyonu 25teki serinin, prolin olmasi,

amino asit pozisyonu 30’daki asparajinin, valin olmasi,
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amino asit pozisyonu 34°teki glutaminin, sistein olmasi,

amino asit pozisyonu 34'teki glutaminin, histidin olmasi,

amino asit pozisyonu 34'teki glutaminin, 16sin olmasi,

amino asit pozisyonu 35'teki serinin, glutamik asit olmasi,

amino asit pozisyonu 35'teki serinin, aspartik asit olmasi,

amino asit pozisyonu 71:deki serinin, treonin olmasi,

amino asit pozisyonu 71°deki serinin, sistein olmasi ya da

amino asit pozisyonu 194:teki serinin, histidin olmasidir.

8. Istem 6 ya da 7'deki bir polipeptidi iceren bir kompozisyon olup, ozelligi;

bu kompozisyonun istege bagh olarak, bir farmasotik kompozisyon, bir deterjan
kompozisyonu, bir kontakt lens solusyonu, bir atik antma kompozisyonu, bir kati ya da
sivi sabun ya da bir sakiz, pastil ya da seker olmasi,

bu kompozisyonun istege bagh olarak, bir alkol olmasi, alkolun istege bagh olarak

etanol olmasi,

bu kompozisyonun istege baglh olarak, bir kagit, atik kagit, geri donusturulmus kagit
urunu, gazete, kagit kuspesi, tahta, tahta urunu, tahta ati§i, tahta kuspesi, Kraft

kuspesi, lignoseluloz kuspesi, tekstil, kumas, iplik ya da bir giysi olmasi,

bu kompozisyonun istege bagli olarak, bir icecek, bir gida, bir yem ya da bir besin

takviyesi olmasi,
istege bagdli olarak gidanin, bir hamur ya da bir ekmek olmasi,

istege bagh olarak icecek, gida, yem ya da besin takviyesinin bir hayvana yonelik

olmasidir.

9. Bir rekombinant polipeptit Uretmeye yonelik bir yontem olup, 6zelligi; (1} (a)
nukleik asidin istem 1 ya da 2'nin bir sekansini icerdidi bir nukleik asidin saglanmasi
ve (b) polipeptidin ekspresyonuna olanak saglayan kosullar altinda (a) adimindaki
nukleik asidin eksprese edilmesi, boylece rekombinant bir polipeptidin Uretiimesi
adimlarini icermesi, ve bu yontemin istege badh olarak ayrica, bir konak huicresinin (a)
adimindaki nukleik asit ile donusturulmesini, bunu takiben (a) adimindaki nukleik asidin

eksprese edilmesini, boylece donusturulmus bir huicre iginde bir rekombinant proteinin
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uretilmesini ya da (1) (a) istem 1'deki nukleik asidi iceren bir vektorun saglanmasini ve
(b} (aydaki vektorun eksprese edilmesini icermesi, burada ekspresyonun istege bagh
olarak yuksek aktiviteli bir promotorun, bir disistronik vektorun kullanimi ya da vektorun

gen amplifikasyonu ile gergeklestirilmesidir.

10.  Bir kimerik polipeptit olup, 6zelligi; (a) istem 6 ya da 7'ye ait bir sekans iceren
bir polipeptit ya da peptit ve (b) (i) istem 6 ya da 7°ye ait bir polipeptidin 1ila 12, 1 ila
13,1ila14,1ila15,1ila16, 1ila17, 1ila 18, 1ila 19, 1ila 20, 1ila 21, 1ila 22, 1 ila
23, 1ila24,1ila25,1ila26, 1ila27,1ila28, 1ila28, 1ila30, 1ila31,1ila32, 1ila
33,1ila34,1ila35 1ila36, 1ila37,1ila38,1ila39,1ila40,1ilad41,1ila4d2, 1ila
43, 1 ila 44, 1 ila 45, 1 ila 46, 1 ila 47, 1 ila 48, 1 ila 49 ya da 1 ila 50 arasindaki
kalintilarinda ortaya koyulan gibi bir sekans; (ii) Tablo 4'te ortaya koyulan gibi bir
sekans ya da (iii} bir heterolog karbonhidrat baglama modulu (CBM) icermesi; burada
CMB’nin istege bagh olarak bir CBM3a, CBM3b, , CBM4, CBM6, CBM22 ya da X14
ya da Tablo 9da ortaya koyulan gibi bir X14 iceren bir karbonhidrat baglama alt

sekansi icermesidir.

11.  Bir ksilan iceren kompozisyonu hidrolize etmek, sivilastirmak, ayirmak ya da

pargcalamak icin yontem olup, 6zelligi; asagidaki adimlari icermesidir:

(a) istem 6 ya da 7’nin bir ksilanazinin ya da istem 1 ya da 2’nin bir sekansini iceren

bir nukleik asit tarafindan kodlanan bir polipeptidin temin edilmesi;
(b}  birksilan iceren bir kompozisyonun temin edilmesi; ve

(c) ksilanazin, ksilan iceren kompozisyonu hidrolize ettigi, sivilastirdidi, ayirdidi ya
da pargaladigi kosullar altinda (a) adimindaki polipeptidin (b) adimindaki kompozisyon

ile temas ettiriimesi,

burada kompozisyonun iste§e bagli olarak bir bitki hucresi, bir bakteriyel hucre, bir

maya hucresi, bir bocek hiicresi ya da bir hayvan hucresi icermesidir.

12. Gida, yem, besin takviyesi ya da icecek uretimine yonelik bir yontem olup,
ozelligi; istem 6 ya da 7'nin en az bir ksilanazinin kullanimini icermesi ya da
polipeptidin, istem 1 ya da 2'nin bir sekansini igceren bir nukleik asit tarafindan

kodlanmasidir.

13. Kompozisyonun, istem 6 ya da 7'ye ait bir ksilanaz ile ya da istem 1 ya da 2'nin

bir sekansini iceren bir nukleik asit tarafindan kodlanan bir ksilanaz ile temas
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ettiriimesini iceren, bir kompozisyonun agartiimasi, renksizlestirimesi ya da

murekkepten arindinlmasina yonelik bir ydontem olup, 6zellidi;

burada kompozisyonun istege bagl olarak bir kagit, atik kagit, geri donusturuimus
kagit urunu, gazete, kagit kuspesi, tahta, tahta urunu, tahta atigi, tahta kuspesi, Kraft

kuspesi, lignoseluloz kuspesi, tekstil, kumas, iplik ya da bir giysi olmasi,

yontemin istege bagh olarak ayrica bir agartma ajani ile temas ettirmeyi icermesi,

burada adartma ajaninin istede baglh olarak oksijen ya da hidrojen peroksit icermesi;

yontemin istege bagh olarak ayrica bir filtreleme adimi icermesi ve istede bagh olarak,

bir filtratin Uretilmesi,

ve yontemin istege badli olarak ayrica, filtratin geri donusturulmesini icermesi ve ince

tanelerin istege bagh olarak filtrattan toplanmasi;

ve yontemin istege bagl olarak ayrica, bir karistirma adimi icermesi ve istege bagh
olarak, ksilanaz, bir mannaz ve / veya bir glukanazin ¢oklu zaman noktalarinda ya da

yontemde adim adim eklenmesi,

ve istege bagh olarak ksilanazin farkh zamanlarda ya da adartma prosesinde adim
adim eklenmesi;

ve yontemin istege bagh olarak ayrica, ek enzimlerin ilave edilmesini icermesi ve ek
enzimlerin istege bagh olarak ¢oklu zaman noktalarinda ya da yontemde adim adim

eklenmesi;

ve yontemin istege bagh olarak ayrica, bir 6n yikama adimi ya da bir on muamele
adimi icermesi ve yontemin istege bagh olarak, ksilanaz, bir mannaz ve / veya bir

glukanaz ile 6n yikama adimi ya da bir on muamele adimi icermesi;
ve yontemin istege bagdlh olarak yuksek sicaklik ve yuksek pH kosullari icermesidir.

14. Kompozisyonun, istem 6 ya da 7'ye ait bir ksilanaz ile ya da istem 1 ya da 2'nin
bir sekansini iceren bir nukleik asit tarafindan kodlanan bir polipeptit ile temas
ettirilmesini iceren, bir kompozisyondaki ligninin azaltilmasi, serbest birakilmasi ya da
¢ozulmesine yonelik bir yontem olup, ozelligi;

burada kompozisyonun istege bagh olarak bir kadit, atik kagit, geri donusturuimus
kagit urunu, gazete, kagit kuspesi, tahta, tahta urunu, tahta atigi, tahta kuspesi, Kraft

Kuspesi, lignoseluloz kuspesi, tekstil, kumas, iplik ya da bir giysi olmasi,



10

15

20

25

30

377

yontemin istege bagh olarak ayrica bir filtreleme adimi icermesi ve istede bagh olarak,

bir filtratin Uretilmesi,

ve yontemin istege bagli olarak ayrica, filtratin geri donusturulmesini icermesi ve ince

tanelerin istege bagh olarak filtrattan toplanmasi;

ve yontemin istege badh olarak ayrica, bir kanistirma adimi icermesi ve istege bagl
olarak, ksilanazin ¢oklu zaman noktalarinda ya da yéontemde adim adim eklenmesi,

ve yontemin istege bagli olarak ayrica, bir ajartma prosesi icermesi ve istede bagl

olarak ksilanazin farkli zamanlarda ya da agartma prosesinde adim adim eklenmesi;

ve yontemin istege bagl olarak ayrica, ek enzimlerin ilave edilmesini icermesi ve ek
enzimlerin istege bagh olarak ¢oklu zaman noktalarinda ya da yontemde adim adim

eklenmesi;

ve yontemin istege bagh olarak ayrica, bir on yikama adimi ya da bir 6n muamele
adimi igermesi ve yontemin istede bagh olarak, ksilanaz ile on yikama adimi ya da bir

on muamele adimi icermesi;
ve yontemin istege bagh olarak yuksek sicaklik ve yuksek pH kosullari icermesi;

ve yontemin ardindan istege badh olarak kuspenin, yaklasik % 10°luk bir kivama sahip

olmasidir.

15.  Bir tahta, bir tahta kuspesi, bir Kraft kuispesi, bir kagit Urunu, bir kagit ya da bir
kagit kuspesine muamele etmek igin bir yontem olup, 0zelligi; yontemin asagidaki
adimlari icermesidir:

(a) istem 6 ya da 7'nin en az bir ksilanazinin ya da istem 1 ya da 2'nin bir sekansini
igeren bir nukleik asit tarafindan kodlanan bir ksinalazin temin edilmesi;

(b)  bir tahta, bir tahta kuispesi, bir Kraft kuspesi, bir kagit urunu, bir kagit ya da bir
kagit kuspesinin temin edilmesi; ve

(c) tahta, tahta kiispesi, Kraft kuspesi, kadit urunu, kagit ya da kagit kuispesinin, (a)
adimindaki polipeptit ile temas ettiriimesi,

burada, polipeptidin tahta, tahta kuspesi, Kraft kuspesi, kagit urunu, kagit ya da kagit
Kuspesinin icindeki bilesiklerin hidrolizini katalize etmesi,

ve istege bagli olarak tahta, tahta kuspesi, Kraft kuspesi, kadit urunu, kagit ya da kagit

Kuspesinin bir yumusak kereste ve sert kereste icermesi veya tahta, tahta kuspesi,
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Kraft kuspesi, kagit urunu, kagit ya da kagit kuspesinin bir yumusak kereste ve sert

keresteden turetiimesi;

ve muamelenin ardindan, kuspenin istege bagh olarak en az yaklasik % 10 ya da en

az yaklasik % 32'lik bir kivama sahip olmasi;

yontemin istege bagh olarak ayrica bir filireleme adimi icermesi ve istede bagl olarak,
bir filtratin Uretilmesi,

ve yontemin iste§e badli olarak ayrica, filtratin geri donusturulmesini icermesi ve ince
tanelerin istede badl olarak filtrattan toplanmasi;

ve yontemin istege bagli olarak ayrica, bir karistirma adimi icermesi ve istege bagh

olarak, ksilanazin goklu zaman noktalarinda ya da yontemde adim adim eklenmesi,

ve yontemin istege bagl olarak ayrica, bir agartma prosesi icermesi ve istege bagl
olarak ksilanazin farkl zamanlarda ya da agartma prosesinde adim adim eklenmesi;

ve yontemin istege bagl olarak ayrica, ek enzimlerin ilave edilmesini icermesi ve ek
enzimlerin istege bagh olarak ¢oklu zaman noktalarinda ya da ydntemde adim adim

eklenmesi;

ve yontemin istege bagh olarak ayrica, bir on yikama adimi ya da bir 6n muamele
adimi igermesi ve yontemin istege bagh olarak, ksilanaz ile on yikama adimi ya da bir

on muamele adimi icermesidir.

16. Bir kompozisyonun, (a) istem 6 ya da 7'ye ait bir ksilanaz ile ya da istem 1 ya
da 2’nin bir sekansini igeren bir nuikleik asit tarafindan kodlanan bir polipeptit ile temas

ettiriimesini iceren, bir alkol yapmaya yonelik yontem olup, 6zellidi;

kompozisyonun istede bagl olarak, bir sakkarit, bir hemiseluloz, bir seluloz, bir lignin

ya da bunlarin bir kombinasyonunu icermesi;
ve alkolun istege bagh olarak bir etanol icermesi;
ve yontemin istege bagdlh olarak, yuksek sicaklik ve bazik pH kosullari icermesi;

yontemin istege bagh olarak ayrica bir filireleme adimi icermesi ve istege bagh olarak,
bir filtratin Uretilmesi,
ve yontemin istede badl olarak ayrica, filtratin geri donusturulmesini icermesi ve ince

tanelerin istege bagh olarak filtrattan toplanmasi;
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ve yontemin istege bagdl olarak ayrica, bir karigtirma adimi icermesi ve istege bagh
olarak, ksilanaz, bir mannaz ve / veya bir glukanazin ¢oklu zaman noktalarinda ya da

yontemde adim adim eklenmesi,

ve yontemin istege bagl olarak ayrica, bir agartma prosesi icermesi ve istege bagl
olarak ksilanaz, bir mannaz ve / veya bir glukanazin farkl zamanlarda ya da agartma
prosesinde adim adim eklenmesi;

ve yontemin iste§e bagli olarak ayrica, ek enzimlerin ilave edilmesini icermesi ve ek
enzimlerin istege bagh olarak ¢oklu zaman noktalarinda ya da yontemde adim adim

eklenmesi;

ve yontemin istege bagh olarak ayrica, bir on yikama adimi ya da bir on muamele
adimi icermesi ve yontemin istege bagh olarak, ksilanaz ile 6n yikama adimi ya da bir

on muamele adimi icermesidir.

17. (a) istem 6 ya da 7'ye ait en az bir enzim ve bir veya daha fazla bagka enzimi
(enzimleri) iceren bir enzim kansimi ya da kokteyli; (b) (@ynin karisimi ya da kokteyli
olup, ozelligi; bir ya da daha fazla diger enzimin (enzimlerin) bir baska ksilanaz,
glukanazlar, selulazlar, lipazlar, esterazlar, proteazlar ya da endoglikosidazlar, endo-
beta-1,4-glukanazlar, beta-glukanazlar, endo-beta-1,3(4)-glukanazlar, kutinazlar,
peroksidazlar, katalazlar, lakkazlar, amilazlar, glukoamilazlar, pektinazlar, reduktazlar,
oksidazlar, fenoloksidazlar, ligninazlar, pullulanazlar, arabinanazlar, hemiselulazlar,
mannanazlar, ksiloglukonazlar, pektin asetil esterazlar, ramnogalakturonan asetil
esterazlar, poligalakturonazlar, ramnogalakturonazlar, galaktanazlar, pektin lizazlar,

pektin metilesterazlar, sellobiyohidrolazlar ve / veya transglutaminazlar olmasidir.

18. Istem 17'deki bir enzim karisiminin ya da kokteylinin, istem 6 ya da 7'deki
ksilanazin ya da istem 1 ya da 2'deki nukleik asit tarafindan kodlanan polipeptidin
kullanimini igeren, herhangi bir organik bilesik, bitki ya da tahta veya tahta urunu ya
da tahta kuspesi ya da yan urunu, tahta atigi, kagit, kagit kuspesi, kagit urunu ya da
atik kagit ya da yan urunu igindeki bir hemiseluloz, seluloz, lignin ya da sakkaritin

hidrolize edilmesine yonelik bir yontem olup, ozelligi;

yontemin istege bagh olarak ayrica bir filtreleme adimi icermesi ve istede bagh olarak,

bir filtratin Uretilmesi,

ve yontemin istege badh olarak ayrica, {ince taneleri yakalamak igin) filtratin geri

donusturdlmesini icermesi,
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ve yontemin istege bagdl olarak ayrica, bir karigtirma adimi icermesi ve istege bagh

olarak, ksilanazin goklu zaman noktalarinda ya da yontemde adim adim eklenmesi,

ve yontemin istege bagh olarak ayrica, bir agartma prosesi icermesi ve istege bagl

olarak ksilanazin farkh zamanlarda ya da agartma prosesinde adim adim eklenmesi;

ve yontemin istede bagl olarak ayrica, ek enzimlerin ilave edilmesini icermesi ve ek
enzimlerin istege bagh olarak ¢oklu zaman noktalarinda ya da yontemde adim adim

eklenmesi;

ve yontemin istege bagh olarak ayrica, bir on yikama adimi ya da bir én muamele
adimi igermesi ve yontemin istege bagh olarak, ksilanaz ile o6n yikama adimi ya da bir

on muamele adimi igcermesidir.

19.  Yuksek (alkalin) bir pH'ta bir ksilanazin performansini arttirmaya yonelik bir
yontem olup, ©zelligi; (a) bir ksilanaz sekansinin C’ terminali ucundaki ya da
yakinindaki amino asit kalintilarinin “EGG” (ya da es degerinin) uzaklastiriimasini; (b)
‘EGG” (vya da es degerinin), modifiye edilecek olan ksilanazin glikosil hidrolaz etki
alanindan (hemen) sonra uzaklastinldigi (a)daki yontemi ya da {c) arttirilmis
performansa sahip ksilanazin, istem 6 ya da 7°deki bir polipeptidi icerdigi (a) ya da

(bydeki yontemi icermesidir.

20. Bir tahta, bir tahta kuspesi, bir tahta Urunu, bir Kraft kuspesi, bir kagit, bir kagit
kUspesi, bir kagit urlunu, ya da geri donusturulmus kagit prosesindeki agartma
kimyasalinin miktarim azaltmaya yonelik bir yontem olup, dzellidi;

(a) istem 6 ya da 7’nin en az bir ksilanazinin ya da istem 1 ya da 2'nin bir nukleik
asit tarafindan kodlanan bir polipeptidin temin ediimesini;

(b} bir tahta, tahta kuspesi, tahta urunu, Kraft kuspesi, kagit, kagit kuspesi, kagit
urunu ya da geri donusturulmus kagidin temin edilmesini; ve

(c) tahta, tahta kuspesi, tahta Urunu, Kraft kuspesi, kagit, kagit kuspesi, kagit urunu
ya da geri donusturulmus kagidin (a) adimindaki polipeptit ile temas ettiriimesini
icermesi,

burada, agartma kimyasalinin istege bagl olarak bir klorin, bir klorin dioksit, bir kostik,

bir peroksit ya da bunlarin herhangi bir kombinasyonunu icermesi,

yontemin istege hagh olarak ayrica bir filtreleme adimi icermesi ve istege bagh olarak,

bir filtratin Uretilmesi,
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ve yontemin istede bagdli olarak ayrica, filtratin geri donusgturulmesini icermesi ve ince

tanelerin istege bagh olarak filtrattan toplanmasi;

ve yontemin istege bagh olarak ayrica, bir karistirma adimi icermesi ve istege bagh

olarak, ksilanazin ¢oklu zaman noktalarinda ya da yontemde adim adim eklenmesi,

ve yontemin istede bagl olarak ayrica, ek enzimlerin ilave edilmesini icermesi ve ek
enzimlerin istege bagh olarak ¢oklu zaman noktalarinda ya da yontemde adim adim

eklenmesi;

ve yontemin istege bagh olarak ayrica, bir on yikama adimi ya da bir én muamele
adimi igermesi ve yontemin istege bagh olarak, ksilanaz ile o6n yikama adimi ya da bir

on muamele adimi icermesi,

ve istege bagl olarak, ksilanaz enzimi ile bir oksijen delignifikasyonu adiminin (bir Oz
sonrasi kuspe) ardindan muamele kosullarinin: yaklasik 6 ila 7 arasinda pH, yaklasik

0.3 birim/g enzim dozu, yaklasik 20 ila 25 dakika arasinda muamele zamani icermesi,

ve yontemin istege bagli olarak, parlakligi arttiran daha sonraki ClOz kullanimini
azaltmak icin O2 sonrasi ladin/ gam/ koknar (SPF) kuspesinin, yaklasik 2 birim/g
ksilanaz ile bir on islemini icermesi,

ve yontemin iste§e bagl olarak, parlakhgi arttiran daha sonraki ClO2 kullanimini
azaltmak icin Oz oncesi kahverengi yigin SPF'nin yaklasik 0.5 birim/g ksilanaz ile bir
on islemini icermesi,

ve yontemin istede badli olarak, parlakhdi arttiran daha sonraki CIO2 kullanimini

azaltmak icin O2 oncesi Kavak kuspesinin, yaklasik 0.5 birim/g ksilanaz ile bir on

islemini icermesi,

ve yontemin istege baglh olarak, parlakhd arttiran daha sonraki ClO2 kullanimini
azaltmak igin Oz 6ncesi Douglas Fir/Hemlock kuspesinin, yaklasik 0.5 birim/g ksilanaz
ile bir on islemini icermesidir.

21. Mukavva uretimine yonelik bir yontem olup, ozelligi; bir agartlmis ya da
agartiimamig kuspenin veya geri donusturulmus kagit Kuspesinin istem 6 ya da 7°deki
bir ksilanaz veya istem 1 ya da 2'deki bir sekansi igceren bir nukleik asit tarafindan

kodlanan bir polipeptit ile temas ettirilmesini icermesidir.

22. Mukavva uretiminde pisirmedeki alkaliyi azaltmak ya da pisirmeyi dusurmek icin

bir yontem olup, ozelligi; bir agartilmis ya da agartimamis kuspenin veya geri
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donusturulmus kadit kuspesinin istem 6 ya da 7'deki bir ksilanaz veya istem 1 ya da
2'deki bir sekansi igeren bir nukleik asit tarafindan kodlanan bir polipeptit ile temas

ettiriimesini icermesidir.

23. Mukavva uretiminde pisirme sirasindaki Kappa sayisini arttirmak ya da kuspe
dayanimini arttirmak icin bir yontem olup, ozelligi; bir agartilmis ya da agartilmamis
kuspenin veya geri donusturulmus kagit kuspesinin istem 6 ya da 7'deki bir ksilanaz
veya istem 1 ya da 2'deki bir sekansi iceren bir nukleik asit tarafindan kodlanan bir

polipeptit ile temas ettirilmesini icermesidir.
24. Bir seker yapmaya yonelik bir yontem olup, ozelligi;

(a)  polisakkarit igeren bir kompozisyon ile istem 6 ya da 7'nin bir ksilanaz1 veya
istem 1 ya da 2'deki bir sekansi iceren bir nukleik asit tarafindan kodlanan bir
polipeptidin temas ettiriimesini icermesi, burada temasin bir gekerin uretiimesi ile

sonuclanmasi;

(b}  polisakkarit iceren kompozisyonun bir sakkarit, bir hemiseluloz, bir seluloz, bir
lignin ya da bunlarin bir kombinasyonunu icerdigi, (ayya ait yontem;

(©) istem 17'nin bir enzim kansimini ya da kokteylinin kullanimini iceren (a) ya da

(byye ait yontem; veya

(d}  aynica, bir alkol uretmek icin sekerin fermente edilmesini iceren (a), (b) ya da

(c)'ye ait yontemi icermesidir.
25.  Bir polisakkaritin enzimatik hidrolizi icin bir proses olup, 6zellidi;

(a)  polisakkarit igeren bir kompozisyon ile istem 6 ya da 7'nin bir ksilanaz1 veya
istem 1 ya da 2'deki bir sekansi igeren bir nukleik asit tarafindan kodlanan bir
polipeptidin temas ettiriimesini icermesi, burada temasin bir sekerin Uretilmesi igin

polisakkaritin hidrolizi ile sonuglanmasi;

(b}  polisakkarit iceren bir kompozisyonun, bir organik bilesik, bir bitki ya da tahta ya
da tahta urunu ya da yan urunu, bir tahta atigi, bir kagit kuspesi, bir kagit urunu veya
bir atik kadit ya da bir yan urunu icerdigi (a)yya ait yontem;

() istem 17'nin bir enzim karnisimini ya da kokteylinin kullanimini igeren (a) ya da

(byye ait yontemi; veya
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(d)  polisakkaritin hidrolizinin bir monomerik sekerin Uretilmesi ile sonuglandidi (a),
(b} ya da (c)ye ait yontemi; ya da

(e} ayrnica, bir alkol uretmek icin karbonhidratin ya da sekerin fermente edilmesini

iceren (a), (b), (c) ya da (d)ye ait yontemi icermesidir.

26. Bir fermantasyon prosesi (bir karbonhidratin bir alkole donusturulmesi icin bir
proses) olup, ozelligi;

(a) (i) karbonhidrat iceren bir kompozisyon ile istem 6 ya da 7'nin bir ksilanazi veya
istem 1 ya da 2'deki bir sekansi iceren bir nukleik asit tarafindan kodlanan bir
polipeptidin temas ettiriimesini icermesi, burada temasin karbonhidratin enzimatik
hidrolizi ile sonuglanmasi; (ii) bir alkol Uretmek igin (i} adiminda uretilen karbonhidratin

fermente edilmesi;

(b}  karbonhidrat iceren bir kompozisyonun, bir organik bilesik, bir bitki ya da tahta
ya da tahta urunu ya da yan urunu, bir tahta atidi, bir kagit kuispesi, bir kagit urunu
veya bir atik kadit ya da bir yan urunu icerdigi (a)'ya ait yontem;

(c) istem 17'nin bir enzim kansimiri ya da kokteylinin kullamimini iceren (a) ya da
(byye ait yontemi; veya

(d}  (a)ii) adimindaki fermantasyonun (karbonhidratin alkole donusumu), etanolun

uretilmesi ile sonuglandidi (a), (b) ya da (c)yye ait yontemi icermesidir.
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TARIFNAME

KSILANAZLAR, BUNLARI KODLAYAN NUKLEIK ASITLER VE BUNLARI
YAPMAK VE KULLANMAK iCiN YONTEMLER

BULUSUN ALANI

Bu bulus genel olarak enzimlerle, enzimleri kodlayan polinukleotitlerle, bu tur
polinukleotitlerin ve polipeptitlerin kullanimiyla ve daha 6zel olarak ksilanaz aktivitesine
orn, dahili B-1,4-ksilosidik baglannin veya endo- B-1,4-glukanaz baglarinin hidrolizini
katalize eden ve/veya bir lineer polisakkarit beta-1,4-ksilani ksiloza ayristiran veya bir
glukanaz aktivitesine orn, bir endoglukanaz aktivitesine, ornegin dahili endo-B-1,4-
ve/veya 1,3-glukanaz baglarinin hidrolizini katalize eden, bir ksilanaz aktivitesine
ve/veya bir mannaz aktivitesine sahip clan enzimlerle ilgilidir. Dolayisiyla mevcut bulug
bitkilerin hucre duvarinin onemli bir bileseni olan hemiselulozun pargalanmasina
yonelik yontemler ve islemler saglamakta olup, hemiselulozlarin herhangi bir organik
bilesikte, bitkide veya agagta veya agag urununde veya yan urununde, artik agacta,
kagit hamurunda, kagit urununde veya kagit atiginda veya yan urununde hidrolize
edilmesine yonelik yontemleri ve islemleri icermektedir.

ARKA PLAN

Ksilanaz (orn, endo-1,4-beta-ksilanaz, EC 3.2.1.8) daha kugcuk molekuler agirlikli
ksiloz ve ksilo-oligomerleri Uretmek icin ksilandaki dahili B-1,4-ksilosidik baglar
hidrolize eder. Ksilanlar 1,4-B-glisosit bagll D-ksilopiranozlardan olusturulan
polisakkaritlerdir. Ksilanazlar pisirme ve meyve ve sebze igleme, tarimsal atigin
parcalanmasi igin gida endustrisinde, hayvan yemi uretiminde ve kagit hamuru ve
kadit Uretiminde kullaniimakta olan dnemli bir ticari degerdedir. Ksilanazlar mantar ve

bakterilerden olusur.

Arabinoksilanlar tahillanin gesit ve buyume kosullarina bagh olarak % 2,5-7,1 w/w
temsil eden ana nisasta olmayan polisakkaritleridir. Bu polisakkaritin fizikokimyasal
ozellikleri oksidatif kosullar altinda viskoz solusyonlara veya hatta jellere sebep olacad
sekildedir. EkK olarak arabinoksilanlar yuksek su baglama kapasitesine sahiptir ve
protein kopugu stabilitesinde bir role sahip olabilir. Bu karakteristiklerin hepsi
mayalama, pigirme, hayvan beslenmesi ve kagit uretimi dahil olmak Uzere c¢esitli
endustriler icin problem teskil eder. Mayalama uygulamalarinda ksilan mevcudiyeti

malt filtrelenebilirligi ve bulaniklik olusumu konularina neden olur. Pigirme
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uygulamalarinda (6zellikle kurabiyeler ve krakerler i¢in) bu arabinoksilanlar uretimi zor
olan yapiskan hamurlar olusturur ve biskuvi buyuklugunu dugurur. Ek olarak bu
karbonhidrat pisirilmis Urunun hizli yeniden hidrasyonunu icermekte olup, bu da
gevreklik ve azalan raf dmru ile sonuclanir. Tahil diyetleriyle monogastrik hayvan yemi
uygulamalan ig¢in arabinoksilan badirsak iceriginin viskozitesine katkida bulunan
onemli bir faktordur ve bu sayede yemin hazmedilebilirligini ve hayvan buyume oranini
tersine etkiler. Gevis getiren hayvanlar icin bu polisakkaritler fiber aliminin esas
bilesenlerini temsil eder ve arabinoksilanlarin tam hazmi daha yuksek yem gevrim

etkinliklerini kolaylastirir.

Ksilanazlann kimyasal agag hamurunun biyolojik agartiimasinda ve islenmesinde (bkz,
ornedin U.S. 5,202,249 sayil patent belgesi), tahta veya kagit hamurlarinin biyolojik
agartiimasinda ve islenmesinde (bkz, ornegin U.S. 5,179,021, 5,116,746, 5,407,827,
5,405,769, 5,395,765, 5,369,024, 5,457,045, 5,434,071, 5,498,534, 5,591,304,
5,645,686, 5,725,732, 5,759,840, 5,834,301, 5,871,730 ve 6,057,438 sayll patent
belgeleri), agacta ligninin azaluilmasinda ve ahsabin modifiye edilmesinde (bkz,
ornegin U.S. 5,486,468 ve 5,770,012 sayili patent belgeleri), un, hamur ve ekmek
gelistiricilerinde {bkz, ornegin U.S. 5,108,765 ve 5,306,633 sayili patent belgelerinde),
yukarida belirtildigi gibi besin katki maddeleri ve/veya destekleri olarak (bkz, ornegin
U.5.5,432,074, 5,429,828, 5,612,055, 5,720,971, 5,981,233, 5,948,667, 6,099,844, 6
132,727 ve 6,132,716 sayil patent belgelerinde), seluloz solusyonlarinin uretiminde
(bkz, ornegin U.S. 5,760,211 sayll patent belgesinde) faydali oldugu gosterilmigtir.
ksilanaz aktivitesine sahip olan deterjan bilesimleri meyve, sebze vefveya balgik ve kil
bilesikleri icin kullanilir (bkz, 6rnedin U.S. Pat. No. 5,786,316 sayili patent belgesi).
Ksilanazlar ayrica ozellikle seluloz mevcudiyetinde segici oldugu hemiselulozun
hidrolizinde kullanilabilir. Ek olarak selulaz agisindan zengin retentat selulozun hidrolizi
icin uygundur (bkz, ornegin U.S. Pat. No. 4,725,544 sayll patent belgesi).

WO 2004/066945 sayil patent belgesi basvuru sahibinin 1s1 toleransh veya isiya

dayanikli olabilen ksilanazlari tartisan énceki bir yayinidir.

Teknikte ksilanazlarin enzimin 65 T ila 75 T sica klik aralifinda ve yaklasik olarak
10’luk bir pH degderinde aktif oldugu kagit ve kagit hamuru endustrisinde kullaniimasina
yonelik bir intiyag vardir. Ek olarak kagit ve kagit hamuru endustrisinde kullanigh bir
enzim klorin dioksit gibi agartma kimyasallarina yonelik ihtiyaci azaltacaktr.
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BULUSUN OZETi

Bulusg ksilanaz aktivitesine sahip olan orn, dahili B-1,4-ksilosidik baglan veya endo- B-
1,4-glukanaz badglarini katalize eden enzimler ve bunlarn kodlayan nukleik asitler,
bunlari iceren vektorler ve hucreler, bu ksilanaz kodlayan nukleik asitleri amplifiye
etmek ve tanimlamak i¢in problar ve bu polipeptitleri ve peptitleri yapmak ve kullanmak

igin yontemler saglar.

Ornegin bulus bir adag, agac urunu, kagit hamuru, kadit uranu veya atik kagitta dahili
B-1,4-ksilosidik baglan veya endo- f3-1,4-glukanaz baglarini hidrolize etmek igin
ksilanaz aktivitesine sahip olan enzimler ve bunlar igeren bilesimler ve yontemler
saglar. Bir yonde ksilanaz aktivitesi ksilanin katalize edilmesini, orn, bir lineer
polisakkarit beta-1,4-ksilanin bir ksiloza ayrigmasini icermektedir. Dolayisiyla bulus bir
ksilan iceren bilesimin vefveya bitkilerin hucre duvarinin onemli bir bileseni olan bir

hemiselulozun pargcalanmasina yonelik yontemler ve iglemler saglar.

Bulus hucreler, bitkiler ve/veya agdag veya agac urunleri, atik agac, kagit hamuru, kagit
urunleri veya atik kagit veya yan urunler dahil olmak uzere herhangi bir organik
maddede hemiselulozu hidrolize etmek icin enzimler, bilesimler, yontemler ve islemler

saglar.

Baska bir yonde bulus bir ksilanaz aktivitesine sahip olan lignoseluolitik (lignoselulozik)
aktiviteye, orn, bir ligninolitik ve selulotiik aktiviteye sahip olan polipeptitleri ve bunlar
kodlayan nukleik asitleri ve bunlari yapmaya ve kullanmaya yonelik yontemleri sadlar.
Bulus herhangi bir biyokutlenin orn, bir lignoselulozik kalintinin fermente edilebilen
sekerlere veya polisakkaritlere biyolojik cevrimine yonelik enzimler saglar ve bu
sekerler veya polisakkaritler etanol, propanol, butanol ve/veya metanol gibi alkollerin
uretimi igin ve yakitlarin, orn, sentetik sivilar veya singaz gibi gazlar benzeri biyolojik

yakitlarin uretiminde bir kimyasal ham madde olarak kullanilabilir.

Bir yonde bulusun enzimleri substrat hidroliz (orn, bir lignoselulozik kalinti, seluloz,
Kuspe) islemini gelistirmek icin yuksek bir katalitik hiza sahiptir. Katalitik hizdaki bu
artan verimlilik orn, bir biyolojik yakit veya etanol, propanol, butanol ve/veya metanol
gibi bir alkol yapmak icin endustriyel, tannm veya medikal uygulamalarda faydal
olabilen sekerleri veya polisakkaritleri Uretmekte artan bir verimlilige neden olur. Bir

yonde bulusun enzimlerini kullanarak hidroliz vasitasiyla uretilen sekerler alkol (orn,
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etanol, propanol, butanol ve/veya metanol) uretimi ve/veya yakit (orn, biyolojik yakit)

uretimi icin mikroorganizmalar araciigiyla kullanilabilir.

Bulus bulusun azalan enzim maliyetlerine, orn, biyokutle ila biyolojik yakit cevrim
islemlerinde azalan maliyetlere sahip olan enzimlerini kullanarak endustriyel, tarimsal
veya medikal uygulamalar: orn, biyokutle ila biyolojik yakit sadlar. Dolayisiyla bulus
herhangi bir biyokutleden bir biyoloji alkol iceren sentetik, sivi veya gaz yakitlar dahil
olmak Uzere biyolojik alkoller, biyolojik yakitlar ve/veya biyolojik yakit (orn, biyoetanol-
, propanol-, butanol- ve/veya metanol-) igeren bilesimler uretmek igin verimli islemler

saglar.

Bir yonde bulusun enzim “kokteylleri” dahil olmak tizere (“kokteyller” bu bulusun en az
bir enzimini igeren enzimlerin kanigimlar anlamina gelmektedir) bulusun enzimleri bir
lignoselulozik biyokutlenin ana bilesenlerini veya seluloz vefveya hemiseluloz
(lignoselulozik biyokutle ayrica lignin icermektedir), orn, tohumlar, tahillar, kékleri, bitki
atigi (orn, saman veya haniz, orn, bir piring hanizi veya bir bugday hanizi veya
herhangi bir tahil bitkisinin kuru govdesi) veya endustriyel isleme veya gida isleme yan
urunlerini (orn, hanizlar), misir (iceren herhangi bir bilesimi (misir kocani ve benzerleri
dahil olmak Uzere), otlar (6rn, Hindistan otu drnegin Sorghastrum nutans veya dalli
dan 6rnegin Panicum virgatum), agac¢ (agag¢ kabugu parcalar dahil olmak Uzere, atik
agac gibi atiklarin islenmesi), kagit, kagit hamuru, geri donusturulmus kagit (orn,
gazete) iceren herhangi bir bilesimi hidrolize etmek icin kullaniimakta olup, ayrica bir
tek cenekli veya bir ¢ift cenekli bitki veya bir tek ¢enekli misir, seker pancar veya
bunlarin pargalarini (orn, kamisin ustunu), pirinci, buddayi, arpayi, dalli dariyi
veya Miscanthus veya bir ¢ift cenekli yag tohumu mahsullunu, soyayi, kanolayi, keteni,
palm yagini, seker pancarini, kolza tohumunu, yemisi, pamugu, kavagi, aci baklayi
veya adag atigi gibi agac islemede, kadit hamuru ve/veya kagit endustrisinde, tekstil
uretiminde ve ev esyalarinda ve endustriyel temizleme ajanlarinda ve/veya biyokutle

atigi islemedeki agac veya agac isleme yan urunlerini icermektedir.

Bir yonde bulusun enzimleri 3-1,4-bagli glikoz kKisimlarinin lineer bir zincirini iceren
selulozu velveya bitkiden bitkiye degisiklik gosteren bir kompleks yapi olarak
hemiselulozu hidrolize etmek igin kullanilir. Bir yonde bulugun enzimleri arabinoz,
galaktoz, glukuronik asit ve/veya mannozun aralikli bolumleriyle B-1,4-badli ksilozun
bir omurgasini iceren hemiselulozlan hidrolize etmek igin kullanilir. Bir yonde bulusun

enzimleri ksiloz Uzerinde asetil gruplar ve arabinoz Uzerinde ferulik asit esterleri gibi
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karbonhidrat olmayan bilesenleri iceren hemiselulozu hidrolize etmek icin kullanihir. Bir
yonde bulusun enzimleri lignine kovalent olarak baglanan ve/veya diger hemiseluloz
sarmallarina diferulat capraz baglarn aracihdiyla kenetlenen hemisellulozlar hidrolize

etmek igin kullanilir.

Bir yonde bulusun bilesimleri ve yontemleri biyokutlenin enzimatik parcalanmasinda
kullanilir ve selulazlar ve hemiselulazlar dahil olmak Uzere birgok farkh enzimin
kullanimini icerebilir. Bulugsu uygulamak icin kullanilan lignoselulozik enzimler selulozu
likoz dahil monomeril sekerlere parcalayabilir. Bir yonde bulusu uygulamak igin
kullanilan bilegsimler enzimlerin, orn, glikosil hidrolazlar, glikoz oksidazlar, ksilanazlar,
ksilosidazlar (orn, B-ksilosidazar), sellobiohidrolazlar ve/veya arabinofuranosidaziar
veya hemiselulozu monomer sekerlere pargalayabilen dider enzimlerin karigsimlarini
igerebilir. Bulusun kansimlar bu bulugun enzimlerini igerebilir veya sadece bunlardan
olusabilir veya bu bulusun en az bir enzimini ve ayrica bir lignoselulozik enzim ve/veya
baska bir enzim olabilen baska bir enzimi igerebilir.

Alternatif uygulamalarda bulus en az bir koruyucu amino asit ornatimina sahip olan ve
kendi ksilanaz aktivitesini koruyan polipeptitler (ve bunlan kodlayan nukleik asitler)
saglar veya burada en az bir koruyucu amino asit ornatimi bir amino asidin benzer
ozelliklerde bagka bir amino asitle ornatimini icerir veya bir koruyucu ornatim bir alifatik
amino asidin bagka bir alifatik amino asitle yer degistirmesini; bir Serin ile bir Treoninin
yer degistirmesini veya tersini; bir asidik kalintiyla bagka bir asidik kalintinin yer
degdistirmesini; bir amid grubu tagiyan bir kalinti ile bir amid grubu tagiyan baska bir
kalintinin dedistiriimesini; bir bazik kalint ile bagka bir bazik kalintinin degisimini veya

bir aromatik kalinti ile bagka bir aromatik kalintinin yer degistirmesini icerir.

Alternatif uygulamalarda bulus bir ksilanaz aktivitesine sahip olan ancak bir sinyal
sekansindan, bir prepro alanindan, bir dokkerin alanindan vefveya bir karbonhidrat
baglama modulunden (CBM) muaf olan polipeptitler saglar ve bir yonde karbonhidrat
baglama modulu (CBM) bir ksilan baglama modulu, bir seluloz baglama modulu, bir
lignin badlama modulu, bir ksiloz badlama modulu, bir mannaz baglama modulu, bir
ksiloglukana dzgu modul ve/veya bir arabinofuranosidaz baglama modulu icerir veya

bunlardan olusur.

Alternatif uygulamalarda bulus ayrnica bir heterolog sekans igceren bir ksilanaz
aktivitesine sahip olan polipeptitler saglar ve bir yonde heterolog sekans (i) bir
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heterolog sinyal sekansini, bir heterolog karbonhidrat baglama modulunt, bir heterolog
dokkerin alanini, bir heterolog katalitik alani (CD) veya bunlarin bir kombinasyonunu;
(i) (iiynin sekansini, burada heterolog sinyal sekansi, karbonhidrat baglama modulu
veya katalitik alan (CD) bir heterolog enzimden turetilir veya (iii) bir etiketi, bir epitopu,
bir hedef peptiti, bir yarilabilen sekansi, bir tespit edilebilir kismi veya bir enzimi
kodlayan bir sekansi icerir veya bunlardan olugur ve bir yonde heterolog karbonhidrat
baglama molekulu (CBM) bir ksilan badlama modull, bir seluloz baglama modulu, bir
lignin badlama modulu, bir ksiloz badlama modulu, bir mannaz baglama modulu, bir
ksiloglukana 6zgu modul ve/veya bir arabinofuranosidaz baglama modulu igerir ve bir
yonde heterolog sinyal sekansi kodlanmig proteini bir vakuole, endoplazmik

retikuluma, bir kloroplasta veya bir nigsasta granulune hedefler.

Bulus bir ksilanaz aktivitesine sahip olan en az bir polipeptiti kodlayan bir nukleik asit
iceren izole edilmis, sentetik veya rekombinant nukleik asitler saglamakta olup, burada
nukleik asit (i) SEK ID NO: 383 veya (ii) SEK ID NO: 481'in sekansini igerir.

Bir yonde (istege bagl olarak) sekans ozdeslikleri bir sekans karsilastirma algoritmasi
ile analiz vasitasiyla veya gorsel bir incelemeyle belirlenir ve bir yonde (istege bagh
olarak) sekans karsilastirma algoritmasi bir filtreleme duzeneginin blastall -p blastp -d
"nr pataa" -F F olarak ayarlandii ve butun diger opsiyonlarin on tanimh ayarlandig
bir BLAST surum 2.2.2 algoritmasidir.

Bulug bir ksilanaz aktivitesine sahip olan en az bir polipeptiti kodlayan bir nukleik asit
iceren izole edilmig, sentetik veya rekombinant nukleik asitler saglamakta olup, burada
polipeptit (i} SEK ID NO: 384 veya (ii) SEK ID NO: 482'nin sekanslarini igerir.

Bulus bulusun nukleik asit sekanslari tamamen tamamlayici sekanslarn (tamamlayici
(kodlamayan) ve kodlama sekanslar ayrica bundan sonra birlikte bulusun nukleik asit
sekanslari olarak anilacaktir) iceren izole edilmis, sentetik veya rekombinant nukleik

asitler saglar.

Bulus ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti kodlayan izole edilmig, sentetik
veya rekombinant nukleik asitler saglamakta olup, burada nukleik asit bulusun ornek
bir sekansinin veya bulusun herhangi bir sekansinin en az bir sekans modifikasyonuna

sahiptir.

Bulus ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti kodlayan izole edilmis, sentetik
veya rekombinant nukleik asitler saglamakta olup, burada nukleik asit bulugun ornek
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bir nukleik asidinin en az bir sekans modifikasyonuna sahiptir, burada sekans
modifikasyonu en az asa§idaki degisikliklerin birini, ikisini, ugunu, dordunu besini,
altisini, yedisini, sekizini, dokuzunu, onunu, on birini, on ikisini, on ugunu, on dordunu,
on besini, on altisini, on yedisini, on sekizini, on dokuzunu veya tamamni igerir: SEK
ID NO: 383'un 10 ila 12 kalintisinin es dederindeki nukleotitleri CCT, TTA, TTG, CTC,
CTA veya CTGye degistirilir, SEK ID NO: 383:un 25 ila 27 kalintisinin es degerindeki
nukleotitleri CCC, CCG, CCA veya CCT'ye degistirilir, SEK ID NO: 383'Un 28 ila 30
kalintisinin es dederindeki nukleotitleri TCA; TCC, TCT, TCG, AGT veya AGCye
degistirilir, SEK ID NO: 383'un 37 ila 39 kalintisinin es dederindeki nukleotitleri TTT
veya TTC'ye degistirilir, SEK ID NO: 383'Un 37 ila 39 kalintisinin es degerindeki
nukleotitleri ATA, ATT veya ATC'ye degistirilir, SEK ID NO: 383'Un 37 ila 39 kalintisinin
es degerindeki nuikleotitleri TGG'ye degistirilir, SEK ID NO: 383'Un 40 ila 42 kalintisinin
es degerindeki nukleotitleri CAC veya CAT e dedistirilir, SEK ID NO: 383'Un 52 ila 54
kalintisinin es degerindeki nukleotitleri TTC veya TTT'ye degistirilir, SEK ID NO:
383'un 73 ila 75 kalintisinin es degerindeki nukleotitleri GAG veya GAA'ya degistirilir,
SEK ID NO: 383'un 73 ila 75 kalintisinin es degerindeki nukleotitleri CCC, CCG, CCA
veya CCT'ye degistirilir, SEK ID NO: 383'un 88 ila 90 kalintisinin es deerindeki
nukleotitleri GTG, GTC, GTA veya GTT ye degistirilir, SEK ID NO: 383'un 100 ila 102
kahintisinin es dederindeki nikleotitleri TGT veya TGC'ye degistirilir, SEK ID NO:
383°un 100 ila 102 kalintisinin es dederindeki nukleotitleri CAT veya CAC’e degistirilir,
SEKID NO: 383'un 100 ila 102 kalintisinin es dederindeki nukleotitleri TTG, TTA, CTT,
CTC, CTA veya CTG'ye degistirilir, SEK ID NO: 383'un 103 ila 105 kalintisinin e$
degerindeki nukleotitleri GAG veya GAA'ya degistirilir, SEK ID NO: 383'un 103 ila 105
kalintisinin es degerindeki nukleotitleri GAT veya GAC'ye degistirilir, SEK ID NO:
383:un 211 ila 213 kahintisinin es degderindeki nukleaotitleri CA, ACT, ACC veya ACG'ye
degistirilir, SEK ID NO: 383'un 211 ila 213 kalintisinin es degerindeki nukleotitleri TGT
veya TGC ye degistirilir veya SEK ID NO: 383'un 508 ila 582 kalintisinin es dederindeki
nukleotitleri CAT veya CAC:ye dedistirilir.

Bulus ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti kodlayan izole edilmig, sentetik
veya rekombinant nukleik asitler saglamakta olup, burada nukleik asit SEK ID NO:
383°Un en az bir sekans maodifikasyonuna veya SEK ID NO: 383'Un en az bir sekans
modifikasyonunun es degerine sahiptir ve SEK ID NO: 383'un en az bir modifikasyonu
10 ila 12 kahntilarindaki niiklectitlerin CCT, TTA, TTG, CTC, CTA veya CTG oldugu,
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25 ila 27 kalintilarindaki nukleotitlerin CCC, CCG, CCA veya CCT oldugu, 28 ila 30
kalintilarindaki nukleotitlerin TCA, TCC, TCT, TCG, AGT veya AGC oldugu, 37 ila 39
kalintilarindaki nukleotitlerin TAC veya TAT oldugu, 37 ila 39 kalintilarindaki
nukleotitlerin ATA, ATT veya ATC oldudu, 37 ila 39 kalintilarindaki nukleotitlerin TGG
oldugu, 52 ila 54 kalntilarindaki nukleotitlerin TTC veya TTT oldugu, 73 ila 75
kalintilarindaki nukleotitlerin GAG veya GAA oldugu, 73 ila 75 kalntilarindaki
nukleotitlerin CCC, CCG, CCA veya CCT oldugu, 88 ila 90 kalintilarindaki nukleotitlerin
GTG, GTC, GTA veya GTT oldugu, 100 ila 102 kalintilarindaki nukleotitlerin TGT veya
TGC oldugu, 100 ila 102 kalintilarindaki nukleotitlerin TTG, TTA, CTT, CTC, CTA veya
CTG oldugu, 103 ila 105 kalintilarindaki nukleotitlerin GAG veya GAA oldugu, 103 ila
105 kahntilanindaki nukleotitlerin GAG veya GAA oldugu, 130 ila 105 kalintilarindaki
nukleotitlerin GAT veya GAC oldugu, 211 ila 213 kalintilarindaki nuikleotitlerin ACA,
ACT, ACC veya ACG oldudu, 211 ila 213 kalintilarindaki nukleotitlerin TGT veya TGC
oldugu veya 508 ila 582 kalintilarindaki nuklectitlerin CAT veya CAC oldugu bir
degisikligi icerir. Alternatif yonlerde sekans modifikasyonu degisimlerin en az ikisini,
degisimlerin en az ugunu, degisimlerin en az dordunu, degisimlerin en az besini,
degisimlerin en az altisini, yedisini, sekizini, dokuzunu, onunu, on birini, on ikisini, on
ugunu, on dordunu, on besini, on altisini, on yedisini, on sekizini, on dokuzunu veya

tamamini igerir.

Patent hakki bildirimi ayrica bunlarin “X14” modulunu yeni bir ksilanaz alt dizisi veya
iceren bir kladini kodladigi yaygin bir yenilikle enzim kodlayan nukleik asitler saglar (J
Bacteriol. 2002 August; 184(15). 4124-4133). Patent hakki bildirimi ayrica bunlarin
“X14” modulunu yeni bir ksilanaz alt dizisi veya iceren bir kladini kodladidi yaygin bir
yenilikle enzim kodlayan nukleik asitler saglar. Bu kladin X14 iceren ksilanaz
elemanlarn asagidaki Tablo 9°da listelenmistir. Yeni bir ksilanaz takimi asagidaki Tablo
9da listelenen kladin ksilanaz elemanlarini ve ilgili enzimleri (6rn, asagdidaki Tablo 9'da
listelendigi sekilde bulusun ornek bir enzimi ile bir sekans ¢zdesligine sahip olan

ksilanazlar) igerebilir.

Bulusun izole edilmis, sentetik veya rekombinant nukleik asitleri tarafindan kodlanan
polipeptitler bir ksilanaz aktivitesine sahiptir, 6rn, burada ksilanaz aktivitesi dahili $-1,4-
ksilosidik baglannin katalize edilmesini icerir; bir endo-1,4-beta-ksilanaz aktivitesini
icerir; daha kiguik molekuler agirlikh ksiloz ve ksilo-oligomer uretmek igin bir ksilan
veya bir arabinoksilanin hidrolize edilmesini igerir; bir 1,4-B-glikosit-bagl D-
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ksilopiranoz igeren bir polisakkaritin hidrolize edilmesini icerir; bir seluloz veya bir
hemiselulozun hidrolize edilmesini icerir; bir adag¢, agac urunu, kagit hamuru, kadit
urunu veya kagit atiginda bir seluloz veya bir hemiselulozun hidrolize edilmesini icerir;
bir besin veya bir gida urununde bir ksilanin veya bir arabinoksilanin hidrolizinin
katalize edilmesini icerir veya bir mikrobiyal huicre veya bir bitki hucresinde bir ksilanin
veya bir arabinoksilanin hidrolizinin katalize edilmesini icerir. Bir yonde ksilan aktivitesi
1,4-B-glikosit-badli D-ksilopiranozlari iceren polisakkaritlerin hidrolize edilmesini veya
hemiselulozlann hidrolize edilmesini, orn, bir adag¢, aga¢ urunu, kagit hamuru, kagit
urunu veya atik kagitta hemiselulozlann hidrolize edilmesini igerir. Bir yonde

arabinoksilan bir bugday arabinoksilani gibi bir tahil arabinoksilanidir.

Bir yonde ksilanaz aktivitesi ksilanlarin bir tahil tabanl hayvan yeminde, bir maya veya
bir birada, bir sut veya bir sut Urliniinde, bir meyve veya bir sebzede hidrolizinin katalize
edilmesini icerir. Bir yonde ksilanaz aktivitesi ksilanlarin bir mikrobiyal hucrede veya
bir bitki huicresinde hidrolizinin katalize edilmesini icerir.

Ksilanaz aktivitesi 1siya dayanikli olabilir, orn, burada polipeptit yaklasik 1 T ila
yaklasik 5 T arasinda, yaklasik 5 T ila yaklasik 15 T arasinda, yaklasik 15 T ila
yaklasik 25 T arasinda, yaklasik 25 T ila yaklasik 37 T arasinda, 37 Cila 95 T
veya yaklasik 55 T ila yakla sik 85 T arasinda veya yakla sik 70 T ila yakla sik 75 T
arasinda veya yaklasik 70 T ila yakla sik 95 T arasinda, yakla sik 90 T ila yakla sik
95 T arasinda, yakla sik 95 T ila yakla sik 105 C arasinda veya yaklasik 95 T ila
yaklagik 110 C arasinda bir sicaklik arah @1 iceren kosullar altinda bir ksilanaz
aktivitesini korur. Polipeptit yaklasik 1 T ila yakla sik 5 T arasinda, yaklasik 5 T ila
yaklasik 15 C, yaklasik 15 T ila yakla sik 25 T arasinda, yakla sik 25 C ila yakla sik
37 T arasinda bir sicaklik arali @ini iceren kosullar altinda bir ksilanaz aktivitesini
koruyabilir veya bulusun polipeptitleri 90 C, 91 C, 92 C,93 T, 94 C ,95 C, 96 C,
97 €, 98 C,99 €,100 C, 101 C,102 C,103 T ,103,5 C, 104 C, 105 C, 107
T, 108 €, 109 T veya 110 T'ye kadar veya daha f azla sicakhiklarda aktiviteyi korur
veya bulusun polipeptitleri 90 T, 91 C,92C,93TC,94C ,957C, 96 C, 97 C, 98
C, 99 C, 100 C, 101 C, 102 C, 103 C, 103,5TC , 104 C, 105 C, 107 C, 108 C,
109 € veya 110 T'ye kadar veya daha fazla sicakli klara maruz kalmanin ardindan

aktiviteyi korur.

Bir yonde ksilanaz aktivitesi i1s1 toleranshdir, 6rn, burada protein 37 T'den fazlasi ila
yaklagik 95 T veya yakla sik 55 T ila yakla sik 85 T arasinda veya yakla sik 70 T ila
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yaklasik 75 T arasinda veya yakla sik 70 T ila yakla sik 95 T arasinda, yakla sik 90
T ila yakla $1k 95 T arasinda, yakla sik 95 T ila yakla sik 105 T arsinda veya yakla sik
95 T ila yakla sik 110 T arasinda bir sicakh §a maruz kalmasindan sonra bir ksilanaz
aktivitesini korur. Polipeptit yaklagik 1 T ila yakla sik 5 T arasinda, yaklasik 5 T ila
yaklasik 15 T arasinda, yaklasik 15 T ila yakla sik 25 T arasinda, yaklasik 25 T ila
yaklasik 37 T arasinda bir sicaklik aral g1 iceren kosullara maruz kalmasinin ardindan
bir ksilanaz aktivitesini koruyabilir. Bulusun polipeptitleri 20 C, 91 C, 92 C, 93 C, 94

C,95C,96 TC,97 C,98C,99C,100C, 101 €, 102 T, 103 T, 103.5 C, 104

T, 105 T, 107 €, 108 C, 109 € veya 110 T veya  daha fazla hir sicakliga maruz

kalmasinin ardindan bir ksilanaz aktivitesini koruyabilir.

Bulusun nukleik asitleri tarafindan kodlanan ksilanaz polipeptitleri yaklasik pH 6.5, pH
6, pH 5.5, pH 5, pH 4.5 veya pH 4 veya daha azini (daha asidik) iceren asidik kosullar
altinda aktiviteyi koruyabilir veya yaklasik pH 6.5, pH 6, pH 5.5, pH 5, pH 4.5 veya pH
4 veya daha azini (daha asidik) iceren asidik kosullara maruz kalmasinin ardindan bir
ksilanaz aktivitesini koruyabilir veya yaklasik pH 7, pH 7.5 pH 8.0, pH 8.5, pH 9, pH
9.5, pH 10, pH 10.5, pH 11, pH 11.5, pH 12, pH 12.5 veya daha fazlasini (daha bazik)
iceren bazik kosullar altinda aktiviteyi koruyabilir veya yaklagik pH 7, pH 7.5 pH 8.0,
pH 8.5, pH 9, pH 9.5, pH 10, pH 10.5, pH 11, pH 11.5, pH 12, pH 12.5 veya daha
fazlasini (daha bazik) iceren bazik kosullara maruz kalmasinin ardindan bir ksilanaz
aktivitesini koruyabilir. Bulusun nukleik asitleri tarafindan kodlayan polipeptitler en az
yaklagik 80 C, 81 C,82C,83C,84C,85C, 86T, 87 T,88%C, 89T, 90 T,
91T ,92T ,93C,94C,95C,96C,97C, 98,99 T, 100 C, 101 €T, 102
C, 103 C, 103.5 C, 104 C, 105 C, 107 C, 108 ° C, 109 T veya 110 T veya daha
fazla bir sicaklikta ve en az yaklasik pH 7.5 pH 8.0, pH 8.5, pH 9, pH 9.5, pH 10, pH
10.5, pH 11, pH 11.5, pH 12, pH 12.5 veya daha fazla (daha bazik) bir bazik pH'ta
aktiviteyi koruyabilir.

Bulus bulusun bir sekansini iceren bir nukleik asidi igeren ekspresyon kasetleri,
klonlama araglan veya bir vektor (orn, ekspresyon vektoru) sadlar. Klonlama araci bir
viral vektor, bir faj, bir plazmid, bir kozmid, bir fosmid, bir bakteriyofaj veya bir yapay
kromozom icerebilir. Viral vektor bir adeno vektor, bir retroviral vektor veya bir adeno
iligkili viral vektor icerebilir. Klonlama araci bir bakteriyel yapay kromozom (BAC), bir
bakteriyofaj P1- turevi vektor (PAC), bir maya yapay kromozomu (YAC) veya bir
memeli yapay kromozomu (MAC) iceren bir yapay kromozom igerebilir.
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Bir ksilanaz aktivitesi olan bir polipeptiti kodlayan bir nukleik asidi tanimlamaya yonelik
nukleik asit problari bulusun ornek bir sekansini veya bulugsun herhangi bir sekansini
iceren bir nukleik asidin en az yaklasik 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, &5, 60, 65,
70, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300 veya daha fazla ardigik bazin
icerebilmekte olup, burada istege bagh olarak prob en az yaklasik 10 ila 300, yaklasik
25 ila 250, yaklasik 10 ila 50, yaklasik 20 ila 60, yaklasik 30 ila 70, yaklasgik 40 ila 80,
yaklasik 60 ila 100 veya vyaklasik 50 ila 150 arasinda ardisik baz igceren bir

oligonukleotit icerir.

Bir ksilanaz aktivitesini kodlayan bir nukleik asidi amplifiye etmeye yonelik
amplifikasyon primer ciftleri bulusun ornek bir sekansini veya bulugsun herhangi bir
sekansini (burada tanimlandigi gibi) veya bunun bir alt sekansini iceren bir nukleik
asidi amplifiye edebilmekte olup, burada istege bagll olarak amplifikasyon primer
sekans ciftinin bir elemani sekansin en az yaklasik 10 ila 50 ardisik bazini veya
sekansin yaklasik 10, 11, 12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 veya daha fazla ardisik bazini iceren bir oligonukleotiti
icerir. Primer c¢ifti bulusun o6rnek bir sekansinin veya bulusun herhangi bir sekansinin
(burada tanimlandidi sekliyle) yaklasik birinci (5°) 10, 11, 12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 veya daha fazla kalintisi
tarafindan belirtilen bir sekansa sahip olan bir birinci elemani ve birinci elemanin
tamamlayici sarmalinin yaklasik birinci (5') 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 veya daha fazla kalintis
tarafindan belirtilen bir sekansa sahip olan bir ikinci elemani icerebilir.

Ksilanaz- veya bir glukanaz-kodlayan nukleik asitler bu tur bir amplifikasyon primer ¢ifti
kullanarak bir polinukleotitin amplifikasyonu vasitasiyla olusturulabilmekte olup,
burada istege bagl olarak amplifikasyon polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) vasitasiyla
olur. Nukleik asit bir gen kutuphanesinin amplifikasyonu vasitasiyla olusturulabilir ve
istede bagh olarak gen kutuphanesi bir gevresel kituphanedir. |zole edilmis, sentetik
veya rekombinant ksilanazlar bu tur bir amplifikasyon primer cifti kullanarak bir
polinukleotitin amplifikasyonu ile Uretilen bir ksilanaz- ve/veya bir glukanaz-kodlayan
nukleik asit vasitasiyla kodlanabilir. Bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti
kodlayan bir nukleik asidi amplifiye etmeye iligki yontemler bir sablon nukleik asidin
bulugun &rnek bir sekansini veya bulusun herhangi bir sekansini (burada tanimlandigi
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sekliyle) veya bunun bir alt sekansini amplifiye edebilen bir amplifikasyon primer
sekansla amplifikasyon adimini igerebilir.

Bulus bulusun bir sekansini igeren bir nukleik asit iceren ekspresyon kaseti, bir vektor
veya bir klonlama araci saglamakta olup, burada istege bagli olarak klonlama araci bir
viral vektor, bir plazmid, bir faj, bir fajemid, bir kozmid, bir fosmid, bir bakteriyofaj veya
bir yapay kromozom icerir. Viral vektor bir adenovirus vektoru, bir retroviral vektor veya
bir adeno iligkili viral vektor icerebilir veya yapay kromozom araci bir bakteriyel yapay
kromozom (BAC), bir bakteriyofaj PI- turevi vektor (PAC), bir maya yapay kromozomu

(YAC) veya bir memeli yapay kromozomu (MAC) iceren bir yapay kromozom icerebilir.

Bulus bulusun bir nukleik asidini veya vektorunt veya bulusun bir ekspresyon kasetini
veya klonlama aracini igeren donusturulmus hucreler saglar. Donusturulmus hucre bir
bakteriyel hucre, bir memeli hiicresi, bir mantar hucresi, bir maya hucresi, bir bocek

hucresi veya bir bitki hucresi olabilir.

Bulus bulusun bir sekansini igeren transjenik insan olmayan hayvanlar saglar.
Transjenik insan olmayan hayvan bir fare, bir sican, bir tavsan, bir koyun, bir domuz,
bir tavuk, bir keci, bir balik, bir kopek veya bir inek olabilir. Bulus bulusun bir sekansini
iceren transijenik bitkiler saglamakta olup, orn, burada bitki bir misir bitkisi, bir sorgum
bitkisi, bir patates bitkisi, bir domates bitkisi, bir bugday bitkisi, bir yag tohumu bitkisi,
bir kolza tohumu bitkisi, bir soya fasulyesi bitkisi, bir piring bitkisi, bir arpa bitkisi, bir
gim veya bir tutun bitkisidir. Bulug bulugun bir sekansini iceren transjenik tohumlar
saglamakta olup, orn, burada tohum bir misir tohumu, bir bugday tanesi, bir yag
tohumu, bir kolza tohumu, bir soya fasulyesi tohumu, bir palm tanesi, bir aygicegdi
tohumu, bir susam tohumu, bir piring, bir arpa, bir yemis veya bir tutun bitkisi

tohumudur.

Antisens oligonukleoctitler bulusun bir sekansi (orn, bulusun ornek sekanslar dahil
olmak Uzere) veya bunun bir alt sekansi icin kati kosullar altinda hibritlenebilen veya
bunlara tamamlayici bir nukleik asit sekansini icerebilmekte olup, burada istede bagh
olarak antisens oligonukleotit uzunlukga yaklasik 10 ila 50, yaklasik 20 ila 60, yaklagik
30 ila 70, yaklasik 40 ila 80 veya yaklasik 60 ila 100 baz arasindadir ve istege bagli
olarak kati kosullar yaklagik 65 T’lik bir sicaklikta yakla sik 15 dakika boyunca 0.2X

SSC'de bir yikama igeren bir yikama adimi icerir.
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Bir hucrede bir ksilanaz mesajinin gevrilmesini inhibe etme yontemleri bulusun bir
sekansi (orn bulusun ornek sekanslan dahil olmak uzere) igin kati kosullar altinda
hibritlenebilen veya buna tamamlayici bir nukleik asit sekansi iceren bir antisens

oligonukleotiti hucreye uygulamayi veya hucrede eksprese etmeyi igcerebilir.

Cift sarmall inhibitor RNA (RNAI) molekulleri bulusun bir sekansinin (érn, bulusun
ornek sekanslarn dahil olmak uzere) bir alt sekansini icerebilir. Cift sarmalli inhibitor
RNA (RNAI) molekulu uzunlukea yaklasik 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 veya 30 veya daha fazla ¢ift yonlu nukleotit olabilir. Bir
hiicrede bir ksilanazin ekspresyonunu inhibe etme yontemleri bir cift sarmalli inhibitor
RNA'nin (iRNA) hucreye uygulanmasini veya hicrede eksprese edilmesini
icerebilmekte olup, burada RNA bulusun bir sekansinin (orn, bulusun ornek sekanslari
dahi olmak Uizere) bir alt sekansini icerir.

Bulus izole edilmis, sentetik veya rekombinant polipeptitler veya bir ksilanaza o0zgu bir
immun tepki olusturabilen bir ksilanaz aktivitesine sahip olan polipeptitler (orn, bir
epitop) saglamakta olup, (i) SEK ID NO: 384 veya SEK ID NO:; 482 sekansina sahip
olan bir amino asit sekansi icerir. Bulusun polipeptit veya peptit sekanslari burada
aciklanan bir antikor tarafindan spesifik olarak baglanan polipeptitleri veya peptitleri
(orn, epitoplar) veya patent hakki bildiriminin bir antikorunu uretebilen polipeptitleri

veya peptitleri icerir.

Bulusun gesitli ksilanaz enzimleri SEK ID NO: 384'un (U¢ amino asit kalintisi daha
sonra SEK ID NO: 382'nin polipeptitinin karboksi terminal ucundan uzaklagtiriimig
olup, bu da SEK ID NO: 384 ile sonugclanmistir) ve SEK ID NO: 482'nin sekanslarini
icerir (bkz, asagi). Bulus ksilanaz aktivitesine sahip olan izole edilmisg, sentetik veya
rekombinant polipeptitler saglamakta olup, burada polipeptit bulusun ornek bir
sekansinin bir sekans modifikasyonunu iceren bir sekansa sahiptir, burada sekans
modifikasyonu su degisimlerin en az birini, ikisini, ugunu, dordunu, besini, altisini,
yedisini, sekizini, dokuzunu, onunu, on birini, on ikisini, on ugunu, on dordunu, on
besini, on altisini, on yedisini, on sekizini, on dokuzunu veya tamarmni igerir: SEK ID
NO: 384'un 4 kalintisindaki treoninin es degerindeki amino asit losindir, SEK ID NO:
384°'Un 9 kalintisindaki serinin es dederindeki amino asit prolindir, SEK ID NO: 384°'Un
10 kalintisindaki glutaminin es degerindeki amino asit serindir, SEK ID NO: 384'un 13
kalintisindaki treoninin es degerindeki amino asit fenilamindir, SEK ID NO: 384'un 13
kalintisindaki treoninin es degerindeki amino asit tirozindir, SEK ID NO: 384'Un 13
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kalintisindaki treoninin es degerindeki amino asit izolosindir, SEK ID NO: 384'un 13
kalintisindaki treoninin es degerindeki amino asit triptofandir, SEK ID NO: 384°un 14
kalintisindaki asparjinin es degerindeki amino asit histidindir, SEK ID NO: 384'un 18
kalintisindaki tirozinin es dederindeki amino asit fenilalanindir, SEK ID NO: 384'un 25
kalintisindaki serininin es degerindeki amino asit glutamik asittir, SEK ID NO: 384°Un
25 kalintisindaki serininin es degerindeki amino asit prolindir, SEK ID NO: 384'un 30
kalintisindaki asparijinnin es dederindeki amino asit valindir, SEK ID NO: 384'Un 34
kalintisindaki glutaminin es dederindeki amino asit sisteindir, SEK ID NO: 384'0n 34
kalintisindaki glutaminin es degerindeki amino asit histidindir, SEK ID NO: 384°un 34
kalintisindaki glutaminin es dederindeki amino asit histidindir, SEK ID NO: 384'Un 34
kalintisindaki glutaminin es degerindeki amino asit 10sindir, SEK ID NO: 384'un 35
kalintisindaki serinin es degerindeki aming asit glutamik asittir, SEK ID NO: 384-un 71
kalintisindaki serinin es dederindeki amino asit treonindir, SEK ID NO; 384'un 71
kalintisindaki serinin es degerindeki amino asit sisteindir veya SEK |ID NO: 384'Un 194

kahntisindaki serinin es degerindeki amino asit histidindir,

Bulus ksilanaz aktivitesine sahip olan izole edilmis, sentetik veya rekombinant
polipeptitler saglamakta olup, burada polipeptit SEK ID NO: 384'Un amino asit sekansi
icin asa@idaki degisikliklerin birini veya daha fazlasini iceren bir sekansa sahiptir:
amino asit pozisyonu 4'teki treonin losindir; amino asit pozisyonu 9:daki serin prolindir;
amino asit pozisyonu 10°daki glutamin serindir; amino asit pozisyonu 13:teki treonin
tirozindir; amino asit pozisyonu 13'teki treonin izolosindir; amino asit pozisyonu 13'teki
treonin triptofandir; amino asit pozisyonu 14'teki asparjin histidindir;, amino asit
pozisyonu 18deki tirozin fenilalanindir; amino asit pozisyonu 25teki serin glutamik
asittir; amino asit pozisyonu 25teki serin prolindir; amino asit pozisyonu 30'daki
asparjin sisteindir;, amino asit pozisyonu 34'teki glutamin sisteindir; amino asit
pozisyonu 4-teki glutamin histidindir; amino asit pozisyonu 34'teki glutamin losindir;
amino asit pozisyonu 35'teki serin glutamik asittir;, amino asit pozisyonu 4'teki serin
aspartik asittir, amino asit pozisyonu 71:deki serin treonindir; amino asit pozisyonu
71°deki serin sisteindir veya amino asit pozisyonu 194-teki serin histidindir. Alternatif
yonlerde sekans modifikasyonu degisimlerin en az ikisini, degisimlerin en az tgunu
icerir veya sekans degisimi degisimlerin en az dordunu, degdisimlerin en az besini,

dedisimlerin en az altisini, yedisini, sekizini, dokuzunu, onunu, on birini, on ikisini, on
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ugunu, on doérdunu, on besini, on altisini, on yedisini, on sekizini, on dokuzunu veya

tamamini icerir.

Bulusun izole edilmis, sentetik veya rekombinant peptitleri bir ksilanaz aktivitesine
sahiptir, orn, burada ksilanaz aktivitesi dahili B-1,4-ksilosidik baglarinin katalize
edilmesini icerir; bir endo-1,4-beta-ksilanaz aktivitesini icerir; daha kugcuk molekuler
agirhkl ksiloz ve ksilo-cligomer uretmek igin bir ksilan veya bir arabinoksilanin hidrolize
edilmesini icerir; bir 1,4-B-glikosit-bagli D-ksilopiranoz iceren bir polisakkaritin hidrolize
edilmesini icerir; bir seluloz veya bir hemiselulozun hidrolize edilmesini icerir; bir adac,
agag¢ urunu, kagit hamuru, kagit urunu veya kagit atiginda bir selluloz veya bir
hemiselulozun hidrolize edilmesini igerir; bir besin veya bir gida urununde bir ksilanin
veya bir arabinoksilanin hidrolizinin katalize edilmesini icerir veya bir mikrobiyal hucre
veya bir bitki hucresinde bir ksilanin veya bir arabinoksilanin hidrolizinin katalize
edilmesini icerir. Ksilan bir arabinoksilan, orn, bir suda ¢dézunebilen arabinoksilan, orn,

bir hamur veya bir ekmek Urunundeki bir suda ¢ozulebilen arabinoksilan igerebilir.

Bir yonde aktivite ornegin 1,4-B-glikosit-bagh D-ksilopiranozlar iceren polisakkaritlerin
hidrolize edilmesini veya hemiselulozlarin hidrolize edilmesini, rn, bir agac, adag¢
urunu, kagit hamuru, kagit urunt veya atik kagitta hemiselulozlarin hidrolize edilmesini
icerir.

Bir yonde ksilanaz aktivitesi polisakkaritlerin, orn, ksilanlarin bir tahil tabanli hayvan
yeminde, bir maya veya bir birada, bir sut veya bir sut urtinuinde, bir meyve veya bir
sebzede hidrolizinin katalize edilmesini icerir. Bir yonde ksilanaz aktivitesi ksilanlarin
bir mikrobiyal hucrede veya bir bitki hucresinde hidrolizinin katalize edilmesini icerir.

Bulug bulusun bir polipeptitini iceren ve bir sinyal sekansindan veya bir prepro
sekanstan muaf olan izole edilmig, sentetik veya rekombinant polipeptitler saglar.
Bulus bulusun bir polipeptitini igeren ve bir sinyal sekansindan veya bir heterolog sinyal
sekansina veya bir heterolog prepro sekansa sahip olan izole edilmis, sentetik veya
rekombinant polipeptitler saglar.

Bulusun bir polipeptiti bir miligram protein bagina yaklagik 100 ila yaklagik 1000 birim,
bir miligram protein basina yaklasik 500 ila yaklasik 750 birim, bir miligram protein
basina yaklasik 500 ila yaklagik 1200 birim, bir miligram protein basina yaklagik 750
ila yaklasik 1000 birim arasinda yaklasik 37 T'de spesifik bir aktivite iceren ksilanaz
aktivitesine sahip olabilir. Birimler kagit hamurunun 0,1 ila 20 birim/g olarak
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tanimlanabilmekte olup, burada asagida detayh sekilde aciklanan, Nelson Somogyi
analizinde agiklandidi sekliyle bir substrat olarak arabinoksilan kullanarak bir birim bir
mg enzim basina dakikada salinan ksilozun umolune esittir. Bulusun polipeptitleri bir
gram kagit hamuru basina yaklasik 0,05 ila 20 birim veya bir gram kagit hamuru basina
0,05, 0,10, 0,20, 0,30, 0,40, 0,50, 0,60, 0,70, 0,80, 0,90, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0,
4,5, 5,0, 55,6,0,6,5,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 veya 20 birim
arali§inda ksilanaz aktivitesine sahip olabilir {burada Nelson Somogyi analizinde
aciklandid) sekliyle bir substrat olarak arabinoksilan kullanarak bir birim bir mg enzim

basina dakikada salinan ksilozun umolune esittir).

Polipeptitlerin 1s1 toleransi yuksek bir sicaklia isitildiktan sonra 37 T'de spesifik
ksilanaz aktivitesinin en azindan yansinin korunmasini icerebilir. Isi toleransi yuksek
bir sicakhga isitildiktan sonra bir miligram protein basina yaklasik 500 ila yaklasik 1200

birim arahginda 37 T:de spesifik aktivitenin korunmasini icer ebilir.

Bulusun polipeptitleri en az bir glikosilasyon alani igerebilir veya ayrica bir polisakkarit
igerebilir. Glikosilasyon bir N-bagli glikosilasyon olabilir, orn, burada polipeptit bir P.
pastoris veya bir S. pombe eksprese edildikten sonra glikosilatlanabilir.

Bulusun polipeptitleri yaklagik pH 6.5, pH 6, pH 5.5, pH 5, pH 4.5 veya pH 4 veya daha
azini (daha asidik) iceren asidik kosullar altinda aktiviteyi koruyabilir veya yaklasik pH
6.5, pH 6, pH 5.5, pH 5, pH 4.5 veya pH 4 veya daha azin1 (daha asidik) iceren asidik
kosullara maruz kalmasinin ardindan bir ksilanaz aktivitesini koruyabilir veya yaklagik
pH7, pH7.5pH 8.0, pH 8.5, pH 9, pH 9.5, pH 10, pH 10.5, pH 11, pH 11.5, pH 12, pH
12.5 veya daha fazlasini (daha bazik) igeren bazik kosullar altinda aktiviteyi koruyabilir
veya yaklasik pH 7, pH 7.5 pH 8.0, pH 8.5, pH 9, pH 9.5, pH 10, pH 10.5, pH 11, pH
11.5, pH 12, pH 12.5 veya daha fazlasini (daha bazik) iceren bazik kosullara maruz
kalmasinin ardindan bir ksilanaz aktivitesini koruyabilir. Bulusun polipeptitleri en az
yaklasik 80 C,81C,82C, 83T, 84 C,85C,86 C, 87T, 6 88T, 89 T veya90
Tlik bir sicaklikta veya en az yaklasik pH 7.5 pH 8.0, pH 8.5, pH 9, pH 9.5, pH 10, pH
10.5, pH 11, pH 11.5, pH 12, pH 12.5 veya daha fazla bir bazik pH’ ta aktiviteyi
koruyabilir.

Bulus bulusun bir polipeptitini iceren protein preparasyonu saglamakta olup, burada

protein preparasyonu bir sivi, bir bulamag, bir kati veya bir jel igerir. Heterodimerler
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bulusun bir polipeptitini ve bir ikinci alani igerebilir. Ikinci alan bir polipeptit olabilir ve
heterodimer bir fuzyon proteinidir. ikinci alan bir epitop veya bir etiket olabilir.

Homodimerler veya heterodimerler bulusun bir polipeptitini icerebilir. iImmobilize
polipeptitler bulusun bir sekansini, bunun bir alt sekansini, bulugun bir nukleik asidi
tarafindan kodlanan bir polipeptiti veya bulusun bir polipeptitini ve bir ikinci alani iceren
bir polipeptiti icerebilmekte olup, 6rn, burada polipeptit bir hlicre, bir arag, bir lipozom,
bir film, bir membran, bir metal, bir recine, bir polimer, bir seramik, bir cam, bir
mikroelektrot, bir grafitik parcacik, bir ekmek, bir boncuk, bir jel, bir plaka, bir dizi, bir
kapiler tup, bir kristal, bir tablet, bir hap, bir kapsul, bir toz, bir aglomera, bir yuzey, bir
gozenekli yapi veya agac¢ kabugu parcalan, kagit hamuru, kagit ve bunlardan uretilen

malzemeler icinde veya Uzerinde hareketsiz hale getirilir.

Bulusun ksilanazlan tek basina veya ksilanaz vef/veya bir glukanaz ve selulaz,
mannaz, proteaz, lipaz, amilaz gibi baska hidrolitik enzimlerin veya lakkaz, peroksidaz,
katalaz, oksidaz veya reduktaz gibi redoks enzimlerinin karigimi (bir “kokteyli”) olarak
kullanilabilir veya formule edilebilir. Bunlar bir toz, bir liyofilize preparasyon, bir granul,
bir tablet, bir gubuk, bir kristal, bir kapsul, bir hap, bir pelet gibi bir kati formda veya bir
sulu solusyon, bir aerosol, bir jel, bir macun, bir bulamag, bir sulu/yag emulsiyonu, bir
krem, bir kapsul veya bir vezikuler veya misel suspansiyon gibi bir sivi formunda
formule edilebilir. Bulugun formulasyonlar agagidaki bilesenlerin herhangi birini veya
bir kombinasyonunu icerebilir: bir polietilen glikol, bir polivinil alkol, bir gliserol gibi
polioller, bir sukroz, bir sorbitol, bir trehaloz, bir glikoz, bir fruktoz, bir maltoz, bir
mannoz gibi bir seker, bir arap sakizi, bir karajenan, bir alginat, bir dekstran, bir
selulozik turev, bir pektin gibi bir jellestirici, bir sodyum klorur, bir sodyum sulfat, bir
amonyum sulfat, bir kalsiyum klorur, bir magnezyum klorur, bir ginko klorur, bir ¢inko
sulfat, bir yag asidinin veya bir yag asidi turevinin bir tuzu gibi bir tuz, bir EDTA, bir
EGTA, bir sodyum sitrat gibi bir metal selatorl, bir yagd asidi veya bir yag asidi turevi,
bir paraben, bir sorbat, bir benzoat gibi bir antimikrobiyal ajan, bir proteaz gibi bir
enzimin etkisini bloke etmek icin ilave bir module edici bilesik, bir BSA, bir bugday
hidrolizati, bir borat bilesigi, bir amino asit veya bir peptit gibi bir yan protein, uygun pH
veya sicaklik module edici bilesik, bir iyonik olmayan ve/veya bir iyonik deterjan gibi
bir emulgator, bir sistin/sistein, bir glutatyonin, oksitlenmis bir glutatyonin gibi bir redoks
ajani veya bir askorhik asit gibi bir antioksidan bilesik veya bir dagitici. Capraz baglama
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ve pegilasyon gibi protein modifikasyonu, yag asidi modifikasyonu, glikosilasyon ayrica
enzim stabilitesini gelistirmek icin kullanilabilir.

Diziler bulusun immobilize polipeptitini (polipeptitlerini) ve/veya nukleik asitlerini ve
bulugun bir immobilize oligonukleotitini iceren dizileri igerebilir. Enzimler, bunlarin
fragmanlari ve enzimleri kodlayan nukleik asitler veya bulusun problan ve bunlarin
fragmanlari bir kati destede sabitlenebilir ve bu uygulamalar bulugsun enzimlerinin ve
nukleik asitlerinin endustriyel, medikal, arastirma, farmasotik, gida ve yem ve gida ve
yem destegdi isleme ve diger uygulama ve islemlerde kullanimi ekonomik ve verimli
olabilir. Ornegin spesifik bir kimyasal reaksiyonda kullanilan bir enzim konsorsiyumu
veya kokteyli (veya bunlarin aktif fragmanlan) bir kati destege eklenebilir ve bir iglem
ficisina koyulabilir. Enzimatik reaksiyon meydana gelebilir. Daha sonra kati destek,
tekrar kullanim icin buraya sabitlenen enzimlerle birlikte ficidan cikartilir. izole edilis
nukleik asit bir kat destege sabitlenebilir. Kati destek bir jel, bir polimer, bir seramik,
bir cam, bir mikro elektrot ve bunlarin herhangi bir kombinasyonundan olusan gruptan
secilebilir.

Ornegin kullanish kati destekler jelleri icerir. Jellere iliskin bazi drnekler sefaroz, jelatin,
glutaraldehit, kitosan islenmis glutaraldehit, albumin-glutaraldehit, kitosan-Ksantan,
toyo inci jel (polimer jel), alginat, alginat-polilizin, karajenan, agaroz, glikosil agaroz,
manyetik agaroz, dekstran-agaroz, poli(Karbomoil Sulfonat) hidrojen, BSA-PEG
hidrojel, fosforlanmig polivinil alkol (PVA), monoaminoetil-N-aminoetil (MANA), amino
veya bunlarin herhangi bir kombinasyonunu icerir. Bagka bir faydali kati destek recine
veya polimerlerdir. Reginelere veya polimerlere iliskin bazi ornekler seluloz, akrilamid,
naylon, rayon, polyester, anyon degisim reginesi, AMBERLITE™ XAD-7,
AMBERLITE™ XAD-8, AMBERLITE™ |RA-94, AMBERLITE™ IRC-50, polivinil,
poliakrilik, polimetakrilat veya bunlarin herhangi bir kombinasyonunu igerir. Baska bir
faydal kati destek tipi seramiktir. Bazi ornekler gozenekli olmayan seramik, gdézenekli
seramik, SiO2, AlzQOs icerir. Baska bir faydal kati destek tipi camdir. Bazi 6rnekler
gozenekli olmayan cami, gozenekli cami, aminopropil cami veya bunlarin herhangi bir
kombinasyonunu igerir. Kullarilan baska bir kati destek turu bir mikro elektrottur. Bir
ornek polietilenimin kapl bir magnetittir. Grafitik parcaciklar bir kati destek olarak

kullanilabilir. Baska bir kati destek ornegi bir kirmizi kan hucresi gibi bir hucredir.

Enzimleri veya bunlann fragmanlarini veya nukleik asitleri bir kati destek uzerinde

hareketsiz hale getirmek icin teknikte uzman bir kisi tarafindan bilinen birgok yontem



10

15

20

25

30

19

vardir. Bu yontemlere iligkin bazi ornekler adzorpsiyon aracihdiyla, kovalent baglama
aracih@iyla, capraz baglama aracihgiyla, bir kimyasal reaksiyon veya iglem aracihigiyla,
kapsulleme araciigiyla, hapsetme araciligiyla, kalsiyum aljinat aracihigiyla veya poli
(2-hidroksietil metakrilat) araciligiyla kalsiyumelektrostatik damla olusumunu, elektro
kimyasal araclari, Benzer yontemler Metheds in Enzymology, Immobilized Enzymes
and Cells, Part C. 1987. Academic Press. S.P. Colowick ve N. O. Kaplan tarafindan
gozden gecirilen Volume 136; and Immobilization of Enzymes and Cells. 1997.
Humana Press. Edited by G. F. Bickerstaff. Series: Methods in Biotechnology, Edited
by J. M. Walker yayinlarinda aciklanmaktadir.

Patent hakki bildirimi bulusun bir polipeptitine spesifik olarak baglanan izole edilmis,
sentetik veya rekombinant antikorlar saglar. Antikor bir monoklonal veya bir poliklonal
antikor olabilir veya bir tek zincirli antikordur. Hibridomalar bulugun bir polipeptitine
spesifik olarak baglanan bir antikor icerebilir.

Bir ksilanaz aktivitesi olan bir polipeptiti izole etme veya tanimlama yontemleri (a) bu
tur bir antikor saglanmasi; (b) polipeptitleri iceren bir ornek saglanmasi ve (c) (b)
adimindaki omegin (a) adimindaki antikorla antikorun polipeptite spesifik olarak
baglanabildigi, bu sayede bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti izole
edebildigi veya tanimlayabildigi kosullar altinda temas ettirilmesi adimlarini icerebilir.
Bir anti-ksilanaz antikoru yapma yontemleri bir insan olmayan hayvana bulusun bir
nukleik asidinin veya bunun bir alt sekansinin bir humoral immun tepki olusturmak, bu
sayede bir anti-ksilanaz antikor yapmak icin yeterli bir miktarda uygulanmasini igerir.
Bir anti-ksilanaz antikoru yapma yontemleri bir insan olmayan hayvana bulugun bir
polipeptitin veya bunun bir alt sekansinin bir humoral immun tepki olusturmak, bu

sayede bir anti-ksilanaz antikor yapmak igin yeterli bir miktarda uygulanmasini igerir.

Bulus bir rekombinant polipeptit Uretme yontemleri saglamakta olup, (a) faal olarak bir
promotore bagl bir nukleik asit saglanmasi, burada nukleik asit bulusun bir sekansini
icerir ve (b) (a) adimindaki nukleik asidin polipeptitin ekspresyonuna olanak saglayan,
bu sayede bir rekombinant polipeptit uretilmesine olanak saglayan kosullar altinda
eksprese edilmesi adimlarini icerir. Yontem ayrica (a) adimindaki nukleik asit ile bir
konak hucrenin transforme edilmesini, ardindan (a) adimindaki nukleik asidin eksprese
edilmesini, bu sayede transforme edilmis bir hucrede bir rekombinant polipeptit

uretilmesini icerir.
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Bulug bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti tanimlamak igin yontemler
saglamakta olup, (a) bulusun bir polipeptitinin saglanmasi; (b} bir ksilanaz substratin
saglanmasini ve (c) (b) adimindaki substrat ile polipeptitin temas ettiriimesi ve substrat
miktarinda bir azalma veya bir reaksiyon urunu miktarinda bir artis tespit edilmesi
adimini icerir, burada substratin miktarindaki bir azalma veya reaksiyon urununun
miktarindaki bir artis bir ksilanaz akfivitesine sahip olan bir polipeptiti tespit eder.

Bir ksilanaz, bir mannaz ve/veya bir glukanaz substrati tanimlamak igin su adimlari
igerir: (a) bulusun bir polipeptitinin saglanmasi; (b) bir test substratinin saglanmasini
ve (c) (b) adimindaki test substrati ile polipeptitin temas ettiriimesi ve substrat
miktarinda bir azalma veya bir reaksiyon urunu miktarinda bir artis tespit edilmesi
adimini icerir, burada substratin miktarindaki bir azalma veya reaksiyon urununun
miktarindaki bir artis test substratini bir ksilanaz, bir mannaz ve/veya bir glukanaz
substrati olarak tanimlar.

Bir test bilesidinin spesifik olarak bir polipeptite baglanip baglanmadigini belilemeye
iliskin yontemler su adimlan icerir; (a) bir nukleik asidin veya nukleik asidi iceren bir
vektorun nukleik asidin bir polipeptite gevrimi icin uygun kosullar altinda eksprese
edilmesi, burada nukleik asit bulusun bir sekansina sahiptir; (b) bir test bilesiginin
saglanmasi; (c) polipeptitin test bilesidi ile temas ettiriimesi ve (d) (b) adimindaki test

bilesidinin spesifik olarak polipeptite badlanip baglanmadiginin belirlenmesi.

Bir test bilesidinin spesifik olarak bir polipeptite badlanip badlanmadidini belirlemeye
iliskin yontemler su adimlan igerir: (a) bulugun bir polipeptitinin saglanmasi; (b) bir test
bilesidinin saglanmasi; (c) test bilesidi ile polipeptitin temas ettirilmesi ve (d)} (b)
adimindaki test bilesiginin spesifik olarak polipeptite baglanip baglanmadiginin

belirlenmesi.

Bir ksilanaz aktivitesinin bir modulatorunu tanimlamak igin yontemler su adimlari igerir:
(a) bulusun bir polipeptitinin saglanmasi; (b) bir test bilesigini saglanmasi; (¢} (a)
adimindaki polipeptit ile (b) adimindaki test bilesidinin temas ettiriimesi ve bir
ksilanazin bir aktivitesinin olgulmesi, burada test bilesigi olmadan aktiviteyle
karsilastirilan test bilesiginin mevcudiyetindeki ksilanaz aktivitesi test bilesiginin
ksilanaz aktivitesini module ettigine dair bir belirleme saglar. Ksilanaz aktivitesi bir
ksilanaz substratin saglanmasi ve substratin miktarinda bir azalma veya bir reaksiyon

Urununun miktarinda bir artig, substratin miktarinda bir artis veya bir reaksiyon
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urununun miktarinda bir azalmanin tespit edilmesi vasitasiyla olgulebilir. Substratin
veya reaksiyon urunun test bilesigi olmaksizin miktariyla kargilastirildiginda substratin
miktarinda bir azalma veya reaksiyon urunun miktarinda bir artis test bilesigini bir
ksilanaz aktivitesinin bir aktuatéru olarak tanimlar. Substratin veya reaksiyon urunun
test bilesidi olmaksizin miktariyla karsilastinidiginda substratin miktarinda bir artis
veya reaksiyon urunun miktarinda bir azalma test bilesigini bir ksilanaz aktivitesinin bir

inhibitoru olarak tanimlar.

Bilgisayar sistemleri bir islemci ve bir veri deposu icermekte olup, burada s6z konusu
veri deposu Uzerinde bir polipeptit sekansi veya bir nukleik asit sekansi depolanmistir,
burada polipeptit sekansi bulusun bir sekansini, bulusun bir nukleik asidi vasitasiyla
kodlanan bir polipeptiti icerir. Bilgisayar sistemleri ayrica bir sekans karsgilastirma
algoritmasi ve uzerinde depolanmig en az bir referans sekansa sahip olan bir veri
deposu igermektedir. Sekans karsilastirma algoritmasi polimorfizmleri belirten bir
bilgisayar programi igerir. Bilgisayar sistemi ayrica soz konusu sekansta bir veya daha
fazla ozelligi tamimlayan bir tarimlayici icerebilir. Bir sekansta bir 6zelligi tanimlamaya
yonelik yontemler: (a) sekansin bir sekanstaki bir veya daha fazla 6zelligi tamimlayan
bir bilgisayar programi kullanarak okunmasi, burada sekans bir polipeptit sekansi veya
bulusun bir nukleik asit sekansini icerir ve (b) bilgisayar programi ile sekanstaki bir
veya daha fazla ozellidin tanimlanmasi adimlanni igerir. Bir birinci sekans ile bir ikingci
sekansi karsilagtirmaya iligkin yontemler: (a} birinci sekansin ve ikinci sekansi
sekanslar kargilastiran bir bilgisayar programi kullamimi araciligiyla okunmasi, burada
birinci sekans bulugun bir polipeptit sekansini veya bir nukleik asit sekansini icerir ve
(b} birinci sekans ve ikinci sekans arasindaki farklarin bilgisayar programi ile
belirlenmesi adimlarini igerir. Birinci sekans ve ikinci sekans arasindaki farklarin
belirlenmesi adimi ayrica polimorfizmlerin belirlenmesi adimini igerebilir. Yontem
ayrica sd6z konusu sekansta bir veya daha fazla 6zelligi tanimlayan bir tanimlayici
icerebilir. Yontem ayrica bir bilgisayar programi kullanarak birinci sekansin okunmasini

ve sekanstaki bir veya daha fazla ozelligin tanimlanmasini igerir.

Cevresel bir ornekten bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti kodlayan bir
nukleik asidi izole etmeye veya geri kazanmaya yonelik yontemler: (a) bir ksilanaz
aktivitesine sahip olan bir polipeptiti kodlayan bir nukleik asidi amplifiye etmek igin bir
amplifikasyon primer sekansi ¢iftinin saglanmasi, burada primer ¢ift bulusun bir nuikleik
asidini amplifiye edebilir; (b) cevresel ornekten bir nukleik asidin izole edilmesi veya
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gevresel ornedin ornekteki nukleik asidin amplifikasyon primer ciftine hibridizasyon igin
erigilebilir olacadi sekilde islenmesi ve (c) (b) adimindaki amplifikasyon primer ¢iftinin
ve cevresel ornekten nukleik asidin kombine edilmesi, bu sayede bir cevresel érnekten
bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti kodlayan bir nukleik asidin izole
edilmesi veya geri kazanilmasi adimlanni icerir. Amplifikasyon primer sekansi ¢iftinin
bir veya her bir elemani bulusun bir sekansinin en az yaklasik 10 ila 50 ardisik bazini

iceren bir oligonukleotiti icerebilir.

Cevresel bir ornekten bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti kodlayan bir
nukleik asidi izole etmeye veya geri kazanmaya yonelik yontemler: (a) bulusun bir
nukleik asidini veya bunun bir alt sekansini iceren bir polinukleotit probun saglanmasi,
(b} cevresel drnekten bir nukleik asidin izole edilmesi veya ¢evresel ornegin drnekteki
nukleik asidin (a) adimindaki bir polinukleotit icin erisilebilir olacag! sekilde islenmesi
ve (c) (a) adimindaki polinukleotit probu ile (b) adimindaki izole edilmis nukleik asidin
veya islenmis cevresel drnedin kombine edilmesi ve (d) (a) adimindaki polinukleotit
probu ile spesifik olarak hibritlenen bir nukleik asidin izole edilmesi, bu sayede bir
cevresel ornekten bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti kodlayan bir nukleik
asidin izole edilmesi veya geri kazanilmasi adimlarini icerir. Cevresel ornek bir su
ornedi, bir sivi ornegi, bir toprak omegdi, bir hava ormegi veya bir biyolojik ormek
igerebilir. Biyolojik ornek bir bakteriyel hiicre, bir protozoan hucre, bir mantar hucresi,
bir maya hiicresi, bir bdcek huicresi, bir bitki huicresi veya bir memeli hluicresinden
turetilebilir.

Bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti kodlayan bir nukleik asidin bir
varyantini olusturmaya iliskin yontemler: (a) bulusun bir nukleik asidini iceren bir
sablon nukleik asidin saglanmasi ve (b) sablon nukleik asidin bir varyantini olugturmak
icin sablon sekanstaki bir veya daha fazla nukleotitin modifiye edilmesi, silinmesi veya
eklenmesi veya bunlarin bir kombinasyonu adimlarini icerir. Yontem ayrica bir varyant
ksilanaz polipeptit olusturmak icin varyant nukleik asidin eksprese edilmesini icerebilir.
Modifikasyonlar, eklemeler veya silmeler hata egilimli PCR, karistirma, oligonukleotite
yonelik mutagenez, duzenek PCR, cinsel PCR mutagenez, in vivo mutagenez, kaset
mutagenez, tekrarlanan topluluk mutagenezi, Ussel topluluk mutagenezi, alana 6zgu
mutagenez, yeniden gen duzenlenmesini (orn, GeneReassembly, bkz, orn, U.S.
6,537,776), Gen Alan Doygunluk Mutagenezi (GSSM), sentetik ligasyon yeniden
duzenlenmesi (SLR) veya bunlarin bir kombinasyonunu igeren bir yontem vasitasiyla
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gerceklestirilebilir  Modifikasyonlar, eklemeler veya silmeler rekombinasyon,
tekrarlamal sekans rekombinasyonu, fosfotiyoat modifiye edilmis DNA mutagenezi,
urasil iceren sablon mutagenez, aralikh cift mutagenez, nokta eslesmeme onarim
mutagenezi, onarimi eksik konak tur mutagenezi, kimyasal mutagenez, radyojenik
mutagenez, silme mutagenezi, kisittama secim mutagenezi, kisitlama saflastirma
mutagenezi, yapay gen sentezi, topluluk mutagenezi, kimerik nukleik asit multimer
olusumu ve bunlarin bir kombinasyonunu iceren bir yontem vasitasiyla

gergeklestirilebilir.

Yontem sablon nukleik asit tarafindan kodlanan bir polipeptitinkinden degistirilmis veya
farkh bir aktiviteye veya degistirilmis veya farkh bir stabiliteye sahip olan bir ksilanaz
uretilene kadar surekli tekrarlanabilir. Varyant ksilanaz polipeptit sicakliga dayanikh
olabilir ve yuksek bir sicaklia maruz kaldiktan sonra baz aktivitelerini koruyabilir.
Varyant ksilanaz polipeptit bir sablon nukleik asit tarafindan kodlanan ksilanazla
karsilagtinldiginda artan glikosilasyona sahip olabilir. Alternatif olarak varyant ksilanaz
polipeptit yuksek bir sicaklik altinda bir ksilanaz aktivitesine sahip olup, burada sablon
nukleik asit tarafindan kodlanan ksilanaz yuksek sicaklk altinda aktif degildir. Yéntem
sablon nukleik asidinkinden degistirilmis bir kodon kullanimina sahip olan bir ksilanaz
kodlama sekansi uretilene kadar surekli olarak tekrarlanabilir. Yontem gablon nukleik
asidinkinden daha yuksek veya daha dusuk seviyede mesaj ekspresyonuna veya
stabilitesine sahip olan bir ksilanaz geni Uretilene kadar surekli olarak tekrarlanabilir.
Nihai ksilanaz urununun formulasyonu urundeki ksilanazin performansina iligkin bir

artis veya modulasyon sadlar.

Bir konak hucrede ekspresyonunu arttirmak igcin bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir
polipeptiti kodlayan bir nukleik asitteki kodonlar modifiye etmeye iliskin yontemler su
adimlari igerir: (a) bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti kodlayan bulusun
bir nukleik asidinin saglanmasi ve (b} (a) adimindaki nukleik asitteki tercih edilmeyen
ve az tercih edilen bir kodonun tanimlanmasi ve bunun degistiriimis kodon olarak ayni
amino asidi kodlayan tercih edilen veya notr olarak kullanilan bir kodonla degdistiriimesi,
burada tercih edilen bir kodon konak hucredeki genlerde kodlama sekanslarinda fazla
sunulan bir kodondur ve tercih edilmeyen veya az tercih edilen bir kodon konak
hucredeki genlerde kodlama sekanslarinda az sunulan bir kodondur, bu sayede bir
konak hucredeki ekspresyonunu artirmak uizere nukleik asit modifiye edilir.
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Bir ksilanaz aktiviteye sahip olan bir polipeptiti kodlayan bir nukleik asitteki kodonlar
modifiye etmeye yonelik yontemler su adimlari igerir: (a) bulugsun bir nukleik asidinin
saglanmasi ve (b) (a) adimindaki nukleik asitteki bir kodonun tanimlanmasi ve bunun
degistirilen kodon olarak ayni amino asidi kodlayan farkl bir kodonla degistiriimesi, bu

sayede bir ksilanazi kodlayan bir nukleik asitteki kodonlann modifiye edilmesi.

Bir konak hucrede ekspresyonunu arttirmak i¢in bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir
polipeptiti kodlayan bir nukleik asitteki kodonlan modifiye etmeye iliskin yontemler su
adimlari igerir: (a) bir ksilanaz polipeptiti kodlayan bulusun bir nukleik asidinin
saglanmasi ve (b} (a) adimindaki nukleik asitteki tercih edilmeyen ve az tercih edilen
bir kodonun tanimlanmasi ve bunun degistiriimis kodon olarak ayni amino asidi
kodlayan tercih edilen veya notr olarak kullamlan bir kodonla degistiriimesi, burada
tercih edilen bir kodon konak hucredeki genlerde kodlama sekanslarinda fazla sunulan
bir kodondur ve tercih edilmeyen veya az tercih edilen bir kodon konak hucredeki
genlerde kodlama sekanslarinda az sunulan bir kodondur, bu sayede bir konak

hucredeki ekspresyonunu artirmak uzere nukleik asit modifiye edilir.

Bir konak hucrede ekspresyonunu azaltmak icin bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir
polipeptiti kodlayan bir nukleik asitteki kodonlan modifiye etmeye iliskin yontemler su
adimlari igerir: (a) bulusun bir nukleik asidinin saglanmasi ve (b) (a) adimindaki nukleik
asitteki tercih edilen bir kodonun tanimlanmasi ve bunun degistiriimis kodon olarak
ayni amino asidi kodlayan tercih edilmeyen veya az tercih edilen kodonla
degistiriimesi, burada tercih edilen bir kodon konak hucredeki genlerde kodlama
sekanslarinda fazla sunulan bir kodondur ve tercih edilmeyen veya az tercih edilen bir
kodon konak huicredeki genlerde kodlama sekanslarinda az sunulan bir kodondur, bu
sayede bir konak hucredeki ekspresyonunu azaltmak uzere nukleik asit modifiye edilir.
Konak hucre bir bakteriyel huicre, bir memeli hucresi, bir mantar hucresi, bir maya
hucresi, bir bocek hucresi veya bir bitki hucresi olabilir.

Birden ¢ok modifiye edilmis ksilanaz aktivite alanlari veya substrat bagama alanlari
kodlayan nukleik asitlerin bir kitiphanesi, burada modifiye edilmis aktif alanlar veya
substrat baglama alanlan bir birinci aktif alani veya bir substrat badlama alanini
kodlayan bir sekans iceren bir birinci nukleik asitten turetilir, asagidaki adimlar
vasitasiyla uretilebilir: (a) bir birinci aktif alani veya birinci substrat baglama alanini
kodlayan bir birinci nukleik asidin saglanmasi, burada birinci nukleik asit sekansi
bulusun bir sekansi veya bunun bir alt sekansi igin kati kosullar altinda hibritlenen bir
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sekans icerir ve nukleik asit bir ksilanaz aktivite alani veya bir ksilanaz substrat
badlama alanini kodlar; (b} birinci nukleik asitteki birden gok hedeflenmis kodonda
dogal olarak meydana gelen amino asit varyantlarini kodlayan bir dizi mutagenik
oligonukleotit saglanmasi ve {c) mutagenize olmus her bir amino asit kodonunda bir
amino asit varyanti araligint kodlayan bir dizi aktif alan kodlayan veya substrat
baglama alani kodlayan varyant nukleik asitler uretmek igcin mutagenik oligonukleotit
dizisinin kullanilmasi, bu sayede birden ¢cok modifiye edilmis ksilanaz aktif alani veya
substrat baglama alanini kodlayan bir nukleik asit Kutuphanesi Uretilmesi. Yontem bir
optimize yonlendirilmis evrim sistemi, Gen Alan Doygunluk Mutagenezi (GSSM) veya
bir sentetik ligasyon yeniden duzenlemesi (SLR) iceren bir T yontem vasitasiyla {(a)
adiminin birinci nukleik asidinin mutageneze tabi tutulmasini icerebilir. Yontem (a)
adiminin birinci nukleik asidinin veya varyantlarinin hata egilimli PCR, karigtirma,
oligonukleotite yonelik mutagenez, duzenek PCR, cinsel PCR mutagenez, in vivo
mutagenez, kaset mutagenez, tekrarlanan topluluk mutagenezi, Ussel topluluk
mutagenezi, alana ©ozgu mutagenez, vyeniden gen dluzenlenmesini (orn,
GeneReassembly, bkz, orn, U.S. 6,537,776), Gen Alan Doygunluk Mutagenezi
(GSSM), sentetik ligasyon yeniden duzenlenmesi (SLR) veya bunlarin  bir
kombinasyonunu iceren bir yontem vasitasiyla mutageneze tabi tutulmasini icerebilir.
Yontem (a) adiminin birinci nukleik asidinin veya varyantlannin rekombinasyon,
tekrarlamali sekans rekombinasyonu, fosfotiyoat modifiye edilmis DNA mutagenezi,
urasil iceren sablon mutagenez, aralikh c¢ift mutagenez, nokta eglesmeme onarm
mutagenezi, onarimi eksik konak tur mutagenezi, kimyasal mutagenez, radyojenik
mutagenez, silme mutagenezi, kisittama secim mutagenezi, kisitlama saflagtirma
mutagenezi, yapay gen sentezi, topluluk mutagenezi, kimerik nukleik asit multimer
olusumu ve bunlarin bir kombinasyonunu igceren bir yontem vasitasiyla mutageneze

tabi tutulmasini igerir.

Bir kucuk molekul yapmaya yonelik yontemler su adimlari icerir; (a) bir kiguk molekulu
sentezleyebilen veya modifiye edebilen birden gok biyosentetik enzim saglanmasi,
burada enzimlerin biri bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir ksilanaz enzimi
igerir; (b) (a) adimindaki enzimlerin en az biri i¢in bir substrat saglanmasi ve (c) (b)
adimindaki substratin bir dizi biyokatalitik reaksiyon vasitasiyla bir kuguk molekul
uretmek igcin birden ¢ok biyokatalitik reaksiyonu kolaylagtiran kosullar altinda
enzimlerle reaksiyona sokulmasi. Bir kUguk molekulu modifiye etmeye yonelik
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yontemler su adimlari icerir: (a) bir ksilanaz enzimi saglanmasi, burada enzim bulugun
bir polipeptitini veya bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir polipeptiti veya
bunun bir alt sekansini igerir; (b) bir kucuk molekul saglanmasi ve (c) (a) adimindaki
enzimin ksilanaz enzim tarafindan katalize edilen bir enzimatik reaksiyonu
kolaylastiran kosullar altinda (b) adimindaki kuguk molekul ile reaksiyona sokulmasi,
bu sayede bir kuguk molekulun bir ksilanaz enzimatik reaksiyon vasitasiyla modifiye
edilmesi. Yontem (b) adimindaki birden ¢ok enzim icin Kucuk molekulli substrati
icerebilir, bu sayede ksilanaz enzimi tarafindan katalize edilen en az bir enzimatik
reaksiyon vasitasiyla Uretilen bir modifiye edilmis kuguk molekul olusturulur. Yontem
birden gok enzimatik reaksiyon vasitasiyla uretilen bir modifiye edilmis kuiguk molekill
kutuphanesi olusturmak igin enzimler tarafindan birden ¢ok biyokatalitik reaksiyonu
kolaylastiran kosullar altinda birden ¢ok ilave enzim icerebilir. Yontem ayrica istenen
bir aktiviteyi sergileyen belirli bir modifiye edilmis kuguk molekulun kutuphane iginde
bulunup bulunmadigini test etmeye iliskin adim igerebilir. Kutuphaneyi test etme adimi
aynica modifiye edilmis kucuk molekulun bir kisminin istenen bir aktiviteye sahip
modifiye edilmis belirli kiguk molekulun mevcudiyeti veya yokluguna yonelik olarak
test edilmesi vasitasiyla kutuphane icindeki birden ¢ok modifiye edilmis kuguk
molekulun bir kismint uretmek icin kullanilan biyokatalitik reaksiyonlann biri haric
hepsinin sistematik olarak elimine edilmesi ve istenen aktiviteli belirli modifive edilmis
kuguk molekultu Ureten en az bir spesifik biyokatalitik reaksiyonun tanimlanmasi

adimlarini igerebilir.

Bir ksilanaz enziminin fonksiyonel bir fragmanini belilemeye ydnelik yontemler su
adimlan igerir: (a) bir ksilanaz enziminin saglanmasi, burada enzim bulusun bir
polipeptitini veya bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir polipeptitini veya
bunlarin bir alt sekansini icerir ve {(b) (a) adiminin sekansindan birden ¢ok amino asit
kalinisinin silinmesi ve geriye kalan alt sekansin bir ksilanaz aktivitesi igin test
edilmesi, bu sayede bir ksilanaz enziminin fonksiyonel bir fragmaninin belirlenmesi. Bir
yonde silanaz aktivitesi bir ksilanaz substratin saglanmasi ve substratin miktarinda bir
azalma veya bir reaksiyon urununun miktarinda bir artis tespit edilmesi vasitasiyla
olculehbilir.

Gercek zamanh metabolik akis analizi kullanilarak yeni veya modifiye edilmis
fenotiplerin tam hucre uretimine yonelik yontemler gu adimlar igerir: (a) bir huicrenin

genetik bilesiminin  modifiye edilmesi vasitasiyla modifiye edilmis bir hicrenin
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yapilmasi, burada genetik bilesim bulusun bir nukleik asidinin hucresine ekleme
vasitasiyla modifiye edilir; (b) birden ¢ok modifiye edilmis hucre olusturmak igin
modifiye edilmis hucrenin kulturlenmesi; (c) (b) adimindaki hiicre kulturunun gergek
zamanda gozlemlenmesi vasitasiyla hucrenin en az bir metabolik parametresinin
olculmesi ve (d) olgulen parametrenin benzer kosullar altinda modifiye edilmis
hucredeki karsilastirilabilir bir dlcumden farkhlik gosterip gostermediginin analiz
edilmesi, bu sayede gercek zamanh metabolik akis analizi kullanarak hucredeki
Uretilmis bir fenotipin tanimlanmasi. Hucrenin genetik bilesimi huicredeki bir sekansin
modifikasyonunu veya bir sekansin silinmesini igceren bir yontem veya bir genin
ekspresyonunun hitirilmesi vasitasiyla modifiye edilebilir. Yontem ayrica yeni uretilmis
bir fenotipi iceren bir hucrenin secilmesini icerebilir. Yontem secilen hucrenin
kulturlenmesini, bu sayede yeni uretilmis bir fenotipi iceren yeni bir hucre susu

olusturulmasini igerebilir,

Izole edilmig, sentetik veya rekombinant sinyal sekanslari bulugsun drnek polipeptit
sekanslar dahil olmak vzere bulusun bir polipeptitinin 1 ila 12, 1ila 13, 1 ila 14, 1 ila
15,1ila16,1ila 17, 1ila 18, 1ila 19, 1 ila 20, 1 ila 21, 1ila 22, 1 ila 23, 1 ila 24, 1 ila
25,1ila 26, 1ila 27, 1ila 28, 1ila 28, 1 ila 30, 1ila 31, 1ila 32, 1ila 33, 1ila 34, 1ila
35,1ila36,1ila37,1ila38,1ila40,1ila41,1ila42,1ila43 veya 1ila 44 kalintilarinda
belirtilen bir sekansini igerebilir veya bunlardan olugabilir. [zole edilmisg, sentetik veya
rekombinant sinyal sekanslari agagida Tablo 4'te belirtilen sekanslari icerebilir veya
bunlardan olusgabilir.

Kimerik polipeptitler bir sinyal peptiti (SP) iceren en az bir birinci alan ve bir heterolog
peptit veya bulusun bir sekansini veya bunun bir alt sekansini iceren peptiti iceren en
az bir ikinci alan icerebilmekte olup, burada heterolog polipeptit veya peptit sinyal
peptitiyle (SP) dogal olarak iliskili degildir. Sinyal peptiti (SP) bir ksilanazdan
turetilemeyebilir. Heterolog polipeptit veya peptit sinyal peptitin {(SP) veya bir ksilanaz
katalitik alanin (CD) her iki ucuna amino terminal, karboksi terminal olabilir veya
bunlarin Uzerinde olabilir. izole edilmis, sentetik veya rekombinant niikleik asitler bir
kimerik polipeptiti kodlamakta olup, burada kimerik polipeptit bir sinyal peptiti (SP)
iperen en az bir birinci alan ve bir heterolog peptit veya bulugun bir sekansini veya
bunun bir alt sekansini iceren peptiti iceren en az bir ikinci alan icerir, burada heterolog
polipeptit veya peptit sinyal peptitiyle (SP) dogal olarak iligkili degildir.
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Bir ksilanaz polipeptitin 181 toleransini veya sicakhida dayanikhhd@in arttirmaya iliskin
yontemler bir ksilanaz polipeptitinin glikosilatlanmasini icermekte olup, burada
polipeptit bulusun bir polipeptitinin veya bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan
bir polipeptitin en az otuz ardigik amino asidini igerir, bu sayede ksilanaz polipeptitin
iIsiya toleransi ve 1s1 dayanikhhigr arttinhr. Ksilanaz spesifik aktivitesi yaklasik 37
Trden fazlasi ila yakla sik 85 T, 90 €, 95 €, 97 T arall ginda veya daha fazla bir

sicaklikta isi toleransh veya sicakhda dayanikl olabilir.

Bir hucrede bir rekombinant ksilanaz polipeptitini fazla eksprese etmeye yonelik
yontemler bulusun bir nukleik asidini veya bulusun bir nukleik asit sekansini iceren bir
vektorun eksprese edilmesini igermekte olup, burada sekans ozdeslikleri bir sekans
karsilagtirma algoritmasi ile analiz vasitasiyla veya gorsel inceleme aracihigiyla
belirlenir, burada fazla ekspresyon bir yuksek aktiviteli promotérun, bir disistronik

vektorun kullaniimasi veya vektorun gen amplifikasyonu vasitasiyla gerceklesir.

Bir transjenik bitki veya tohum yapmaya iliskin yontemler su adimlari igerir: (a) bir
heterolog nukleik asit sekansinin hucre icine dahil edilmesi, burada heterolog nukleik
asit sekansi bulusun bir nukleik asit sekansini icerir, bu sayede transforme edilmis bir
bitki veya tohum hucresi uretilir ve (b) transforme edilmis hlucre veya tohumdan bir
transjenik bitki uretilmesi. (a) adimi ayrica bitki hucresi protoplastlarinin mikro
enjeksiyonu veya elektroporasyon vasitasiyla heterolog nukleik asit sekansi
eklenmesini igerebilir. (a) adimi ayrica DNA pargacik bombardimani vasitasiyla
heterolog nukleik asit sekansinin dogrudan bitki dokusuna dahil edilmesini icerebilir.
Alternatif olarak (a) adimi ayrica bir Agrobacterium tumefaciens konak kullanilarak
heterolog nukleik asit sekansinin bitki hucresi DNA'sina dahil edilmesini icerebilir. Bitki

hucresi bir patates, misir, piring, bugday, tutun veya arpa hucresi olabilir.

Bir bitki hucresinde bir heterolog nukleik asit sekansini eksprese etmeye iliskin
yontemler su adimlari icerir; (a) bitki hUicresinin bir promotore faal olarak bagh bir
heterolog nukleik asit sekansi ile transforme edilmesi, burada heterolog nukleik asit
sekans! bulusun bir nukleik asidini igerir; (b) bitkinin heterolog nuikleik asit sekansinin
bitki hucresinde eksprese edildigi kosullar altinda buyutulmesi. Bir bitki hUucresinde bir
heterolog nukleik asit sekansini eksprese etmeye iliskin yontemler su adimlar igerir:
(a) bitki huicresinin bir promotore faal olarak bagl bir heterolog nukleik asit sekansi ile
transforme edilmesi, burada heterolog nukleik asit sekansi bulusun bir sekansini igerir;



10

15

20

25

30

29

(b) bitkinin heterolog nukleik asit sekansinin bitki hucresinde eksprese edildigi kosullar
altinda buyutulmesi.

Ksilan igeren bir bilesimi hidrolize etmeye, parcalamaya veya bozmaya yonelik
yontemler su adimlar icerir: (a) bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bulusun bir
polipeptitinin veya bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir polipeptitin
saglanmasi; (b) bir ksilan igceren bir bilesimin saglanmasi ve (¢) (a) adimindaki
polipeptitin ksilanazin ksilan iceren bilesimi hidrolize ettidi, parcaladigi veya bozdudu
kosullar altinda (b) adimindaki bilesimle temas ettiriimesi. Bilesim bir bitki huicresini, bir
bakteriyel hucreyi, bir maya hucresini, bir bocek hucresini veya bir hayvan hucresini
igerebilir. Dolayisiyla bilesim herhangi bir bitki veya bitki pargasi ve ksilan igceren gida

veya yem, hir atik urunu ve benzerlerini icerebilir.

Ksilan iceren bir bilesimi sivilagtirmaya veya uzaklastirmaya yonelik yontemler su
adimlari igerir: (a) bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bulusun bir polipeptitinin veya
bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir polipeptitin saglanmasi; (b} bir ksilan
iceren bir bilesimin saglanmasi ve (c) {(a) adimindaki polipeptitin ksilanazin ksilan
iceren bilesimi sivilastirdigi veya uzaklastinldidi kosullar altinda (b) adimindaki

bilegimle temas ettirilmesi.

Deterjan bilesimleri bulusun bir polipeptitini, bulusun bir nukleik asidi tarafindan
kodlanan bir polipeptiti ipermekte olup, burada polipeptit bir ksilan aktivitesine sahiptir.
Ksilanaz yluzey aktif olmayan bir ksilanaz veya yuzey aktif bir ksilanaz olabilir. Ksilanaz
sulu olmayan bir sivi bilesim, bir dokum kati, bir granuler form, bir partikulat form, bir
sikistinimis tablet, bir jel form, bir macun veya bir bulamag formunda formule edilebilir.
Ksilan iceren bir bilesimi ylkamaya yonelik yontemler su adimlar igerir: (a) bir ksilanaz
aktivitesine sahip olan bulusun bir polipeptitini veya bulusun bir nukleik asidi tarafindan
kodlanan bir polipeptiti iceren bir bilesim saglanmasi; (b) bir nesne saglanmasi ve (c)
(a) adimindaki polipeptitin ksilanazin ksilan igceren hilesimi yikandidi kosullar altinda
(b} adimindaki nesneyle temas ettiriimesi.

Orn, iplikler dahil olmak Uzere kumaslar veya tekstiller bulusun bir polipeptitini veya
bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir polipeptiti icerir. Tekstiller veya
kumaslar ksilan igceren fiberler icerir. Bir tekstil veya kumasi islemeye (orn, bir
bilesimden bir lekenin g¢ikartiimasina) yonelik yontemler su adimlar igerir: (a) bir
ksilanaz aktivitesine sahip olan bulusun bir polipeptitini veya bulusun bir nukleik asidi
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tarafindan kodlanan bir polipeptiti iceren bir bilesim saglanmasi; (b) bir ksilan iceren
bir tekstil veya kumas saglanmasi ve (c) (a) adimindaki polipeptitin ksilanazin tekstilin
veya kumasin islenebildigi (orn, lekenin cikartilabildigi) kosullar altinda (b) adimindaki
bilesimle temas ettirilmesi. Bir kumasin bitirigini gelistirmeye yonelik yontemler su
adimlan icerir: (@) bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bulusun bir polipeptitini veya
bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir polipeptiti igceren bir bilesim
saglanmasi; {b) bir kumas sadlanmasi ve {c) (a) adimindaki polipeptit ve polipeptitin
kumas!i isleyebildidi, bu sayede kumasin bitirisini gelistirebildi§i kosullar altinda (b)
adimindaki kumasin temas ettiriimesi. Kumas bir yun veya bir ipek olabilir. Kumas bir

selulozik fiber veya bir dogdal fiber ve bir sentetik fiberin bir kanisimi olabilir.

Yemler veya gidalar bulusun bir polipeptitini veya bulusun bir nukleik asidi tarafindan
kodlanan bir polipeptiti icerir. Bir yemdeki veya bir gidadaki ksilanlarin bir hayvan
tarafindan tuketimden once hidrolize edilmesine yonelik yontemler su adimlan icerir:
(@) bulusun bir ksilanazini veya bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir
ksilanazi iceren bir besin malzemesi elde ediimesi ve (b) (a) adimindaki polipeptitin
yeme veya gidaya ksilanin hidrolizine ve islenmis bir gida veya yem olusumuna neden
olmaya, bu sayede gida veya yemdeki ksilanlarin hayvan tarafindan tuketimden once
hidrolize edilmesine yeterli bir zaman periyodu boyunca yeterli bir miktarda eklenmesi.
Bir yemdeki veya bir gidadaki ksilanlarin bir hayvan tarafindan tuketimden sonra
hidrolize edilmesine yonelik yontemler su adimlari igerir: (a) bulusun bir ksilanazini
veya bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir ksilanazi igceren bir besin
malzemesi elde edilmesi ve (b) (a) adimindaki polipeptitin yem veya gida malzemesine
eklenmesi ve (c} yem veya besin malzemesinin hayvana uygulanmasi, burada
tuketimden sonra ksilanaz hayvanin sindirim yolundaki yemdeki veya gidadaki
ksilanlarin hidrolizine neden olur. Gida veya yem, orn, bir tahil, bir hububat, bir misir
ve benzerleri olabilir.

Hamur veya ekmek uUrUnleri bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti
icerebilmekte olup, burada polipeptit bulusun bir sekansini icerir veya polipeptit
bulusun bir sekansini iceren bir nukleik asit veya bunun enzimatik olarak aktif bir
fragmani tarafindan kodlanir. Hamur kosullandirma yodntemleri polipeptit hamurun
kosullandiriimasi igin yeterli kosullar altinda bir hamur veya bir ekmek urununun bir
ksilanaz aktivitesine sahip olan en az bir polipeptit ile temas ettiriimesini icermekte
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olup, burada bulusun bir sekansini icerir veya polipeptit bulusun bir sekansini iceren
bir nukleik asit veya bunun enzimatik olarak aktif bir fragmani tarafindan kodlanir.

Icecekler bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti icerebilmekte olup, burada
polipeptit bulusun bir sekansini icerir veya polipeptit bulusun bir sekansini iceren bir
nukleik asit veya bunun enzimatik olarak aktif bir fragmani tarafindan kodlanir. icecek
uretimine iliskin yontemler bir ksilanaz aktivitesine sahip olan en az bir polipeptitin
icecedin viskozitesini azaltmak icin yeterli kosullar altinda bir icecede veya bir icecek
onculiune uygulanmasini igcermekte olup, burada polipeptit bulusun bir sekansini icerir
veya polipeptit bulusun bir sekansini iceren bir nukleik asit veya bunun enzimatik
olarak aktif bir fragman tarafindan kodlanir, burada bir yonde (istege bagh olarak)

icecek veya igecek onculu bir malt veya bir biradir.

Bir hayvan icin gida veya besin destekleri bulusun bir polipeptitini, orn, bulusun bir
nukleik asidi tarafindan kodlanan bir polipeptiti icerir. Gida veya besin takviyesindeki
polipeptit glikosilatlanabilir. Yenilebilir enzim iletim matrisleri bulugun bir polipeptitini
veya bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir polipeptiti icerebilir. lletim matrisi
bir pelet icerebilir. Polipeptit glikosilatlanabilir.

Ksilan aktivitesi isi toleransli veya 1siya dayanikl olabilir.

Bir gida, bir yem veya bir besin takviyesi bulusun bir polipeptitini icerir. Bir hayvan
diyetinde bir besin takviyesi olarak bir ksilanaz kullanmaya yonelik yontemler: bulusun
bir polipeptitinin en az otuz ardigik amino asidini iceren bir ksilanaz enzimi ihtiva eden
bir besin takviyesi hazirlanmasini ve hayvan tarafindan sindirilen bir yemde veya bir
gidada bulunan bir ksilanin kullanimini arttirmak igin besin takviyesinin bir hayvana
uygulanmasini igerir. Hayvan bir insan, bir gevis getiren veya bir monogastrik hayvan
olabilir. Ksilanaz enzimi ksilanazi kodlayan bir polinukleotitin bir bakteri, bir maya, bir
bitki, bir bocek, bir mantar ve bir hayvandan olusan gruptan secilen bir organizmada
ekspresyonu vasitasiyla hazirlanabilir. Organizma bir S. pombe, S. cerevisiae, Pichia
pastoris, Pseudomonas sp., E. coli, Streptomyces sp., Bacillus sp. ve Lactobacillus

sp’den olusan gruptan secilebilir.

Yenilebilir enzim iletim matrisi 1s1 toleransh bir rekombinant enzim, 6rn, bulusun bir
polipeptitini icerir. Bir ksilanaz takviyesini bir hayvana iletmeye yonelik yontemler: bir
granul yenilebilir tasiyici ve 1s1 toleransli bir rekombinant ksilanaz enzim iceren peletler

formunda yenilebilir bir enzim iletim matrisi hazirlanmasi, burada peletler icinde
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bulunan ksilanaz enzimini sulu ortam iginde kolaylikla dagitir ve yenilebilir enzim iletim
matrisinin hayvana uygulanmasini icerir. Rekombinant ksilanaz enzimi bulusun bir
polipeptitini icerebilir. Granul seklinde yenilebilir tasiyici bir hububat cekirdedinden, bir
samanin, bir kaba yoncanin, bir gayir otunun, bir soya kabugunun, bir aycicegdi tohumu
yemeginin ve bir buddayin harcandigi hububat cekirdedinden olusan gruptan segilir.
Yenilebilir tagiyici yag harcayan hububat cekirdedi icerebilir. Ksilan enzimi peletleme
kosullarinda 1s1 stabilitesini saglamak icin glikosilatlanabilir. lletim matrisi bir hububat
cekirdedi ve bir ksilanaz igeren bir karisimin peletlenmesi vasitasiyla olusturulabilir.
Peletleme kosullan buhar uygulamasi igcerebilir. Peletleme kosullari en fazla yaklasik
80 Tlik bir sicakli gin 5 dakika boyunca uygulanmasini icerebilir ve enzim bir miligram

enzim basina en az yaklagik 350 ila yaklagik 900 birimlik spesifik bir aktiviteyi korur.

Bir sut urununun dokusunu ve aromasini gelistirmeye yonelik yontemler su adimlan
igerir: (a) bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptitin veya bulusun bir nukleik
asidi vasitasiyla kodlanan bir ksilanaz saglanmasi; {b) bir sut urunu saglanmasi ve (c)
(a) adimindaki polipeptit ve (b) adimindaki sut Urununun ksilanazin sut urununun
dokusunu veya aromasini gelistirebildigi kosullar altinda temas ettirilmesi. Sut Urunleri
bir peynir veya bir yodurt icerebilir. Sut urunleri bulusun ksilanazini icerebilir veya

bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanir.

Yag acisindan zengin bir bitki malzemesinden yagin ekstraksiyonunu arttirmaya
yonelik yontemler su adimlari igerir: (a) bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bulusun bir
polipeptitinin veya bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir ksilanazin
saglanmasi; (b) yag acisindan zengin bir bitki malzemesinin sadlanmasi ve (c) (a)
adimindaki polipeptit ve yag acisindan zengin bitki malzemesinin temas ettiriimesi.
Yag acgisindan zengin bitki malzemesi yag acisindan zengin bir tohum igerebilir. Yag
bir soya fasulyesi yagdi, bir zeytinyagi, bir kolza tohumu (kanola) yagi veya bir Aygicek

yagi olabilir.

Bir meyve veya sebze suyu, surubu, puresi veya ekstrakti hazirlamaya yonelik
yontemler su adimlar icerir: (a) bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bulusun bir
polipeptitinin veya bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir ksilanazin
saglanmasi; (b) bir meyve veya sebze malzemesi igeren bir bilesim veya bir sivi
saglanmasi ve (¢} (a) adimindaki polipeptit ve bilesimin temas ettiriimesi, bu sayede

meyve veya sebze suyunun, surubunun, puresinin veya ekstraktinin hazirlanmasi.
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Bulus bulusun bir ksilanazini veya bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir
polipeptiti iceren kagitlar veya kagit uruinleri veya kagit hamuru sadlar. Bulug bir kagidi
veya bir kadidi veya agac hamurunu islemek icin yontemler saglamakta olup, su
adimlari igerir: (a) bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bulusun bir polipeptitinin veya
bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir ksilanazin saglanmasi; (b) bir kagit
veya bir kagit veya adac hamuru igeren bir bilesim saglanmasi ve (¢) (a) adimmin
polipeptitinin ve (b) adiminin bilesiminin ksilanazin kagdit veya kadit veya agac

hamurunu isleyebildidi kosullar altinda temas ettiriimesi.

Bir kagit veya kagit urununde, bir kagit atiginda, bir ahsapta, aga¢ hamurunda veya
agac uruniunde veya bir agag veya kagit geri donusum bilesiminde ligninin miktarini
azaltmaya (delignifikasyon) veya bir lignini cozmeye yonelik ydntemler kadit veya kagit
urunuinun, agacin, agag urununun veya agag veya kagit geri donusum bilegiminin
bulusun bir polipeptiti veya bunun enzimatik olarak aktif bir fragmani ile temas
ettirilmesini igerir.

Bir agag, agag¢ urunu, kagit hamuru, kagit urunu veya kagit atigindaki hemiselulozlar
hidrolize etmeye iliskin yontem agacin, agac urununun, kagit hamurunun, kagit
urununun veya kagit atiginin bulusun bir polipeptiti veya bunun enzimatik olarak aktif

bir fragmani ile temas ettirilmesini icerir.

Kagit, kenevir veya keten hamurunun enzimatik agartilmasina yonelik yontemler kagit,
kenevir veya keten hamurunun bir ksilanaz ve bir agartma ajani ile temas ettirilmesini
icermekte olup, burada ksilanaz bulugun bir polipeptitini veya enzimatik olarak aktif bir
fragmanini icerir. Agartma ajani oksijen veya hidrojen peroksit icerebilir.

Bir lignoseluloz hamurunu agartmaya iliskin yontemler lignoseluloz hamuru ile bir
ksilani temas ettirmeyi icermekte olup, burada ksilanaz bulusun bir polipeptitini veya
bunun enzimatik olarak aktif bir fragmanini icerir.

Kagit, kagit atigi, kagidi geri donusturulmusg Urunun enzimatik murekkep gidermesine,
temassiz basil atik kadittan veya temassiz ve temash basih atik kagittan tonerin
gideriimesine yonelik yontemler kadidin, kadit atiginin, kagdidi geri donusturulmus
urunun, temassiz basili atik kagidin veya temasi basili atik kagidinin bir ksilanaz ile
temas ettiriimesini icermekte olup, burada ksilanaz bulusun bir polipeptitini veya bunun

aktif olarak enzimatik bir fragmanini igerir.
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ipin, kiyafetin veya tekstilin tekstili beyazlatmak i¢cin uygun kosullar altinda bir ksilanaz
ile temas ettiriimesini icermekte olup, burada ksilanaz bulusun bir polipeptitini veya
bunun enzimatik olarak aktif bir fragmanini igerir. iplik, kumas, dikis ipini, kiyafet veya
tekstil pamuk olmayan bir selulozik iplik, kumas, ip, kiyafet veya tekstil icerebilir.
Kumaslar, iplikler, kumaslar veya tekstiller bulusun bir sekansina sahip olan bir
polipeptiti veya bulusun bir sekansini iceren bir nukleik asit tarafindan kodlanan bir
polipeptiti veya bunun enzimatik olarak aktif bir fragmanini icermekte olup, burada bir
yonde (istege bagh olarak) kumas, iplik, kumas veya tekstil pamuk olmayan selulozik

bir kumas, iplik, kiyafet veya tekstil icerir.

Gazeteyi agartmaya veya murekkebi gidermeye yonelik yontemler gazetenin temas
ettiriimesini icermekte olup, burada ksilanaz bulusun bir polipeptitini veya bunun

enzimatik olarak aktif bir fragmanini igerir.

Agag, agdac kabugu pargalan, aga¢c hamuru, agag urunleri, kagit hamurlan, kagit
urunleri, gazeteler veya kagit atigi bulusun bir polipeptitini veya bunun enzimatik olarak
aktif bir fragmanini igerir. Iplik, kumas, dikis ipi veya tekstil bulusun bir polipeptitini veya

bunun enzimatik olarak aktif bir fragmanini icerir.

Bir aga¢c veya agac urunundeki lignini azaltmaya iligkin yontemler agac veya aga¢
urununun bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptitle temas ettirilmesini
icermekte olup, burada polipeptit bulugsun bir sekansini icerir veya polipeptit bulusun
bir sekansini iceren bir nukleik asit veya bunun enzimatik olarak aktif bir fragman

tarafindan kodlanir.

Bir agacta, bir agac hamurunda, bir Kraft hamurunda, bir kagitta, bir kagit urununde
veya bir kagit hamurunda yuksek sicaklik ve bazik pH kosullan altinda bir lignini
azaltmaya yonelik yontemler su adimlari icerir: (@) bir ksilanaz aktivitesine sahip olan
en az bir polipeptit saglanmasi, burada polipeptit en az yaklasik 80 T, 85 T, 90 €

veya daha fazla bir sicaklik ve en az yaklasik pH 10.5, pH 11, pH 12, pH 12.5 veya
daha fazla (bazik) bir bazik pH iceren kosullar altinda ksilanaz aktivitesini korur, burada
polipeptit bulusun bir sekansina sahip olan bir ksilanaz icerir veya ksilanaz bulusun bir
sekansini igeren bir nukleik asit veya bunun enzimatik olarak aktif bir fragmani
tarafindan kodlanir; (b) lignin igeren bir agacin, aja¢c hamurunun, Kraft hamurunun,

kagidin, kagit urununun veya kagit hamurunun saglanmasi ve (c) agacin, agag
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hamurunun, Kraft hamurunun, kadidin, kagit urununun veya kagit hamurunun (a)
adiminin polipeptiti ile 80 T, 85 T, 90 T ve dah a fazla bir sicaklik ve en az yaklasik
pH 10.5, pH 11, pH 12, pH 12.5 veya daha fazla (bazik) bir bazik pH iceren kosullar
altinda temas ettirilmesini igerir, burada polipeptit agagtaki, agac hamurundaki, Kraft

hamurundaki, kadittaki, kagit urunundeki veya kagit hamurundaki lignini azaltir.

Bir adaci bir agag¢ hamurunu, bir Kraft hamurunu, bir kagidi, bir kagit urunun veya bir
kagit hamurunu yuksek sicaklik ve bazik pH kosullari altinda islemeye yonelik
yontemler su adimlari igerir: (a) bir ksilanaz aktivitesine sahip olan en az bir polipeptit
saglanmasi, burada polipeptit en az yaklasik 80 T, 85 C, 90 T veya daha fazla bir

sicaklik ve en az yaklasik pH 10.5, pH 11, pH 12, pH 12.5 veya daha fazla (bazik} bir
bazik pH iceren kosullar altinda ksilanaz aktivitesini korur, burada polipeptit bulugun
bir sekansina sahip olan bir ksilanaz igerir veya ksilanaz bulugun bir sekansini iceren
bir nukleik asit veya bunun enzimatik olarak aktif bir fragmani tarafindan kodlanir; (b)
bir agacin, agac hamurunun, Kraft hamurunun, kagidin, kagit urununun veya kagit
hamurunun saglanmasi ve (c) agacin, aga¢ hamurunun, Kraft hamurunun, kagidin,
kagit urununun veya kagit hamurunun (a) adiminin polipeptiti ile 80 T, 85 T, 80 C

ve daha fazla bir sicaklik ve en az yaklasik pH 10.5, pH 11, pH 12, pH 12.5 veya daha
fazla {bazik) bir bazik pH iceren kosullar altinda temas ettiriimesini icerir, burada
polipeptit agactaki, agac hamurundaki, Kraft hamurundaki, kagittaki, kagit urinundeki
veya kagit hamurundaki bilesiklerin hidrolizini katalize eder ve burada bir yonde (istege
bagh olarak} agac, agac hamuru, Kraft hamuru, kagdit, kagit urunu veya kagit hamuru
bir yumusak agag¢ ve sert agac icerir veya aga¢, agac hamuru, Kraft hamuru, kagit
veya kagit hamuru yumusak adagtan ve sert agactan turetilir ve burada bir yonde
(istege bagh olarak) hamurun iglenmesinden sonra en az yaklasik % 10 veya en az

yaklasik % 32’lik tutarlih§a sahiptir.

Bir agacin, bir aga¢ hamurunun, bir Kraft hamurunun, bir kagidin, bir kadit Urununun
veya bir kagit hamurunun yuksek sicaklik ve bazik pH kosullar altinda rengini agmaya
yonelik yontemler olup, yontem su adimlari igcerir: (a) bir ksilanaz aktivitesine sahip
olan en az bir polipeptit saglanmasi, burada polipeptit en az yaklasik 80 T, 85 €, 90

T veya daha fazla bir sicaklik ve en az yakla sik pH 10.5, pH 11, pH 12, pH 12.5 veya
daha fazla (bazik) bir bazik pH iceren kosullar altinda ksilanaz aktivitesini korur, burada
polipeptit bulusun bir sekansina sahip olan bir ksilanaz igerir veya ksilanaz bulusun bir
sekansini iceren bir nukleik asit veya bunun enzimatik olarak aktif bir fragmani
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tarafindan kodlanir; (b) bir agacin, aga¢ hamurunun, Kraft hamurunun, kagidin, kagit
urununun veya kagit hamurunun saglanmasi ve (¢) agacin, aga¢ hamurunun, Kraft
hamurunun, kagidin, kagit urununun veya kagit hamurunun (@) adiminin polipeptiti ile
80C,85C,90TC,91T,92C,93C, M4 C, 95T, 96C,97TC,98C,99 T,

100 C, 101 C, 102 C, 103 €, 103.6 C, 104 C,1 05 C, 107 C, 108 C, 109 C

veya 110 T ve daha fazla bir sicaklik ve en az yaklasik pH 10.5, pH 11, pH 12, pH
12.5 veya daha fazla (bazik) bir bazik pH iceren kosullar altinda temas ettiriimesini
icerir, burada polipeptit agactaki, aga¢c hamurundaki, Kraft hamurundaki, kagttaki,
kagit urunundeki veya kagit hamurundaki bilesikleri katalize eder, bu sayede agdaci,

agac hamurunu, Kraft hamurunu, kagidi, kadit urununii veya kagit hamurunu agartir.

Bir agac, bir agag hamuru, bir Kraft hamuru, bir kagit, bir kagit urunt veya bir kagit
hamuru agartma igleminde agartma kimyasallannin kullamimini yuksek sicakhk ve
bazik pH kosullar altinda azaltmaya yonelik yontemler su adimlar igerir: (a) bir
ksilanaz aktivitesine sahip olan en az bir polipeptit saglanmasi, burada polipeptit en az
yaklasik 80 C, 85 C,86 C,87 C,88T,89TC,90C, 91C,92%TC, 93T, 94 TC,
95C,96 C,97C,98 C,99 C,100C, 101 C, 102, 103 C, 103.5 C, 104 TC,
105 C, 107 T, 108 T, 109 T veya 110 T veya dah a fazla bir sicaklik ve en az
yaklasik pH 10.5, pH 11, pH 12, pH 12.5 veya daha fazla (bazik) bir bazik pH igeren
kosullar altinda ksilanaz aktivitesini korur, burada polipeptit bulusun bir sekansina
sahip olan bir ksilanaz icerir veya ksilanaz bulugun bir sekansini iceren bir nukleik asit
veya bunun enzimatik olarak aktif bir fragmani tarafindan kodlanir; (b) bir agacin, agag
hamurunun, Kraft hamurunun, kadidin, kagit urununun veya kagdit hamurunun
saglanmasi ve (c) agacin, agac hamurunun, Kraft hamurunun, kagidin, kagit urununun
veya kagit hamurunun (a) adiminin polipeptiti ile 80 C, 85 T, 90 T, 91 T ,92 T,
93T ,94C,95C,96C, 97 C,88 C,99C, 1 00T, 101 C, 102 C, 103 T,
103.5C, 104 C, 105 C, 107 T, 108 T, 109 T ve vya 110 T ve daha fazla bir sicaklik
ve en az yaklasik pH 10.5, pH 11, pH 12, pH 12.5 veya daha fazla (bazik) bir bazik pH
iceren kosullar altinda termas ettirilmesini icerir, burada polipeptit agactaki, adac
hamurundaki, Kraft hamurundaki, kagittaki, kagit urunundeki veya kagit hamurundaki
bilesikleri katalize eder ve agartma islemindeki agarma kimyasallarinin kullanimini
azaltir, burada istege bagh olarak agartma kimyasal bir klorin, bir klorin dioksit, bir
kostik, bir peroksit veya bunlarin herhangi bir kombinasyonunu igerir.
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Bir kagidin veya hamurun yuksek sicaklik ve bazik pH kosullari altinda murekkebini
gidermeye yonelik yontemler olup, su adimlari igerir: (a) bir ksilanaz aktivitesine sahip
olan en az bir polipeptit saglanmasi, burada polipeptit en az yaklasik 80 C, 85 T, 80
C veya daha fazla bir sicaklk ve en az yakla sik pH 10.5, pH 11, pH 12, pH 12.5 veya
daha fazla (bazik) bir bazik pH iceren kosullar altinda ksilanaz aktivitesini korur, burada
polipeptit bulusun bir sekansina sahip olan bir ksilanaz icerir veya ksilanaz bulugun bir
sekansint igeren bir nukleik asit veya bunun enzimatik olarak aktif bir fragmani
tarafindan kodlanir; (b) murekkep igeren bir adacin, agag hamurunun, Kraft
hamurunun, kagidin, kagit urununiuin veya kagit hamurunun saglanmasi ve (c) agacin,
agac hamurunun, Kraft hamurunun, kagidin, kagit uriniinun veya kagit hamurunun (a)
adiminin polipeptitiile 80 T, 85T, 90 C, 91T ,92T,93T,94 C,95C, 96 C,
97 T, 98 €, 99 €, 100 C, 101 T, 102 T, 103 T ,103.5 C, 104 C, 105 C, 107
T, 108 T, 108 T veya 110 T ve daha fazla bir s1 cakhk ve en az yaklasik pH 10.5,
pH 11, pH 12, pH 12.5 veya daha fazla (bazik) bir bazik pH igeren kosullar altinda
temas etlirimesini icerir, burada polipeptit adactaki, agag hamurundaki, Kraft
hamurundaki, kadittaki, kagit urunundeki veya kagit hamurundaki bilesikleri katalize
eder, bu sayede agaci, agac hamurunu, Kraft hamurunu, kagidi, kagit urununu veya

kagit hamurunu agartir.

Bir agac, bir agag hamuru, bir Kraft hamuru, bir kagit, bir kagit Urunu veya bir kagit
hamuru agartma isleminde adartma kimyasallarinin kullanimini yuksek sicaklik ve
bazik pH kosullari altinda azaltmaya yonelik islemler su adimlari icerir: (a} bir ksilanaz
aktivitesine sahip olan en az bir polipeptit saglanmasi, burada polipeptit en az yaklasik
80 C,85 T, 86 C,87 C,88TC,89C,90 T, 9 C,92C,93C,94C,95C, 96

C,97 C,98 C,99 C,100 C, 101 C,102C, 10 3 C,103.5C, 104 C, 105 T,

107 C, 108 C, 109 T veya 110 T veya daha fazla bir sicaklhk ve en az yaklagik pH
11°lik bir bazik pH igceren kosullar altinda ksilanaz aktivitesini korur, burada polipeptit
bulusun bir sekansina sahip olan bir ksilanaz icerir veya ksilanaz bulugun bir sekansini
iceren bir nukleik asit veya bunun enzimatik olarak aktif bir fragmani tarafindan
kodlanir; (b) bir lignin igceren bir agacin, agag hamurunun, Kraft hamurunun, kagidin,
kagit urunuinun veya kagit hamurunun saglanmasi ve (c) agacin, aga¢ hamurunun,
Kraft hamurunun, kadidin, kadit Urununun veya kagit hamurunun (b) adiminin
polipeptiti ile 80 C, 85T, 90 C, 91T ,92T ,93T,94 C,95C, 96, 97 C,

98 T, 99 T, 100 C, 101 C, 102 C, 103 C, 103.5 T, 104 C, 105 T, 107 T, 108
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C, 109 € veya 110 T ve daha fazla bir sicaklik v e en az yaklasik pH 11'lik bir bazik
pH iceren kosullar altinda temas ettirilmesini igerir, burada polipeptit agactaki, agac
hamurundaki, Kraft hamurundaki, kagittaki, kagit Urunundeki veya kagit hamurundaki
bilesikleri katalize eder; burada istege bagh olarak hamurun iglenmesinden sonra

yaklagik % 10°luk bir tutarhhida sahiptir.

Bilesimler bir agag, bir agac hamuru, bir Kraft hamuru, bir kagit, bir kagit urunu veya
bir kagit hamuru ve bulusun bir ksilanaz aktivitesine sahip olan veya bulusun bir
sekansini igeren bir nikleik asit tarafindan kodlanan bir polipeptiti veya bunun
enzimatik olarak aktif bir fragmanini igerebilir. istege bagl olarak agag, agag hamuru,
Kraft hamuru, kagit Uriin veya kagit irunu bir sert aja¢ ve yumusak agag veya bir sert
adactan ve yumusak agactan turetilen agag, agagc hamuru, Kraft hamuru, kagit, kagit

urunt veya kagit hamuru igerir.

Etanol yapmaya iligskin yontemler nigsasta iceren bir bilesimin bir ksilanaz aktivitesine
sahip olan bir polipeptitle temas ettirilmesini icermekte olup, burada polipeptit bulugun
bir sekansini icerir veya polipeptit bulusun bir sekansini igceren bir nukleik asit veya
bunun enzimatik olarak aktif bir fragmani tarafindan kodlanir. Bilesimler bir etanol ve
bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti icerebilmekte olup, burada polipeptit
bulusun bir sekansini icerir veya polipeptit bulusun bir sekansini iceren bir nukleik asit
veya bunun enzimatik olarak aktif bir fragmani tarafindan kodlanir. Yuksek sicaklik ve
bazik pH kosullari altinda etanol yapmaya yonelik yontemler olup, yontem su adimlari
igerir: (a) bir ksilanaz aktivitesine sahip olan en az bir polipeptit saglanmasi, burada
polipeptit en az yaklasik 80 TC, 85 C, 86 C,87 C,88C,89C,90C, 91T, 92T,

93C,94C,95C,96C,97C,98C,99C, 10 0,101 C,102C, 103 C,103.5

T, 104 C, 105 C, 107 €, 108 C, 109 € veya 110 T veya daha fazla bir sicaklik
ve en az yaklasik pH 11'lik bir bazik pH igeren kosullar altinda ksilanaz aktivitesini
korur, burada polipeptit bulusun bir sekansina sahip olan bir ksilanaz icerir veya
ksilanaz bulusun hir sekansini iceren bir nukleik asit veya bunun enzimatik olarak aktif
bir fragmani tarafindan kodlanir; (b) bir nisasta iceren bir agacin, ajag hamurunun,
Kraft hamurunun, kagidin, kagit urinunun veya kagit hamurunun saglanmasi ve (c)
(b} adiminin bilegsiminin (a) adiminin polipeptiti ile 80 T, 85 C, 90T, 91T ,92 T,

93T ,94 T,95C, 9 C,97C,98C,99C, 1 00T, 101 C, 102 C, 103 T,

103.5C, 104 C, 105 C, 107 C, 108 T, 102 TCve ya 110 T ve daha fazla bir sicaklik
ve en az yaklasik pH 11:lik bir hazik pH iceren kosullar altinda temas ettiriimesini igerir,
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burada polipeptit agactaki, aga¢c hamurundaki, Kraft hamurundaki, kadittaki veya kagit
hamurundaki bilesikleri katalize eder, bu sayede adactan, agac hamurundan, Kraft

hamurundan, kagittan, kagit urununden veya kagit hamurundan etanol uretilir.

Farmasotik bilesimler bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti icerebilmekte
olup, burada polipeptit bulusun bir sekansini icerir veya polipeptit bulusun bir sekansini
iceren bir nukleik asit veya bunun enzimatik olarak aktif bir fragman tarafindan
kodlanir. Bir ksilan igceren bir mikroorganizmay! elimine etmeye veya hayvanlari
bundan korumaya yonelik yontemler bulusun bir polipeptitinin uygulanmasini icerir.

Mikroorganizma bir ksilan iceren bir bakteri, orn, Salmonella olabilir.

Farmasotik bilesim bir sindirim yardimcisi veya bir anti-mikrobiyal (orn, Salmonella
karsi) olarak hareket edebilir. Tedavi profilaktik olabilir. AGiz bakim Urunleri bulusun bir
ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptitini veya bulusun bir nuikleik asidi tarafindan
kodlanan hir ksilanaz igerebilir. Agiz bakim urun bir dis macunu, bir dis kremi, bir jel
veya bir dig tozu, bir ondontik, bir gargara, bir fircalama oncesi veya sonrasi durulama
formulasyonu, bir sakiz, bir pastil veya bir seker icerebilir. Kontak lens temizleme
bilesimleri bulusun bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptitini veya bulusun bir

nukleik asidi tarafindan kodlanan bir ksilanazi icerebilir.

Kimerik ksilanazlar bulusun bir polipeptit sekansini ve en az bir heterolog karbonhidrat
baglayan modulu (CBM) icermekte olup, burada istede bagl olarak CBM bir CBM3a,
CBM3b, CBM4, CBM6, CBM22 veya X14 veya asagida listelendidi ve tartisildid
sekilde bir CBM igerir. Kimerik ksilanazlar en az bir heterolog karbonhidrati baglama
modulunu (CBM) igermekte olup, burada CBM bulusun bir ksilanaz sekansinin
karbonhidrat baglayan bir alt sekansini veya Tablo 9'da belirtildigi gibi bir X14 iceren
karbonhidrat baglayan bir alt sekansi icerir. Yeni bir karbonhidrat baglayan
spesifisiteye veya gelismis bir karbonhidrat baglayan spesifisiteye sahip olan bir
kimerik ksilanaz bir heterolog veya ilave bir endojen karbonhidrat baglayan modulun
(CBM) bir ksilanaz icine yerlestiriimesini icermekte olup, burada CBM bulusun bir
ksilanazinin karbonhidrat baglayan bir alt sekansini veya Tablo 9'da belirtildigi gibi bir
X14 iceren karbonhidrat baglayan bir alt sekansi icerir veya alternatif olarak bir

heterolog CBM veya bir ilave CBM bulusun bir ksilanazi igine yerlestirilir.

Bulug bulusun en az bir enzimini ve baska bir ksilanaz veya herhangi bagka bir enzim
olabilen bir veya daha fazla enzimi iceren karisimlar veya “kokteyller” saglar; 0rnegin
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bulugun “kokteylleri”, bu bulusun en az bir enzimine ek olarak birkag 6rnek vermek
istersek ksilanaz (bu bulusun olmayan), selulaz, lipaz, esteraz, proteaz veya
endoglikosidaz, endo-beta.-1,4-glukanaz, beta glukanaz, endo-beta-1,3(4)-glukanaz,
kutinaz, peroksidaz, katalaz, lakkaz, amilaz, glukoamilaz, pektinaz, reduktaz, oksidaz,
fenoloksidaz, ligninaz, pullulanaz, arabinanaz, hemiselulaz, mannaz, ksiloglukanaz,
ksilanaz, pektin asetil esteraz, ramnogalakturonan asetil esteraz, poligalakturonaz,
ramnogalakturonaz, galaktanaz, pektin lizaz, pektin metilesteraz, selobiyohidrolaz
ve/veya transglutaminaz gibi herhangi baska bir enzim igerebilir. Alternatif
uygulamalarda bulusun en az bir enzimini iceren bu enzim kansimlari veya “kokteylleri”
burada aciklanan herhangi bir islemde veya yontemde veya patent hakki bildiriminin
bilesimi, orn, gida veya besinlerde, gida ve besin takviyelerinde, tekstillerde,
kagitlarda, islenmis agagta, vs. ve bunlari yapmaya yonelik yontemlerde ve kadidi,
hamuru, agdaci, kagit hamurunu veya agac¢ atigini veya yan urunler ve bunlarin nihai

urunlerini iglemek icin bilesimlerde ve yontemlerde kullanilabilir.
Bulusun diger yonleri ekli istemlerde belirtilmektedir.

Bulusun bir veya daha fazla uygulamasina iliskin detaylar ekli cizimlerde ve asagidaki
aciklamada belirtilmektedir. Bulusun diger ozellikleri, amaclar ve avantajlan

aciklamadan ve cizimlerden ve istemlerden acik hale gelecektir.
SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Asadidaki cizimler bulusun yonlerini agiklayicidir ve istemler tarafindan kapsanan
bulusun kapsamini kisittamay amaglamamaktadir.

Sekil 1, bir bilgisayar sisteminin bir blok diyagramidir.

Sekil 2, yeni sekans ve veri tabanindaki sekanslar arasindaki homoloji seviyelerini
belirlemek Uzere yeni bir nukleotiti veya protein sekansini bir sekans veri tabani ile

karsilastirmak igin bir isleme iligkin bir yonu gosteren bir akis diyagramidir.

Sekil 3, iki sekansin homolog olup olmadidini belirlemek icin bir bilgisayardaki bir
isleme iligskin bir yonu gosteren bir akis diyagramidir.

Sekil 4, bir sekansta bir ozelligin mevcudiyetini tespit etmek igin bir tanimlayici islemin

(300) bir yonunu gosteren bir akis diyagramidir.
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Sekil 5, sokak turu sekansin (SEK ID NO: 189 ve 190) 8x mutantin (SEK ID NO: 375,
376), Tablo 1"deki mutantlar D, F, H, I, S, C, X ve AA'nin aktivitesini karsilagstiran bir
grafiktir.

Sekil 6A, asagida Ornek S'te detayh sekilde agiklandigi gibi Gen Alani Doygunluk
Mutagenezi tarafindan olusturulan SEK ID NO: 378in (SEK ID NO: 377 tarafindan
kodlanmistir) dokuz tek alan amino asit mutantini gostermektedir.

Sekil 6B, asagida Ornek 5te detayh sekilde agiklandi§i gibi her bir enzim igin
Diferansiyel Taramal Kalorimetre (DSC) vasitasiyla belirlenen erime sicakliyl gecis
orta noktasi (Tm) deneylerinde SEK ID NO: 190 ve SEK ID NO: 378'in acilmasini

gostermektedir.

Sekil 7A, asadida Ornek 5'te detayl sekilde agiklandidi gibi enzimler SEK ID NO: 190
ve SEK ID NO: 378 icin pH ve sicaklik aktivite profillerini gostermektedir.

Sekil 7B, asadida Ornek 5:te detayh sekilde agiklandigi gibi enzimler SEK ID NO; 190
ve SEK ID NO: 378 i¢in oran/sicaklik aktivite optimay gostermektedir.

Sekil 7C, asagida Omek 5'te detayl sekilde aciklandi§i gibi enzimler SEK ID NO: 190
ve SEK ID NO: 378 icin 1s1 toleransi/kalinti aktivitesini géstermektedir.

Sekil 8A, asagida Ornek 5'te detayh sekilde agiklandidi gibi gelismis 1s1 toleransi ve
aktivitesi olan varyantlar igin yapilandiriimis ve taranmis 9 GSSM nokta mutasyonunun

butiin muhtemel kombinasyonlaninin GeneReassembly kutuphanesini gostermektedir.

Sekil 8B, asadida Ornek 5te detayl sekilde agiklandidi gibi optimum bir sicaklik ve pH
6.0)da SEK ID NO: 190 (“sokak turu”) karsilastirilan “6X-2" varyantinin ve “9X"
varyantinin (SEK ID NO: 378) bagdil aktivitesini gostermektedir.

Sekil 9A, asagida Ornek 51e detaylh sekilde aciklandi§i gibi oligoksilanlar (Xyl)3,
(Xyh4, {(Xyh)5 ve (Xyh)6'nin SEK ID NO: 190 (“sokak turu”) ve “9X” varyanti (SEK ID

NO: 378) aracihgiyla hidrolizinden sonra elde edilen parmak izlerini gdostermektedir.

Sekil 9B, asadida Ornek 5te detayl sekilde aciklandi§i gibi Beechwood ksilanin SEK
ID NO: 190 (“sokak turu”} ve “9X” varyanti (SEK ID NO: 378) araciliiyla hidrolizinden

sonra elde edilen parmak izlerini gostermektedir.

Sekil 10A, asadida Ornek 5'te detayi sekilde aciklandigi gibi SEK ID NO: 190 (“sokak
turt”) uzerinde GSSM degerlendirmesi vasitasiyla elde edilen termal stabilite (Tm ile

temsil edilmektedir) gelisiminin seviyesini gosteren bir sematik diyagramdir.
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Sekil 10B, asagida Ornek 5te detayll sekilde aciklandidi gibi GSSM ve
GeneReassembly teknolojilerinin kombine edilmesi vasitasiyla elde edilen SEK ID NO:
378 ve SEK ID NO: 380 formundaki enzim gelisiminin bir “uygunluk diyagramin/”

gostermektedir.

Sekil 11, asagida Ornek 6°da detayh sekilde agiklandidi gibi bulusun bir ksilanazinin
kadit hamurunu onceden islemekte faydali olup olmadigini belirlemek igin drnek bir

rutin tarama protokolunun sematik bir akis diyagramidir.

Sekil 12, asagida detayh sekilde aciklandidi gibi bulusun ornek ksilanazlarini kullanan

bir “biyolojik agartma” gcalismasinin sonuglarini grafiksel olarak gostermektedir.

Sekil 13, asadida detayh sekilde agiklandigi gibi SEK ID NO: 382 sekansina yapilan
degisikliklerin bir ozetini gostermektedir.
Sekil 14, asagida Ornek 9'da detayh sekilde agiklandigi gibi bir endustriyel biyolojik

agartma islemini gostermektedir.

Sekil 15, asadida Ornek 10'da detayh sekilde aciklandidi gibi bulusun 6rnek
enzimlerinin enzimatik aktivitesini gosteren verileri ozetleyen bir tablodur.

Sekil 16, Sekil 17, Sekil 18 ve Sekil 19, asagida Ornek 11'de detayl sekilde agiklandigd:
gibi gesitli kosullar altinda Guney Yumusak Agaci (SSWB) Uzerinde SEK ID NO: 382

aktivitesini grafiksel olarak gosteren ve bu veriyi 0zetleyen tablolardir.

Sekil 20, asagida Ornek 11'de detayh sekilde agiklandidi gibi ¢esitli pH araliklarinda
02 sonrasi Kuzey Sert Adaci (NHW) uzerinde SEK ID NO: 382 aktivitesini grafiksel

olarak gosteren bir tablodur.

Sekil 21, asagida Ormnek 12'de detayl sekilde aciklandidi gibi bulusun 6rnek
enzimlerini  kullanan bir azo-ksilan analizinin sonuglarini  grafiksel olarak

gostermektedir.

Sekil 22 ve 23, asagida Ornek 12'de detaylh sekilde aciklandidi gibi Nir Nelson-
Somogyi analizi kullanarak bugday arabinoksilan Uzerinde bulusun ormek enzimlerini
kullanan ©rnek bir enzim aktivitesi analizinin  sonuglarini  grafiksel olarak

gostermektedir.

Sekil 24 ve 25, asadida Ornek 12'de detayh sekilde agiklandigi gibi bir azo-ksilan
analizi kullanarak ksilanlara yonelik ornek bir 1s1 toleransi analizinin sonuglarini

grafiksel olarak gostermektedir.
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Sekil 26, asagida Ornek 12'de detayh sekilde aciklandigi gibi enzimlere yonelik 6rnek
bir 151 toleransi analizinin, bir kalinti aktivite yonteminin sonug¢larini grafiksel olarak

gostermektedir.

Sekil 27A ve Sekil 27B, asagida Ornek 14'te detayh sekilde agiklandidi gibi SEK ID
NO: 382'nin “sokak turunun” ve SEK ID NO: 482'nin bulusun varyanti veya ornek
“‘mutant” ksilanazinin 1si inaktivasyonunu gosteren veriyi gostermektedir.

Sekil 28, asadida Ornek 14'te detayl sekilde aciklandigi gibi SEK ID NO: 382 ve SEK
ID NO: 482'nin inaktivasyon enerjisindeki faki gosteren veriyi gostermekte olup, burada
1s1 inaktivasyonu cesitli sicakliklarda olgulmustur ve veriler bir Arrhenius grafigi yapmak

icin kullanilmigtir.
Cesitli gizimlerdeki benzer referans sembolleri benzer elemanlar belirtmektedir.
BULUSUN DETAYLI ACIKLAMASI

Bulug ksilanazlar ve bunlari kodlayan polinukleotitler ve bunlan yapmaya ve
kullanmaya iligkin yontemler saglar. Bulusun polipeptitleri bir polisakkaritteki glikosidik
baglari, ornegin ksilanda bulunan bir glikosidik bag hidrolize edebilen, ornegdin dahili
B-1,4-ksilosidik baglarin hidrolizini katalize edebilen enzimleri kapsar. Bulusun
ksilanazlarn gidalan, yemleri, besin takviyelerini, tekstilleri, deterjanlar ve benzerlerini
yapmak ve/veya islemek icin kullanilabilir. Bulusun ksilanlarn farmasotik bilesimlerde

ve diyet yardimecilarinda kullanilabilir.

Bulusun ksilanazlari pisirme, hayvan yemi, icecek ve agag¢, agag hamuru, Kraft
hamuru, kagit, kagit urunu veya kagit hamuru iglemlerinde 6zellikle faydahdir. Bulugun
bir enzimi yuksek ve/veya dusuk pH kosullarina toleransh veya 1s1 toleransh olabilir.
Bulusun bir ksilanazi en az yaklasik 80 C, 85 C, 86 T, 87 C, 88 T, 89 T, 90 T,
91C,92C,93C,94C, 95T, 96 C,97C,98 TC,99C, 100 T, 101 C,102 C,
103 C, 103.5 C, 104 C, 105 C, 107 C, 108 T, 1 09 T veya 110 T veya daha
fazla bir sicaklik ve en az yaklasik pH 11 veya dabha fazla bir bazik pH iceren kosullar

altinda aktiviteyi koruyabilir.

Bulus bulusun en az bir veya daha fazla baz ciftinde, kodonlarda, intronlarda,
eksonlarda veya amino asit kalintilannda medifiye edilmis sekanslar iceren (sirasiyla)
ancak halen bulusun bir ksilanazinin biyolojik aktivitesini koruyan polinukleotitlerinin
veya polipeptitlerinin varyantlanimi saglar. Varyantlar ornegin hata egilimli PCR,
karistirma, oligonukleotite yonelik mutagenez, duzenek PCR, cinsel PCR
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mutagenez, in vivo mutagenez, kaset mutagenez, tekrarlanan topluluk mutagenezi,
ussel topluluk mutagenezi, alana 6zgu mutagenez, yeniden gen duzenlenmesini (orn,
GeneReassembly, bkz, orn, U.S. 6,537,776), Gen Alan Doygunluk Mutagenezi
(GSSM), sentetik ligasyon yeniden duzenlenmesi (SLR) veya bunlarin  bir

kombinasyonu gibi araclar iceren bir yontem vasitasiyla gerceklestirilebilir.

Tablo 1 ve Tablo 2 GSSM vasitasiyla SEK ID NO: 18%un (SEK ID NO: 190
kodlamaktadir) mutasyona tabi tutulmasi ile elde edilen varyantlan listelemektedir.
Patent hakki bildirimi Tablolar 1 ve 2'de belirtilen sekanslarin birine veya daha
fazlasina veya tamamina sahip olan nukleik asitleri, baska bir deyisle SEK ID NO:
189un varyantlan olan sekanslara sahip olan nukleik asitleri, burada varyasyonlar
Tablo 1 ve Tablo 2'de belirtiimektedir ve bu varyantlar tarafindan kodlanan polipeptitleri
icerir.

Bu GSSM varyantlan (Tablolar 1 ve 2'e belirtiimektedir) 1s1 toleransina yonelik test
edilmistir (bkz, asagidaki Ornekler). Mutantlar D, F, G, H, |, J, K, S, T, U, V, W, X, Y,
Z, AA | DD ve EE’'nin Tablo 1'deki mutantlar arasindan en yuksek 1s1 toleransina sahip
oldugu bulunmustur. Mutantlar ayrica daha “buyuk” bir mutant olusturmak icin kombine
edilebilir (baska bir deyisle, birden gok sekans varyasyonuna sahip olan bir polipeptit,
ayrica bkz. orn, asagida Tablo 10). Ornegin Tablo 1'deki mutantlar D, F, H, I, S, V, X
ve AA SEK ID NO: 375te (nukleik asidi kodlayan polipeptit) ve SEK ID NO: 376'da
(amino asit sekansi) belirtildidi sekliyle bir sekansi olan “8x" olarak belirtilen daha
buyuk bir mutant olusturmak icin kombine edilmistir. $Sekil 5, sokak turt sekansin (SEK
ID NO: 189 ve 190) 8x mutantin (SEK ID NO: 3259 ve 260), aktivitesini karsilagtiran
sicakligin 65 T oldu gu ve her ikisi icin optimal pH'In 5.5 oldugu kesfedilmistir. Sokak
turt sekansin 65 Crde stabilitesini 1 dakikadan az korudugu bulunmugken 8x mutantin
(SEK ID NO:. 3375, 376) stabilitesini 85 T'de 10 dakikadan fazla korudugu
bulunmustur. Kullanilan substrat azo-ksilan olmustur (érn, Megazyme International
Ireland Ltd.’den yulaf kavuzlu bugday). 8x mutantlar (SEK ID NO: 375, 376) GSSM
vasitasiyla degerlendirildi. Sokak turu 1si1 toleransi degerlendirmesi icin bir GSMM soyu

olabilir.

Tablo 1



Mutant Mutasyon
A A2F
B A2D
C A5H
D D8F
E Q11L
F Q11H
G N12L
H N12L
G171
J Q11H,T23T
K Q11H
L S26P
M S26P
N S35F
0] Degisim Yok
P A51P
Q A51P

45

Sokak turu Sek

GCC

GCC

GCT

GAC

CAA

CAA

AAT

AAT

GGT

CAAACC

CAA

TCT

TCT

TCA

GTT

GCA

GCA

GSSM Sek

TTT

GAC

CAC

TTC

CTC

CAC

TTG

TTG

ATA

CAT,ACG

CAT

CCG

CCA

TTT

GTA

CCG

CCG



46

Mutant Mutasyon Sokak turu Sek GSSM Sek
R G60R GGA CGC
S G60H GGA CAC
T G60H GGA CAC
U P64C CCG TGT
\ P64V CCG GTA
w P64V CCG GTT
X 565V TCC GTG
Y Q11H CAA CAT
z Gosl GGA ATA
AA GG8A GGA GCT
BB A71G GCT GGA
CC Degisim Yok AAT AAC
DD S79P TCA CCA
EE S79P TCA CCC
FF T958 ACT TCT
GG YO8P TAT CCG

HH T114S ACT AGC
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Mutant Mutasyon Sokak turu Sek GSSM Sek
I Dedisim Yok AAC AAC

JJ Degisim Yok AGG AGA

KK 1142L ATT CTG

LL S1511 AGC ATC

MM S138T,S151A TCG,AGC ACG,GCG
NN K158R AAG CGG

00 K160V,V1721 AAA,GTA GTT,ATA

Isi toleransinda “sokak turl”™ Uzerinde gelismeye veya en iyi varyasyona sahip
varyantlar (SEK ID NO: 189°un) Ureten kodon varyantlari Tablo 2'de gosterildigi gibi

alti gizilerek belirtilmigtir.

Tablo 2

Mutasyon Sokak turu GSSM Ayrica ayni degistirilmis amino asit

Sekansi Sekansi i¢in kodlanan diger kodonlar
A2F GCC TTT TTC
A2D GCC GAC GAT
A5H GCT CAC CAT
D8F GAC TTC TTT

Q11L CAA CTC TTA, TTG, CTT, CTA, CTG



Mutasyon Sokak

Q11H

N12L

G171

T23T

S26P

S35F

A51P

GG6OR

G60H

P64C

P64V

S65V

G68I

GGBA

AT1G

S79P

Sekansi

CAA

AAT

GGT

ACC

TCT

TCA

GCA

GGA

GGA

CCG

CCG

TCC

GGA

GGA

GCT

TCA

48

turu GSSM Ayrica ayni degistirilmis amino asit

Sekansi icin kodlanan diger kodonlar
CAC, CAT -

TTG TTA, CTC, CTT, CTA, CTG
ATA ATT, ATC

ACG ACT, ACC, ACA

CCG, CCA CCC

TTT TTC

CCG CCC, CCA

CGC CGT, CGA, CGG, AGA, AGG
CAC CAT

TGT TGC

GTA, GTT GTC, GTG

GTG GTC, GTA, GTT
ATA ATT, ATC

GCT GCG, GCC, GCA
GGA GGT, GGC, GGG
CCA, CCC CCG
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Mutasyon Sokak turu GSSM Ayrica ayni degistirilmis amino asit

Sekansi Sekansi icin kodlanan diger kodonlar
T958 ACT TCT TCC, TCA, TCG, AGT, AGC
Y98P TAT CCG CCC, CCA
T114S  ACT AGC TCC, TCA, TCG, AGT, TCT
1142L ATT CTG TTA, CTC, CTT, CTA, TTG
S151I AGC ATC ATT, ATA
S138T TCG ACG ACT, ACC, ACA
S151A  AGC GCG GCT, GCC, GCA
K158R  AAG CGG CGT, CGA, CGC, AGA, AGG
K160V  AAA GTT GTC, GTA, GTG
V172 GTA ATA ATT, ATC

Amino asit sekanslarinin bir amino asit sekansinin (SEK ID NO: 208) amino asit
sekans! bir tekli amino asit mutasyonu vasitasiyla modifiye edilebilir. Bu mutasyon
asparjin ila aspartik asit mutasyonu olabilir. Meydana gelen amino asit sekansi ve
karsihik gelen nukleik asit sekansi sirasiyla SEK ID NO: 252 ve SEK ID NO: 251'de
belirtimektedir. Enzimin optimum pH'nda bir gelismeye sahip tekli amino asit
mutasyonlar, ornegin SEK ID NO: 208'in mutasyonunu teknikte ksilanazlarla iligkili
olarak gosterilmistir. (Bkz, orn, Joshi, M., Sidhu, G., Pot, I., Brayer, G., Withers, S.,
Mcintosh, L., J. Mol. Bio. 299, 255-279 (2000).) Ayrica bu tekli amino asit
mutasyonlarinda sekans bolumlerinin alt klonlama isleminde uzaklastirilabildigi not
edilmektedir. Ornedin SEK ID NO: 207 ve SEK ID NO: 251 sekansin hizaladidi alan
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uzerinde sadece bir nukleotitte farkhlik gosterir. Ancak SEK ID NO: 207'nin N-
terminalindeki bir 78 nukleotit alaninin alt klonlamada SEK ID NO: 251iin N-
terminalinden cikartildigi not edilmektedir. Ek olarak SEK ID NO: 251'deki ilk ug¢
nukleotit ATG'ye cevrilmigtir ve daha sonra SEK ID NO: 251°deki altinci nuklectitte
nokta mutasyonu yapilmistir.

= w

“‘Doygunluk mutagenezi”, “gen alani doygunluk mutagenezi” veya “GSSM” terimleri
asadida detayli sekilde aciklandi§i uzere bir polinukleotite nokta mutasyonlar dahil

etmek icin dejenere oligonukleotit primerleri kullanan bir yontem icerir.
“Optimize yonlendirilmis evrim sistemi” veya “optimize yonlendirilmis evrim” terimleri
ilgili nukleik asit sekanslarnnin, orn, ilgili genlerin fragmanlarinin yeniden

duzenlenmesine yonelik bir yontem icerir ve asagida detayli sekilde agiklanmaktadir.

“Sentetik ligasyon yeniden duzenlemesi” veya “SLR” terimleri stokastik olmayan bir
sekilde oligonukleotit fragmanlarini ligatlamaya iliskin bir yontem igerir ve asagida
detayh sekilde aciklanmaktadir.

Nukleik Asitlerin Uretilmesi ve Manipule Edilmesi

Bulus bulusun polipeptitlerini kodlayan ekspresyon vektorleri gibi ekspresyon kasetleri
dahil olmak uzere bulusun ornek bir amino asit sekansina iliskin en az bir sekans
modifikasyonuna sahip olan enzimler iceren, ksilanaz aktivitesine sahip olan
polipeptitleri kodlayan nukleik asitler saglamakta olup, burada nukleik asit bulusun
ornek bir nukleik asidinin en az bir sekans modifikasyonuna sahiptir, burada sekans
modifikasyonu en az asagidaki degisikliklerin birini, ikisini, ugunu, dordunu besini,
altisini, yedisini, sekizini, dokuzunu, onunu, on birini, on ikisini, on ugunu, on dérdunu,
on besini, on altisini, on yedisini, on sekizini, on dokuzunu veya tamamni icerir: SEK
ID NO: 383'un 10 ila 12 kalintisinin es degerindeki nukleotitleri CCT, TTA, TTG, CTC,
CTA veya CTG'ye degistirilir, SEK ID NO: 383'Un 25 ila 27 kalintisinin es degerindeki
nukleotitleri CCC, CCG, CCA veya CCT'ye degistirilir, SEK ID NO: 383'Un 28 ila 30
kalintisinin es degerindeki nukleotitleri TCA; TCC, TCT, TCG, AGT veya AGC'ye
degistirilir, SEK ID NO: 383'un 37 ila 392 kalintisinin es dederindeki nukleotitleri TTT
veya TTCye degistirilir, SEK ID NO: 383'un 37 ila 39 kalintisinin es degerindeki
nukleotitleri ATA, ATT veya ATC ye degistirilir, SEK ID NO: 383'un 37 ila 39 kalintisinin
es dederindeki nuklectitleri TGG’ye degistirilir, SEK ID NO: 383'un 40 ila 42 kalintisinin
es degerindeki nukleotitleri CAC veya CAT’e degistirilir, SEK ID NO: 383'un 52 ila 54
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kalintisinin es degerindeki nukleotitleri TTC veya TTT'ye degistirilir, SEK ID NO:
383'un 73 ila 75 kalintisinin es degderindeki nukleotitleri GAG veya GAA'ya degistirilir,
SEK ID NO: 383'un 73 ila 75 kalintisinin es degerindeki nukleotitleri CCC, CCG, CCA
veya CCT'ye degistirilir, SEK ID NO: 383'un 88 ila 90 kalintisinin es degerindeki
nukleotitleri GTG, GTC, GTA veya GTT'ye degistirilir, SEK ID NO: 383'Un 100 ila 102
kalintisinin es degerindeki nukleotitleri TGT veya TGC'ye degistirilir, SEK ID NO:
383°Un 100 ila 102 kalintisinin es degerindeki nukleotitleri CAT veya CAC’e dedistirilir,
SEK ID NO: 383:un 100 ila 102 kalintisinin es dederindeki nukleotitleri TTG, TTA, CTT,
CTC, CTA veya CTG'ye degistirilir, SEK ID NO: 383'un 103 ila 105 kalintisinin es
degerindeki nukleotitleri GAG veya GAA'ya degistirilir, SEK ID NO: 383'un 103 ila 105
kalintisinin es degerindeki nukleotitleri GAT veya GAC'ye degistirilir, SEK ID NO:
383:un 211 ila 213 kahntisinin es degderindeki nukleaotitleri CA, ACT, ACC veya ACG'ye
dedistirilir, SEK ID NO: 383:un 211 ila 213 kalintisinin es degerindeki nukleotitleri TGT
veya TGC'ye degistirilir veya SEK ID NO: 383'un 508 ila 582 kalintisinin e degerindeki
nukleotitleri CAT veya CAC:ye degistirilir.

Yeni ksilanaz sekanslarn kesfetmek icin yontemler bulusun nukleik asitlerini kullanir.
Ksilanaz genlerinin, transkriptlerinin ve polipeptitlerinin ekspresyonunu inhibe etmeye
yonelik yontemler bulusun nukleik asitlerini kullanir. Bulusun nukleik asitlerini modifiye
etmeye yonelik yontemler orn, sentetik ligasyon yeniden duzenlemesi, optimize

yonlendirilmis evrim sistemi ve/veya doygunluk mutagenezidir.

Bulugsun nukleik asitleri orn, cDNA kutuphanelerinin klonlanmasi ve ekspresyonu,
mesaj veya genomik DNA'nin PCR ve benzerleri vasitasiyla amplifikasyonu ile
yapilabilir, izole edilebilir ve/veya manipule edilebilir. Ornegin asadidaki sekanslar

baslangigta asagidaki kaynaklardan turetilmistir:

Tablo 3
SEK ID KAYNAK
1,2 Bakteri
101, 102 Cevresel

103, 104 Bakteri



SEK ID

105, 106

107, 108

109, 110

11,12

111, 112

113, 114

115, 116

117, 118

119, 120

121,122

123, 124

125, 126

127,128

129, 130

13, 14

131, 132

133, 134

52

KAYNAK

Cevresel

Bakteri

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Bakteri

Cevresel

Cevresel

Cevresel



SEK ID

135, 136

137, 138

139, 140

141, 142

143, 144

145, 146

147, 148

149, 150

15, 16

151, 152

153, 154

155, 156

157, 158

159, 160

161, 162

163, 164

165, 166

53

KAYNAK

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Bakteri

Okaryot

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel



SEK ID

167, 168

169, 170

17,18

171,172

173, 174

175, 176

177,178

179, 180

181, 182

183, 184

185, 186

187, 188

189, 180

19, 20

191, 192

193, 194

195, 196

54

KAYNAK

Cevresel

Cevresel

Bakteri

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel



SEK ID

197, 198

199, 200

201, 202

203, 204

205, 206

207, 208

209, 210

21,22

211,212

213,214

215, 216

217,218

219, 220

221,222

223,224

225, 226

227,228

55

KAYNAK

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel



SEK ID

229, 230

23, 24

231, 232

233, 234

235, 236

237,238

239, 240

241, 242

243, 244

245, 246

247,248

249, 250

25, 26

251, 252

253, 254

255, 256

257, 258

56

KAYNAK

Cevresel

Cevresel

Bakteri

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel



SEK ID

259, 260

261, 262

263, 264

265, 266

267, 268

269, 270

27,28

271,272

273,274

275,276

277,278

279, 280

281, 282

283, 284

285, 286

287, 288

289, 290

57

KAYNAK

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Bakteri

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel



SEK ID

29, 30

291, 292

293, 294

295, 296

297, 298

299, 300

3.4

301, 302

303, 304

305, 306

307, 308

309, 310

31,32

311,312

313, 314

315, 316

317, 318

58

KAYNAK

Arke

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Bakteri

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Bakteri

Cevresel

Cevresel



SEK ID

319, 320

321, 322

323, 324

325, 326

327,328

329, 330

33, 34

331, 332

333, 334

335, 336

337, 338

339, 340

341, 342

343, 344

345, 346

347, 348

349, 350

59

KAYNAK

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel



SEK ID

35, 36

351, 352

353, 354

3595, 356

357, 358

359, 360

361, 362

363, 364

365, 366

367, 368

369, 370

37,38

371,372

373,374

375,376

377,378

39, 40

60

KAYNAK

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Yapay

Yapay

Cevresel



SEK ID

41,42

43, 44

45, 46

47,48

49, 50

5,6

51,562

53, 54

55, 56

57, 58

59, 60

61, 62

63, 64

65, 66

67,68

69, 70

7,8

61

KAYNAK

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Bakteri

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel



SEK ID

71,72

73,74

75,76

77,78

79, 80

81, 82

83, 84

85, 86

87, 88

89, 90

91, 92

93, 94

95, 96

97, 98

99, 100

62

KAYNAK

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Bakteri

Cevresel

Bakteri

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel

Cevresel
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Burada agiklanan yontemlerin uygulanmasinda homolog genler burada agiklandig
gibi bir sablon nukleik asidin manipule edilmesi vasitasiyla modifiye edilebilir. Bu
bilimsel ve patent literaturunde iyi agiklanan, teknikte bilinen herhangi bir yontem veya

protokol veya cihaz ile baglantili sekilde uygulanabilir.

lzole edilmis bir nukleik asit patent hakki bildiriminin sekanslarinin birini ve bunlara
buyuk olgude ¢zdes sekanslari, bunlara tamamlayici sekanslan veya patent hakki
bildiriminin bir sekansinin sekanslarinin veya {buna tamamlayici sekanslarin) birinin
en az 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400 veya 500 ardisik
bazini igeren bir fragman igerebilir. Izole edilmis nikleik asitler cDNA, genomik DNA
ve sentetik DNA dahil olmak uzere DNA igerebilir. DNA ¢ift sarmalli veya tek sarmalli
olabilir ve eger tek sarmalli ise kodlama sarmali veya kodlamayan (anti-sens) sarmali
olabilir. Alternatif olarak izole edilmis nukleik asitler RNA icerebilir.

Bir izole edilmis nukleik asit bulugun polipeptitlerinin birini veya bulugun polipeptitlerinin
birinin en az 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 veya 150 ardisik amino asidini
iceren fragmanlarnni kodlayabilir. Bu nukleik asitlerin kodlama sekanslar patent hakki
bildiriminin nukleik asitlerinin birinin kodlama sekanslarnnin biriyvle veya bunun bir
fragmaniyla 0zdes olabilir veya genetik kodun coklugunun veya dejenere olmasinin bir
sonucu olarak bulusun polipeptitlerini, buna buyuk olgude 6zdes sekanslarini ve
bulusun polipeptitlerinin birinin en az 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 veya
150 ardisik amino asidine sahip olan fragmanlarini kodlayan farkli kodlama sekanslar
olabilir. Genetik kod teknikte uzman kisiler tarafindan iyi bilinmektedir ve orn, B. Lewin,
Genes VI, Oxford University Press, 1997, sayfa 214°'te elde edilebilir.

Bulusun polipeptitlerinin birini ve buna buyuk dlgude 6zdes sekanslan kodlayan izole
edilmis nukleik asit: bulusun bir nukleik asidinin sadece kodlama sekansini ve buna
buyuk olgude 0zdes sekanslan ve lider sekanslar veya proprotein sekanslan ve
kodlamayan sekanslar dornegin kodlama sekansinin kodlamayan sekanslari 5’ ve/veya
3’ gibi ilave kodlama sekanslarini icerebilir ancak bunlarla sinirli degildir. Dolayisiyla
burada kullanildigi sekliyle “bir polipeptit kodlayan polinukleotit” terimi polipeptit icin
sadece kodlama sekansi iceren bir polinukleotiti ayni zamanda ilave kodlama ve

kodlamayan sekansi iceren bir polinukleoititi kapsar.

Alternatif olarak bulusun nukleik asit sekanslan ve bunlarla buyuk olgude ozdes

sekanslar bulugun polinukleotitlerine ve bunlarla buyuk dlgude 6zdes sekanslara
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sessiz dedisimler dahil etmek i¢cin alana yonlendirilmis mutagenez gibi geleneksel
teknikler veya teknikte uzman kigilerin asina oldugu bagka teknikler kullanilarak
mutagenize edilebilir. Burada kullanildigr sekliyle “sessiz  degisiklik” ornegin
polinukleotit tarafindan kodlanan amino asit sekansini degistirmeyen degisimleri icerir.
Bu degisimler konak organizmasinda siklikla meydana gelen kodonlarin veya kodon
giftlerinin dahil edilmesi vasitasiyla polipeptiti kodlayan bir vektdr iceren konak

hiucreleri tarafindan Uretilen polipeptit seviyesini arttirmak icin istenebilir.

Bulus aynca bulusun polipeptitlerinde ve bunlarla buyuk olgude ozdes sekanslarda
amino asit ornatimlar, eklemeleri, gikarmalari, fuzyonlar ve tepe kesmeleri ile
sonucglanan nukleotit degisimlerine sahip olan polinuklectitlerle ilgilidir. Bu nukleotit
degisimleri alana yonlendiriimis mutagenez, rastgele kimyasal mutagenez,
eksonukleaz Il silinmesi ve diger rekombinant DNA teknikleri gibi teknikler kullanilarak
yapilabilir. Alteratif olarak bu oligonukleotit degisimler burada sagdlandidi gibi yuksek,
orta dereceli ve dusuk katihkta kogullar altinda bulusun sekanslarinin birinin en az 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400 veya 500 ardisik bazini ve
bunlarla buyuk dlgude dzdes olan sekanslar (veya bunlara tamamlayici sekanslari)
iceren problara spesifik olarak hibritlenen nukleik asitlerin tanimlanmasi vasitasiyla

izole edilen dogal olarak meydana gelen alelik varyantlar olabilir.
Genel Teknikler

Bu bulusu uygulamak igin kullanilan gerek RNA, iRNA, antisens nukleik asit, cCDNA,
genomik DNA, vektorler, virusler veya bunlann hibritleri gibi nukleik asitler cesitli
kaynaklardan izole edilebilir, genetik olarak uretilebilir, amplifiye edilebilir ve/veya
eksprese edilebilir/rekombinant olarak olusturulabilir. Bu nukleik asitlerden uretilen
rekombinant polipeptitler munferit olarak izole edilebilir veya klonlanabilir veya istenen
bir aktivite igin test edilebilir. Herhangi bir rekombinant ekspresyon sistemi
kullanilabilmekte olup, bakieriyel, memeli, maya, bocek veya bitki hucresi ekspresyon
sistemlerini icerir.

Alternatif olarak bu nukleik asitler su yayinlarda belirtildigi gibi iyi bilinen kimyasal
sentez teknikleri vasitasiyla in vitro sentezlenebilir, orn, Adams (1983) J. Am. Chem.
Soc. 105:661; Belousov (1997) Nucleic Acids Res. 25:3440-3444; Frenkel (1995) Free
Radic. Biol. Med. 19:373-380; Blommers (1994) Biochemistry 33:7886-7896; Narang
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(1979) Meth. Enzymol. 68:90; Brown (1979) Meth. Enzymol. 68:109; Beaucage (1981)
Tetra. Lett. 22:1859; U.S. 4,458,066.

Nukleik asitlerin manipulasyonuna yonelik orn, alt klonlama, problan etiketleme (orn,
Klenow poimeraz, nick donusumu, amplifikasyon kullanan rastgele-primer etiketleme),
sekanslama, hibridizasyon ve benzerleri gibi teknikler bilim ve patent literaturunde iyi
aciklanmaktadir, bkz, orn, Sambrook, ed., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY
MANUAL (2ND ED.), Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, (1989); CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Ausubel, ed. John Wiley & Sons, Inc., New
York (1997); LABORATORY TECHNIQUES IN BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR
BIOLOGY: HYBRIDIZATION WITH NUCLEIC ACID PROBES, Part I. Theory and
Nucleic Acid Preparation, Tijssen, ed. Elsevier, N.Y. (1993).

Nukleik asitleri elde etmeye ve manipule etmeye iliskin baska faydal araglar genomik
orneklerden klonlama igin ve eger istenirse orn, genomik klonlardan veya cDNA
klonlarindan izole edilen veya amplifiye edilen ek pargalarin taranmasi ve yeniden
klonlanmasi i¢cin kullarilir. Kullanilan nukleik asit kaynaklan orn, yapay memeli
kromozomlarinda (MACler), bkz, orn, U.S. 5,721,118, 6,025,155 sayili patent belgesi;
insan yapay kromozomlarinda, bkz, orn, Rosenfeld (1997) Nat. Genet. 15:333-335;
yapay maya kromozomlarinda (YAC); yapay bakteriyel kromozomlarda (BAC); PI
yapay kromozomlarinda, bkz, orn, Woon (1998) Genomics 50:306-316; P1-turevi
vektorlerde (PACs), bkz, 6rn, Kern (1997) Biotechniques 23:120-124; kozmidlerde,
rekombinant viruslerde, fajlarda veya plazmidlerde bulunan genomik veya cDNA
kutuphanelerini icerir

Bulusun bir polipeptitini kodlayan bir nukleik asit cevrilmis polipeptitin veya bunun
fragmaninin sekresyonunu yonlendirebilen bir lider sekansi ile uygun fazda

diuzenlenebilir.

Bulusun bir polipeptiti bir heterolog peptite veya polipeptite ornedin artan stabilite veya
basitlestiriimis saflastirma gibi istenen ozellikleri uygulayan N-terminal tanimlama
peptitlerine kaynastinlabilir. Bulusun peptitleri ve polipeptitleri ayrica orn, daha
immunojenik bir peptit uretmek igin, rekombinant olarak sentezlenmis bir peptiti daha
kolay izole etmek icin, antikorlari ve antikor eksprese eden B hucrelerini ve benzerlerini
tanimlamak ve izole etmek icin buraya baglanan bir veya daha fazla ilave alanla fuzyon
proteinleri olarak sentezlenebilir ve eksprese edilehilir. Tespit ve saflagtirmayi
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kolaylastiran alanlar orn, polihistidin yollari gibi metal selatlama peptitlerini ve
immobilize metaller, immobilize immunoglobulin Uzerinde saflastirmaya olanak
saglayan protein A alanlari ve FLAGS uzatma/afinite saflastirma sisteminde (Immunex
Corp, Seattle WA) kullanilan alan Uzerinde saflastirmaya olanak saglayan histidin-
triptofan modullerini icerir. Saflastirmayi kolaylastirmak icin Faktor Xa veya
enterokinaz (Invitrogen, San Diego CA)} gibi bir varilabilen baglayici sekansin bir
saflastirma alani ve motif iceren peptit veya polipeptit arasina dahil edilmesi saglanur.
Ornedin bir ekspresyon vektoru alt histidin kalintisina, ardindan bir tiyoredoksin ve bir
enterokinaz klevaj alanina baglanan bir epitop kodlayan nukleik asit sekansini icerebilir
(bkz, orn, Williams (1995) Biochemistry 34:1787-1797; Dobeli (1998) Protein Expr.
Purif. 12:404-414). Histidin kalintisi tespit ve saflastirmayi kolaylastirirken enterokinaz
klevaj alani epitopun fuzyon proteininin geri kalanindan saflagtirnlmasi icin bir arag
sadlar. Fuzyon proteinlerini kodlayan vektorleri sadlayan teknoloji ve fluzyon
proteinlerinin uygulanmasi bilimsel ve patent literaturunde iyi agiklanmaktadir, bkz,
orn, Kroll (1993) DNA Cell. Biol., 12:441-53.

Burada kullanildi§i sekliyle “nukleik asit” veya “nukleik asit sekansi” ifadeleri bir
oligonukleotiti, nukleotiti, polinukleotiti veya bunlarin herhangi birinin bir fragmanini,
genomik ve sentetik orijinli tek sarmalli veya cift sarmalli olabilen ve bir sens veya
antisens sarmall temsil eden DNA ve RNAyi, peptit nukleik asidini {(PNA) veya dogdal
veya sentetik orijinli herhangi bir DNA benzeri veya rNA benzeri malzemeyi isaret eder.
Burada kullanildigi sekliyle “nukleik asit” veya “nukleik asit sekansi” ifadeleri bir
oligonukleotiti, nukleotiti, polinukleotiti veya bunlarin herhangi birinin bir fragmanini,
genomik ve sentetik orijinli tek sarmalli veya cift sarmalli olabilen ve bir sens veya
antisens sarmali temsil eden DNA ve RNA'y1 (orn, mRNA, rRNA, tRNA, iRNA), peptit
nukleik asidini (PNA} veya orn, iRNA, ribonukleoproteinler (orn, ¢ift sarmalli iRNA, orn,
iRNP’ler) dogal veya sentetik orijinli herhangi bir DNA benzeri veya rNA benzeri
malzemeyi icerir. Terim dogdal nukleotitlerin bilinen analoglarini iceren nukleik asitleri,
bagska bir deyisle oligonukleoctitleri kapsar. Terim ayrica sentetik omurgalari olan
nukleik asit benzeri yapilan kapsar, bkz, orn, Mata (1997) Toxicol. Appl. Pharmacol.
144:189-197; Strauss-Soukup (1997) Biochemistry 36:8692-8698; Samstag (1996)
Antisense Nucleic Acid Drug Dev 6:153-156. “Oligonuklectit’ gerek tek sarmall bir
polideoksinukleotiti gerekse kimyasal olarak sentezlenebilen iki tamamlayici
polideoksinukleotiti icerir. Bu sentetik oligonukleotitler 5° fosfat icermez ve dolayisiyla
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bir kinaz mevcudiyetinde bir ATP ile bir fosfat eklenmeden baska bir oligonukleotite
ligatlanmayacaktir. Bir sentetik oligonukleotit fosforu uzaklagtinimamis bir fragmana

ligatlanabilir.

Belirli bir polipeptitin veya proteinin “bir kodlama sekansi” veya bir bunu “kodlayan
nukleotit sekansi” uygun regulator sekanslann kontrolu altinda yerlestirildigi zaman bir
polipeptite veya proteine kopyalanan veya cevrilen bir nukleik asit sekansidir.

“Gen” terimi bir polipeptit zinciri Uretilmesine dahil olan DNA segmenti anlamina gelir;
kodlama alanindan (lider takip ve takip eden) ayni zamanda bireysel kodlama
segmentleri (eksonlar) arasindaki mudahaleci sekanslardan (intronlar) énce gelen ve
bunu takip eden bolgeleri icerir. Burada kullanildidi sekliyle “faal olarak bagl” iki veya
daha fazla nukleik asit (orn, DNA) segmenti arasinda bir fonksiyonel iligkiye isaret eder.
Tipik olarak transkripsiyonel regulator sekansin bir transkribe edilen bir sekansla
fonksiyonel iligkisine isaret eder. Ornegdin bir promotor eger kodlama sekansinin
transkripsiyonunu uygun bir konak hucrede veya baska ekspresyon sisteminde stimule
ederse veya module ederse bulusun bir nukleik asidi gibi bir kodlama sekansina faal
olarak baglanir. Genel olarak transkribe edilen bir sekansa faal olarak baglanan
promotor transkripsiyonel regulator sekanslar fiziksel olarak transkribe edilmis
sekansa bitisiktir, bagka bir deyigle bunlar cis-etkilidir. Ancak arttiricilar gibi bazi
transkripsiyonel regulator sekanslarnn fiziksel olarak bitisikk olmasi veya
transkripsiyvonunu arttirdiklari kodlama sekanslarinin civarina yerlesmesi gerekli
degildir.

Burada ac¢iklandi§i sekliyle “ekspresyon kaseti® terimi bu tur sekanslarla uyumlu bir
konakta bir yapisal genin ekspresyonunu etkileyebilen bir nukleotit sekansina isaret
eder (baska bir deyisle, bulusun bir ksilanazi gibi protein kodlayan bir sekans).
Ekspresyon kasetleri polipeptit kodlama sekansina faal olarak badlanan en az bir
promotor ve isteje bagll olarak bagka sekanslar, orn, transkripsiyon sonlandirma
sinyalleri icerir. Ekspresyonu gerceklestirmekte gerekli veya yardimcl ilave faktorler
ayrica kullanilabilir, érn, arttiricilar. Dolayisiyla ekspresyon kasetleri ayrica plazmidleri,
ekspresyon vektorlerini, rekombinant virusleri, rekombinant “ciplak DNA™nin herhangi
bir formunu ve benzerlerini icerebilir. Bir “vektor” bir hicreyi enfekte edebilen,
transfekte edebilen, gegici veya kalici olarak aktarabilen bir nukleik asidi icerir. Bir
vektorun bir ciplak nukleik asit veya protein veya lipitle kompleks haline gelen bir
nukleik asit olabildigi ayirt edilecektir. Bir yonde vektor viral veya bakteriyel nukleik
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asitler ve/veya proteinler ve/veya membranlar (orn, bir hucre membrani, bir viral lipit
zarf, vs.) igerir. Vektorler DNA fragmanlarinin takilabildigi ve kopyalanmis hale
gelebildigi replikonlari (6rn, RNA replikonlari, bakteriyofajlar) icerir ancak bunlarla
sinirh degildir. Dolayisiyla vektorler RNA, otonom kendi kendini cogaltan dairesel veya
lineer DNA veya RNA (orn, plazmidler, virusler ve benzerleri, bkz, o, U.S. 5,217,879)
icerir ancak bunlarla sinirli degildir ve hem ekspresyon hem de ekspresyon olmayan
plazmidleri icerir. Bir rekombinant mikroorganizma veya hucre kulturu bir “ekspresyon
vektoru” banndiran olarak tanimlandiginda bu hem ekstra-kromozomal hem de lineer
DNA ve konak kromozomlarina dahil edilmis olan DNA'y1 igerir. Bir vektor bir konak
hiicre tarafindan korunmakta oldujunda vektor ya bir otonom yapi olarak mitoz
sirasinda hucreler tarafindan stabil sekilde kopyalayabilir ya da konagin genomuna
dahil edilir.

Burada kullanildidi sekliyle “promotér” terimi bir hiicrede, 6rn, bir bitki huicresinde bir
kodlama sekansinin transkripsiyonunu tahrik edebilen butun sekanslar igerir.
Dolayisiyla yapilarda kullamlan promotorler cis-etkili transkripsiyonel kontrol
elemanlarini ve bir genin transkripsiyonunun zamanlamasinin ve/veya hizinin regule
edilmesine veya module edilmesine dahil olan regulator sekanslari icerir. Ornegin bir
promotor bir arttirici, bir promotor, bir transkripsiyon sonlandirici, bir replikasyon orijini,
bir kromozomal entegrasyon sekansi, 5 ve 3’ cevrilmemis bolgeler veya bir intronik
sekans dahil olmak Uzere transkripsiyonel regulasyona dahil olan bir cis-etkili
transkripsiyonel eleman olabilir. Bu cis-etkili sekanslar transkripsiyonu gerceklestirmek
(baslatmak/bitirmek, regule etmek, module etmek, vs.)igin tipik olarak proteinlerle veya
diger biyomolekullerle etkilesir. “Ardigik” promotorler bircok cevresel kogul ve gelisim
veya hucre farkhlagmasi durumu altinda ekspresyonu tahrik edenlerdir. “induklenebilir”
veya “regule edilebilir” promotorler bulusun nukleik asidinin ekspresyonunu cevresel
kosullarin ve gelisimsel kosullarin etkisi altinda yonlendirir. induklenebilir promotorler
araciigiyla transkripsiyonu etkileyebilen cevresel kosullara iliskin ornekler anaeroboik

kosullar, yuksek sicakligi, kurakhgi veya 1sik mevcudiyetini icerir.

“Dokuya dzgu” promotorler sadece belirli hucrelerde veya dokularda veya organlarda,
orn, hayvanlarda veya bitkilerde aktif olan transkripsiyonel kontrol elemanlaridir.
Dokuya ozgu regulasyona belirli bir dokuya ozgu proteinleri kodlayan genlerin
eksprese edilmesini sadlayan yapisal faktorler vasitasiyla erigilebilir. Bu faktorlerin
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spesifik dokularin gelismesine olanak saglamak icin memeli hucrelerinde ve bitkilerde
mevcut oldugu bilinmektedir.

Burada kullanildidi sekliyle “izole edilmis” terimi malzemenin {6, bir nukleik asit, bir
polipeptit, bir hucre) kendi orijinal ortamindan (orn, dogal olarak meydana geliyorsa
dogal cevreden) uzaklastirlmasi anlamina gelir. Ornegin yasayan bir hayvanda
bulunan dogal olarak meydana gelen bir polinUkleotit veya polipeptit izole edilmez
ancak dogal sistemde birlikte bulunan malzemelerin bazilarindan veya tamamindan
ayrilan ayni polintkleotit veya polipeptit izole edilir. Bu polinUkleotitler bir vektorun
parcasi olabilir ve/veya bu polinukleotitler veya polipeptitler bir bilesimin pargasi olabilir
ve halen bu vektor veya bilesimin kendi dogal ortaminin pargasi olmamasindan dolayi
izole edilir. Burada kullanildigi sekliyle “saflastirilmis” terimi kesin safligi gerektirmez,
bunun yerine nisbi bir tanim olmasi amaclanmaktadir. Bir kuituphaneden elde edilen
munferit nikleik asitler geleneksel olarak elektroforetik homojeniteye saflastiriimistir.
Bu klonlardan elde edilen sekanslar ne kutuphaneden ne de toplam insan DNA’sindan
dogrudan elde edilebilir. Bulusun saflastirilmis nukleik asitleri organizmadaki genomik
DNA’'nin geri kalanindan en az kat 104-10° saflastinilmistir. Ancak “saflastirilmis” terimi
ayrica genomik DNA’nin geri kalanindan veya bir kutuphanedeki veya baska bir
ortamdaki diger sekanslardan en az bir buyukluk kertesi, tipik olarak iki veya daha fazla
kerte ve daha tipik olarak dort veya bes buyukluk kertesi saflastinimis olan nukleik

asitleri icerir.

Burada kullanildigi sekliyle “rekombinant” terimi nukleik asidin kendi dogal ortaminda
bitisik olmadigi bir “omurga” nukleik aside bitisik oldugu anlamina gelir. Ek olarak
nukleik asitleri “zenginlestirmek” bir nukleik asit omurga molekulu populasyonundaki
nukleik asit eklerinin sayisinin % 5'ini veya daha fazlasini temsil edecektir. Omurga
molekulleri ekspresyon vektorleri gibi nukleik asitleri, kendi kendini kopyalayan nukleik
asitleri, virusleri, entegre edici nukleik asitleri ve ilgili nukleik asit ekini korumak veya
maniple etmek icin kullanilan diger vektorleri veya nukleik asitleri icerir. Ek olarak
zenginlestiriimis nukleik asitler bir rekombinant molekul populasyonundaki nukleik asit
eklerinin sayisinin % 15ini veya daha fazlasim temsil edecektir. Ek olarak
zenginlestiriimis nukleik asitler bir rekombinant molekul populasyonundaki nukleik asit
eklerinin sayisinin % 50'sini veya daha fazlasini temsil edecektir. Ek olarak
zenginlestiriimis nikleik asitler bir rekombinant molekul populasyonundaki nukleik asit

eklerinin sayisinin % 90'1n1 veya daha fazlasini temsil edecektir.
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[T L]

“Plazmidler” dncesinde bir kuguk “p” harfi vardir ve/veya bunlari buyuk harfler ve/veya
rakamlarla takip eder. Burada baglangic plazmidleri ya ticari olarak bulunabilir,
kisittanmamis bir sekilde toplum tarafindan ulasilabilir sekilde bulunabilir ya da
yayinlanan prosedurlere uygun olarak mevcut plazmidlerden yapilandirilabilir. Ek
olarak burada aciklananlara es deger plazmidler teknikte bilinmektedir ve teknikte
siradan uzmanlhkta kKisiler igin acik olacaktir. Plazmidler ticari olarak bulunabilir,
kisittanmamis bir sekilde toplum tarafindan ulasilabilir sekilde bulunabilir ya da
yayinlanan prosedurlere uygun olarak mevcut plazmidlerden yapilandinlabilir. Burada
aciklananlara es deger plazmidler teknikte bilinmektedir ve teknikte siradan uzmanlikta

Kisiler igin agik olacaktir.

DNA’nin “pargalanmasi” DNA'nin sadece DNA'daki belirli sekanslarda islev goren bir
kisittama enzimi ile katalitik klevajina isaret eder. Burada kullanilan gesitli kisittama
enzimleri ticari clarak bulunabilir ve bunlarin reaksiyon kosullar, kofaktorleri ve diger
gereksinimleri siradan uzmanlikta bir kisinin bilecegi sekilde kullanilmistir. Analitik
amaclar dogrultusunda tipik olarak 1 uglik plazmid veya DNA fragman yaklasik 20
pg’lik tampon solusyonunda yaklasik 2 birim enzimle kullanilir. Plazmid yapisi icin DNA
fragmanlarini izole etme amaci dogrultusunda tipik olarak 5 ila 50 pg’lik DNA daha
buyuk bir hacimde 20 ila 250 birim enzimle parcalanir. Belirli kisittama enzimleri icin
uygun tamponlar ve substrat miktarlar Uretici tarafindan belirtiimektedir. 37 Cde
yaklagik 1 saatlik inkubasyon suresi kullanilir ancak Ureticinin talimatlarina gore
degisiklik gosterebilir. Parcalanmadan sonra istenen fragmani izole etmek icin jel

elektroforez gergeklestirilebilir.

“Hibridizasyon” bir nukleik asit sarmalinin baz eslestirme aracihidiyla bir tamamlayici
sarmalla birlestidi isleme isaret eder. Hibridizasyon reaksiyonlari ilgili sekansin dusuk
konsantrasyonlarda bulundugu orneklerde bile tanimlanabilecedi sekilde duyarh ve
segici olabilir. Uygun sekilde zorlayici kosullar ornegdin tuzun veya formamidin on
hibridizasyon ve hibridizasyon solusyonlarindaki konsantrasyonlari araciiiyla veya
hibridizasyon sicakhdi tarafindan tanimlanabilir ve teknikte iyi bilinmektedir. Ozellikle
zorlayicilik tuzun konsantrasyonunun azaltilmasi, formamidin konsantrasyonunun
arttirlmasi veya hibridizasyon sicakhdinin yukseltimesi vasitasiyla arttirilabilir.
Alternatif yonlerde nukleik asitler burada belirtildigi gibi gesitli zorlayici kosullar (orn,
yuksek, orta ve dusuk) altinda hibritlenme kabiliyetleri ile tanimlanir.
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Ornedin yuksek zorlayici kosullar altinda hibridizasyon yaklagik % 50 formamidde
yaklagik 37 C ila 42 TCrde gergekle sebilir. Ornedin yuksek zorlayici kosullar altinda
hibridizasyon vyaklasik % 35 ila 525 formamidde yaklasik 30 T ila 35 Tde
gerceklesebilir. Ozellikle hibridizasyon yuksek zorlayici kosullar altinda 42 Trde % 50
formamid, 5X SSPE, % 0,3 SDS ve 200 n/ml denature somon sperm DNA’sinda
gerceklesebilir. Hibridizasyon yukanda aciklandidi gibi indirgenmis zorlayici kosullar
altinda ancak 35 T:lik bir indirgenmis sicaklikta % 35 formamidde gergeklesebilir.
Belirli bir zorlayicilik seviyesine karsihk gelen sicakhk araligy ayrica ilgili nukleik asidin
purin ila pirimdin oraninin hesaplanmasi ve sicakligin bu dogrultuda ayarlanmasi
vasitasiyla daraltilabilir. Yukaridaki araliklar ve kosullar Uzerinde varyasyonlar teknikte

iyi bilinmektedir.
Transkripsiyonel ve translasyonel kontrol sekanslan

Bulus RNA sentezini / ekspresyonunu yonlendirmek veya modiule etmek igin
ekspresyon (0rn, transkripsiyonel veya ftranslasyonel) kontrol sekansina
(sekanslarina), orn, promotorlere veya arttincilara faal olarak baglanan bulusun
nukleik asit (0rn, DNA) sekanslarini saglar. Ekspresyon kontrol sekansi bir ekspresyon
vektorunde olabilir. Ornek bakteriyel promotorler lacl, lacZ, T3, T7, gpt, lambda PR, PL
ve trp icerir. Ornek okaryotik promotroler CMV, HSV timidin kinazi erken ve geg SV40,
retroviruslerden LTR’ler ve fare metallotiyonein I igerir. Bir promotdr sekansi
promotorde transkripsivonu baglayan RNA polimeraz kodlama sekansini mRNA'va
transkribe ettigi zaman bir kodlama sekansina “faal olarak baglanir”.

Bakterilerde bir polipeptiti eksprese etmek icin uygun promotorler E. coli lac veya trp
promotorlerini, lacl promotoru, lacZ promotoru, T3 promotoru, T7 promotoru, gpt
promotéru, lambda PR promotoru, lambda PL promotoru, 3-fosfogliserat kinaz (PGK)
gibi glikolitik enzimleri kodlayan operonlardan promotorleri ve asit fosfataz promotoru
icerir. Okaryotik promotroler CMV, HSV timidin kinazi, kalp soku promotorlerini ve
erken ve gec SV40, retroviruslerden LTR'ler ve fare metallotiyonein | promotoruni
icerir. Prokaryotik veya okaryotik hucrelerde veya bunlann virGslerinde genlerin
ekspresyonunu kontrol ettigi bilinen diger promotorler ayrica kullanilabilir. Bakterilerde
bir polipeptiti veya bunun fragmanini eksprese etmek icin uygun promotorler E. coli lac
veya trp promotorlerini, lacl promotoru, lacZ promotoru, T3 promotoru, T7 promotoru,
gpt promotoru, lambda PR promotoru, lambda PL promotoru, 3-fosfogliserat kinaz
(PGK) gibi glikolitik enzimleri kodlayan operonlardan promotorleri ve asit fosfataz
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promotoru icerir. Mantar promotborleri v faktor promotoru icerir. Okaryotik promotorler
CMV, HS3V timidin kinazi, kalp soku promotorlerini ve erken ve geg 3V40,
retroviruslerden LTR'ler ve fare metallotiyonein | promotorunu icerir. Prokaryotik veya
okaryotik hucrelerde veya bunlann viruslerinde genlerin ekspresyonunu kontrol ettigi

bilinen diger promotorler ayrica kullanilabilir.
Dokuya Ozgu Bitki Promotorleri

Bulus dokuya ozgu bir sekilde eksprese edilebilen, arn, bulusun bir ksilanazini dokuya
0zgu bir sekilde eksprese edebilen ekspresyon kasetleri sagdlar. Bulug ayrica bulusun
bir ksilanazini dokuya ozgu bir sekilde eksprese eden bitkiler veya tohumlar saglar.
Dokuya ozguluk tohuma 6zgu, kdke dzgu, yapraga dzgu, govdeye 6zgu, meyveye
Ozgu ve benzerleri olabilir.

CaMV 358 promotoru gibi bir ardisik promotor bitkinin veya tohumun spesifik
parcalarinda veya bitki boyunca ekspresyon igcin kullanilabilir. Ornegin fazla
ekspresyon igin bir nukleik asidin bir bitkinin bazi veya butun dokularinda, orn, bir
rejenere bitkinin ekspresyonunu yonlendirecek bir bitki promotoru fragmani
kullanilabilir. Bu promotorler burada “ardisik” promotorler olarak anilmaktadir ve birgcok
gevresel kosul ve gelisim ve hucre farklilagsmasi durumu altinda aktiftir. Ardisik
promotorlere iliskin ornekler karnibahar mozaik virisu (CaMV) 35S transkripsiyon
baslatma bodlgesini, Agrobacterium tumefaciens T-DNA'sindan turetilen 1°- veya 2'-
promotorunu ve teknikte uzman Kkigilerce bilinen gesitli bitki genlerinden diger
transkripsiyon baslatma bolgelerini icerir. Bu genler orn, ACT11 Arabidopsis'ten
(Huang (1996) Plant Mol. Biol. 33:125-139); Cat3 Arabidopsis'ten (GenBank No.
U43147, Zhong (1996) Mol. Gen. Genet. 251:196-203); stearoil-asil tasiyici proteini
desaturaz kodlayan gen Brassica napus'tan (Genbank No. X74782, Solocombe (1994)
Plant Physiol. 104:1167-1176); GPc1 daridan (GenBank No. X15596; Martinez (1989)
J. Mol. Biol 208:551-565); Gpc2 daridan (GenBank No. U45855, Manjunath (1997)
Plant Mol. Biol. 33:97-112); sayih patent belgesinde acgiklanan bitki promotorlerini
icerir.

Bulus viruslerden turetilen dokuya 6zgu veya ardisik promotorleri kullanmakta olup,
bunlar 6rn, tobamovirus alt genomik promotor (Kumagai (1995) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 92:1679-1683; piring tungro bacisiliform virusu (RTBV), guglu floeme dzgu
raportor gen ekspresyonunu tahrik eden kendi promotoru ile sadece enfekte piring
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bitkilerinde floem hiicrelerinde ; yaprak mezofil hucrelerinde ve kdk uglarinda vaskuler
elemanlarda en yuksek aktivite ile manyok damar mozaik virusu (CYMV) promotoru
(Verdaguer (1996) Plant Mol. Biol. 31:1129-1139) icerebilir.

Alternatif olarak bitki promotoru spesifik bir doku, organ veya hucre tipinde ksilanaz
eksprese eden nukleik asidin ekspresyonunu yonlendirebilir (baska bir deyisle, dokuya
ozgu promotorler) veya aksi halede daha kesin gevresel veya geligsimsel kontrol altinda
veya induklenebilir bir promotorun kontrolu altinda olabilir. Transkripsiyonu
etkileyebilen cevresel kosullara iliskin ornekler anaerobik kosullan, yuksek sicaklig,
kurakhgi, 1sik mevcudiyetini veya kimyasallarla/hormonlarla spreylenmeyi icerir.
Ornegdin bulus darinin kuraklikla induklenebilen promotorunti (Busk (1997) yukarida),
patatesin soduktan, kurakhktan ve yuksek tuzdan induklenebilir promotorunu (Kirch
(1997) Plant Mol. Biol. 33:897 909) icerir.

Dokuya 0zgu promotorler sadece gelisimsel agsamaya iligkin belirli bir zaman araliginda
bu doku icinde transkripsiyonu destekleyebilir. Bkz, drn, Blazquez (1998) Plant Cell
10:791-800, Arabidopsis LEAFY gen promotorunu karakterize etmektedir. Bkz,
ayrica Cardon {(1997) Plant J 12:367-77, A. thaliana floral meristem kimlik geni AP1’in
promotorunde korunmus bir sekans motifini ayirt eden transkripsiyon faktoru SPL3U
tanimalamktadir ve Mandel (1995) Plant Molecular Biology, Vol. 29, pp 995-1004,
meristem promotor elF4:u agiklamaktadir. Belirli bir dokunun émru hoyunca aktif olan
dokuya dzgu promotorler kullanilabilir. Bulugun nukleik asitleri birincil olarak sadece
pamuk fiber hucrelerde aktif bir promotore faal olarak baglanabilir Veya bulugsun
nukleik asitleri orn, Rinehart (1996) tarafindan agiklandi§i gibi pamuk fiber hucre
uzamasinin asamalari sirasinda birincil olarak aktif bir promotore faal olarak baglanir.
Nukleik asitler pamuk fiber hucrelerine (lbid) tercihe bagh olarak eksprese edilecek
FbI2A gen promotdrune faal olarak baglanabilir. Bkz, ayrica John (1997) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:5769-5773; John, et al., U.S. Patent Nos. 5,608,148 ve 5,602,321,
bunlar transjenik pamuk bitkilerinin yapimi igin pamuk fibere dzgu promotorleri ve
yontemleri aciklar. Koke ozgu promotorler ayrica bulusun nukleik asitlerini eksprese
etmek icin kullanilabilir. Koke ozgu promotorlere iligkin ornekler alkol dehidrogenaz
geninden promotori icerir {DeLisle (1990) Int. Rev. Cytol. 123:39-60). Bulugun nukleik
asitlerini eksprese etmek icin kullanilabilen diger promotorler orn, ovule 06zgu,
embriyoya 0zgu, endosperme 6zgu, zara ozgu, tohum kaplamasina 6zgu promotorleri

veya bunlarin bazi kombinasyonlarini; bir yapraga ozgu promotoru (bkz, orn, darida
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yapragda 6zgu bir promotoru agiklayan Busk (1997) Plant J. 11:1285 1295), ORF13
promotérunu (bkz, dm, Hansen (1997) koklerde yuksek aktivite sergiler); bir darn
polene 6zgu promotoru (bkz, orn, Guerrero (1990) Mol. Gen. Genet. 224:161 168);
meyve verme, yashlik ve yapraklarin ve cigceklerin dokulmesi sirasinda daha az aktif
olan bir domates promotoru kullanilabilir (bkz, orn, Blume (1997} Plant J. 12:731 746);
patetes SK2 geninden pistile 6zgu bir promotor (bkz, orn, Ficker (1297) Plant Mol. Biol.
35:425 431); bunun yabanci genlerin aktif olarak buylyen zarlarina veya fiberlerine
ekspresyonunu hedeflemek icin kullanisli kilan transjenik alfalfanin bitkisel ve floral zar
parcalarinin epidermal dokusunda aktif olan peadan Blec4 geni; ovule ozgu BEL1 geni
(bkz, 6rn, Reiser (1995) Cell 83:735-742, GenBank No. U39944) ve/veya meristematik
dokuda yuksek transkripsiyon seviyeleri saglayabilen velfveya hucreleri hizlica
bolebilen bir bitki promotor alani agiklayan Klee, U.S. Patent No. 5,589,583 sayili

patent belgesindeki promotoru icerir.

Alternatif olarak auksinler gibi bitki hormonlarina maruz kalmasi Uzerine induklenebilen
bitki promotorleri bulusun nukleik asitlerini eksprese etmek icin kullanmilir. Ormegin bulus
soya fasulyesinde oksine cevap veren elemanlar E1 promotdr fragmanini (AuxRE’ler)
(Liu (1997) Plant Physiol. 115:397-407), oksine cevap veren Arabidopsis GST6
promotorunu (ayrica salisilik asit ve hidrojen peroksite cevap verir) (Chen (1996) Plant
J. 10: 955-966); tutiinden oksinle induklenebilen parC promotoru (Sakai (1996) 37:906-
913); bir bitki biotin tepki elemani (Streit (1997) Mol. Plant Microbe Interact. 10:933-
937) ve stres hormonu abskisik aside cevap veren promotoru (Sheen (1996) Science
274:1900-1902) kullanabilir.

Bulusun nukleik asitleri ayrica bitkilere uygulanabilen herbisitler veya antibiyotikler gibi
kimyasal ayiraglara maruz kalmasi uzerine induklenebilen bitki promotoarlerine faal
olarak baglanabilir. Ornedin benzensulfonamid kimyasal 6zellik arttirici katki maddesi
tarafindan aktive olan herbisit dan In2-2 promotdru kullanilabilir (De Veylder (1997)
Plant Cell Physiol. 38:568-577); farkli herbisit kimyasal ozellik arttiricilarin uygulamasi
kok, hidatot ve filiz apikal meristemde ekspresyon dahil olmak Uzere farkh gen
ekspresyon paternlerini indukler. Kodlama sekanslari aynca orn, Avena sativa L.
(yulaf} arginin dekarboksilaz geni igeren transjenik tutun bitkileriyle(Masgrau (1997)
Plant J. 11:465-473) veya bir salisilik aside tepki veren elemanla (Stange (1997) Plant
J. 11:1315-1324) agiklandigi gibi bir tetrasiklinle induklenebilen promotorun kontrolu
altindadir. Kimyasal olarak - (érn, hormon- veya pestisit-) induklenen promotorler,
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baska bir deyisle alanda transjenik bitkiye uygulanabilen bir kimyasala cevap veren
promotor kullanilarak bulusun bir polipeptitinin ekspresyonu bitkinin belirli bir gelisim
asamasinda induklenebilir. Dolayisiyla bulus ayrica konak arahigi misir, piring, arpa,
bugday, patates veya diger mahsullerle simirh olan, mahsulun herhangi bir gelisim
asamasinda induklenebilen bulusun polipeptitlerini kodlayan bir induklenebilen gen

iceren transjenik bitkiler saglar.

Teknikte uzman bir kisi dokuya ozgu bitki promotorunun hedef doku disindaki
dokularda faal olarak bagdli sekanslarin ekspresyonunu tahrik edebildigini fark
edecektir. Dolayisiyla dokuya 6zgu bir promotor hedef dokuda veya hucre turunde
tercihe bagh olarak ekspresyonu tahrik eden ancak ayrica diger dokularda da

ekspresyona neden olabilen biridir.

Bulusun nukleik asitleri ayrica kimyasal ayiraglara maruz kalmasi Uzerine
induklenebilen bitki promotorlerine faal olarak baglanabilir. Bu ayiraglar orn,
herbisitleri, sentetik oksinleri veya orn, transjenik bitkiler Uzerine uygulanabilen, orn,
spreylenebilen antibiyotikleri icerir. Bulusun ksilanaz ureten nukleik asitlerinin
induklenebilir ekspresyonunun optima ksilanaz ekspresyonu ve/veya aktivitesi olan
bitkileri segmek uzere artmasina olanak saglanacaktir. Bitki pargalarinin gelisimi bu
sekilde kontrol edilebilir. Bu sekilde bulus bitkilerin ve bitki parcalarinin toplanmasini
kolaylastirmak icin ara¢ saglar. Ornedin c¢esitli uygulamalarda benzensulfonamid
kimyasal ozellik arttirici katki maddesi tarafindan aktive olan herbisit dar In2-2
promotoru kullanilir (De Veylder (1997) Plant Cell Physiol. 38:568-577); farkh herbisit
kimyasal ozellik arttincilarin uygulamasi kok, hidatot ve filiz apikal meristemde
ekspresyon dahil olmak Uzere farkli gen ekspresyon paternlerini indukler. Bulusun
kodlama sekanslar ayrica orn, Avena sativa L. (yulaf) arginin dekarboksilaz geni
iperen transjenik tutun bitkileriyle(Masgrau (1997) Plant J. 11:465-473) veya bir salisilik
aside tepki veren elemanla (Stange (1997) Plant J. 11:1315-1324) aciklandi§i gibi bir
tetrasiklinle induklenebilen promotorun kontrolu altindadir,

Bazi yonlerde uygun polipeptit ekspresyonu kodlama alaninin 3’ ucunda
poliadenilasyon bolgesi gerektirebilir. Poliadenilasyon bolgesi dogal genden, cesitli
baska bitki (veya hayvan veya diger) genlerden veya Agrobacterial T-DNA'sindaki

genlerden turetilebilir.
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“Bitki” terimi (orn, bu bulugun bir transjenik bitkisinde veya bitki tohumunda veya
bulugsun bir vektorunde kullanilan bitki promotorundeki gibi) tam bitkileri, bitki
parcalarini (6rn, yapraklar, kokler, cicekler, govdeler, vs.), bitki protoplastlarini,
tohumlan ve bitki hucrelerini ve bunlarin soyunu icerir; bu bulusu (bilesimler ve
yontemler dahil) uygulama icin kullanilabilen bitki siniflar yuksek bitki sinifi kadar genis
olabilir, anjiyospermler (monokotiledonoz ve dikotiledonoz bitkiler) ayni zamanda
gimnospermler dahil olmak uzere transformasyon tekniklerine duyarl bitkileri icerir;
ayrica poliploid, diploid, bhaploid ve hemizigot durumlar dahil ¢esitli ploidi
seviyelerindeki bitkileri icerir. Burada kullanildigi sekliyle “transjenik bitki” bir heterolog
nukleik asit sekansinin, orn, bulusun nukleik asitlerinin ve gesitli rekombinant
yapilarinin eklenmis oldugu bitkileri veya bitki hucrelerini icerir. Bulugsun transjenik
bitkileri ayrica agagida ele alinmistir.

Ekspresyon vektorleri ve klonlama araglari

Bulus bulusun nukleik asitlerini, orn, bulusun ksilanazlarini kodlayan sekanslar iceren
ekspresyon vektorleri ve klonlama araglan sadlar. Bulusun ekspresyon vektorleri ve
klonlama araglari viral pargaciklar, bakulovirus, faj, plazmidler, fajemidler, kozmidler,
fosmidler, bakteriyel yapak kromozomar, viral DNA (orn, adenovirus, hindi frengi
virusu, psodorabiler ve SV40 turevleri), P1 tabanh yapay kromozomlar, maya
plazmidleri, maya yapay kromozomlan ve ilgili spesifik konada 6zgu baska herhangi
bir vektoru (basilus, Aspergilus ve maya gibi) icerebilir. Bulugun vektérleri kromozomal,
kromozomal olmayan ve sentetik DNA sekanslarini icerebilir. Cok sayida uygun vektor
teknikte uzman kigiler tarafindan bilinmektedir ve ticari olarak bulunabilir. Ornek
vektorler: pQE vektorleri (Qiagen), pBluescript plazmidleri, pNH vektorleri, (lambda-
ZAP vektorleri {Stratagene);, ptrc99a, pKK223-3, pDR540, pRIT2T (Pharmacia);
Okaryotik: pXT1, pSG5 (Stratagene), pSVK3, pBPV, pMSG, pSVLSV40 (Pharmacia)
icerir. Ancak kopyalayabildigi ve konak hucrede yasayabildi§i muddetce baska
herhangi bir plazmid veya vektor kullanilabilir. DUusuk kopya sayill veya yuksek kopya

saylill vektorler mevcut bulusla kullanilabilir.

Ekspresyon vektoru bir promotor, translasyon baslatma ve transkripsiyon sonlandirma
igin bir ribozom baglama alani icerir. Vektor ayrica ekspresyonu amplifiye etmek igin
uygun sekanslar igerir. Memeli ekspresyon vektorleri bir replikasyon orijini, gerekli
herhangi bir ribozom baglama alani, bir poliadenilasyon alani, ug birlestirme donoru ve
kabul edici alanlan, transkripsiyonel sonlandirma sekanslan ve 5’ hitisik transkribe
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edilmemis sekanslari icerebilir. Bazi yonlerde, SV40 ug birlestirme ve poliadenilasyon
alanlarindan turetilen DNA sekanslan gerekli transkribe edilmemis genetik elemanlan

saglamak icin kullanilabilir.

Bir yonde ekspresyon vektorleri vektor iceren konak hucrelerin segcimine izin vermek
icin bir veya daha fazla secilebilir markdor gen icerir. Uygun secilebilir markorler
dihidrofolat reduktazi kodlayan genleri veya okaryotik hucre kulturu igcin neomisin
direnci sunan genleri, E. coli'de tetrasiklin veya ampisilin direnci sunan genleri
ve S. cerevisiae TRP1 genini icerir. Promotor bolgeleri kloramfenikol transferaz (CAT)
vektorleri veya secilebilen markorleri olan diger vektorler kullanilarak istenen herhangi

bir genden secilebilir.

Okaryotik hucrelerde polipeptiti veya bunun fragmanlarini eksprese etmek igin
vektorler ayrica ekspresyon seviyelerini arttirmak igin arttincilar igerebilir. Arttinicilar
DNA'nin kendi transkripsiyonunu arttirmak icin bir promotoru etkileyen uzunlukga
genel olarak yaklagik 10 ila yaklasik 300 bp cis-etkili elemanlandir. Ornekler
replikasyon orijini 100 ila 270 bp alan Uzerinde SV40 arttirici, sitomegalovirus erken
promotor arttinici, replikasyon orijini gecikmis bolgesinde polioma arttincr ve

adenovirus arttiricilan icerir.

Bir nukleik asit sekansi ¢esitli prosedurler vasitasiyla bir vektor icine yerlestirilebilir.
Genel olarak sekans ekin ve vektorun dodru kisittama endonukleazlarla
parcalanmasini takiben vektorde istenen pozisyona ligatlanir. Alternatif olarak hem ek
hem de vektordeki kor uglar ligatlanabilir. Cesitli klonlama teknikleri teknikte
bilinmektedir, 6rn, Ausubel ve Sambrook'ta agiklandigi gibi. Bu prosedurler ve

digerlerinin teknikte uzman kisilerin kapsaminda olacagi dusunulmektedir.

Vektor bir plazmid, bir viral pargacik veya bir faj formunda olabilir. Diger vektorler
kromozomal, kromozomal olmayan ve sentetik DNA sekanslarini, SV40 turevlerini,
bakteriyel plazmidleri, faj DNA‘y1, bakulovirusu, maya plazmidlerini, plazmidlerin ve faj
DNA'nin koambinasyonlarindan turetilen vektorleri, adenovirus, hindi frengi virusunu ve
psodoarabiler gibi viral DNA'yI icerir. Prokaryotik ve okaryotik konaklarla kullanim igcin

cesitli klonlama ve ekspresyon vektorleri Sambrook tarafindan agiklanmistir.

Kullanilabilen 6zel bakteriyel vektorler ticari olarak bulunabilen plazmidleri icermekte
olup, bunlar iyi bilinen klonlama vektoru pBR322 (ATCC 37017), pKK223-3 (Pharmacia
Fine Chemicals, Uppsala, Sweden), GEM1 (Promega Biotec, Madison, WI, USA)



10

15

20

25

30

78

pQE70, pQEGO, pQE-9 {(Qiagen), pD10, psiX174 pBluescript Il KS, pNH8A, pNH1643a,
pNH18A, pNH46A (Stratagene), ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, DR540, pRITS
(Pharmacia), pKK232-8 ve pCM7'nin genetik elemanlarini icerir. Ozel okaryotik
hucreler pSV2CAT, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVK3, pBPV, pMSG ve pSVL
(Pharmacia) icerir. Ancak kopyalabildidi ve konak hucrede yasayabildigi muddetge

baska herhangi bir vektor kullanilabilir.

Bulusun nukleik asitleri ekspresyon kasetlerinde, vektorlerde veya viruslerde eksprese
edilebilir ve bitki huicrelerinde ve tohumlarinda gegici veya stabil olarak eksprese edilir.
Ornek niteliginde bir gecici ekspresyon sistemi epizomal ekspresyon sistemlerini, 6rn,
super sarilmis DNA igeren bir epizomal mini-kromozomun transkripsiyonu vasitasiyla
nukleusta uretilen karmmibahar mozaik virusu (CaMV) viral RNA'sini kullanir, bkz,
orn, Covey (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1633-1637. Alternatif olarak kodlama
sekanslari, baska bir deyisle bulusun sekanslarinin tamami veya alt fragmanlari konak
kromozomal DNA'nin butunlesik bir pargasi haline gelen bir bitki konak hucre
genomuna eklenebilir. Sens ve antisens transkriptleri bu sekilde eksprese edilebilir.
Bulusun nukleik asitlerinden sekanslan (orn, promotorleri veya kodlama alanlarini)
iceren bir vektor bir bitki hUicresi veya bir tohum Uzerinde secilebilir bir fenotip saglayan
bir markor gen icerebilir. Ornedin markor biyosit direncini, 0zel olarak antibiyotik
direncini érnedin kanamisin, G418, bleomisin, higromisin direncini veya klorosulfuron

veya Basta direnci gibi herbisit direncini kodlayabilir.

Bitkilerde nukleik asitleri ve proteinleri eksprese edebilen ekspresyon vektorleri
teknikte ivi bilinmektedir ve orn, Agrobacterium spp.’den vektorler, patates virusu X
(bkz, orn, Angell (1997) EMBO J. 16:3675-3684), tutun mozaik virusu (bkz, érn, Casper
(1996) Gene 173:69-73), domates cali buyume virusu (bkz, orn, Hillman (1989)
Virology 169:42-50), tutun oyma virusu (bkz, orn, Dolja (1997) Virology 234:243-252),
fasulye altin mozaik virusu (bkz, érn, Morinaga (1993) Microbiol Immunol. 37:471-476),
karnibahar mozaik virusu (bkz, orn, Cecchini (1997) Mol. Plant Microbe Interact.
10:1094-1101), dan Ac/Ds dedistirilebilir eleman (bkz, 6rn, Rubin (1997) Mol. Cell.
Biol. 17:6294-6302; Kunze (1996) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 204:161-194) ve dari
baskilayici mutator (Spm) degistirilebilir eleman (bkz, 6rn, Schlappi (1996) Plant Mol.

Biol. 32:717-725) ve bunlann turevlerini icerir.

Ekspresyon vektoru bunun iki organizmada, 6érnegin memeli veya bocek hucrelerinde

ekspresyon icin ve bir prokaryotik hucrede klonlama ve amplifikasyon icin korunmasina
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olanak saglamak uzere iki replikasyon sistemine sahip olabilir. Bunun otesinde
ekspresyon vektorlerini entegre etme igin ekspresyon vektoru konak hucre genomuyla
homolog en az bir sekans icerebilir. Ekspresyon yapisini destekleyen iki homolog
sekans igerebilir. Entegre etme vektoru vektorde inkluzyon igin uygun homolog
sekansin secilmesi vasitasiyla konak hucrede spesifik bir lokusa yonlendirilebilir.
Entegre etme vektorlerine yonelik yapilar teknikte iyi bilinmektedir.

Bulusun ekspresyon vektorleri ayrica transforme edilmis bakteriyel suslann secimine
olanak sadlamak icin secilebilir bir gen, orn, amfisilin, kloramfenikol, eritromisin,
kanamisin, neomisin ve tetrasiklin gibi ilaclara karsi bakteri direnci uygulayan genleri
igerir. Segilebilir markorler ayrica histidin, triptofan ve 16sin biyosentetik yollarindakiler

gibi biyosentetik genleri icerebilir.

Ekspresyon vektorundeki DNA sekansi RNA sentezini yonlendirmek igin uygun bir
ekspresyon kontrol sekansina (sekanslarina) (promotor) faal olarak baglanir. Ozel
adlandinlmig bakteriyel promotorler lacl, lacZ, T3, T7, gpt, lambda Pr, PL ve trp igerir.
Okaryotik promotorler CMX, HSV timidin kinaz, erken ve gec SV40, retrovirus'ten
LTR’ler ve fare metallotiyonein-I'i icerir. Uygun vektor ve promotdr segimi teknikte
siradan uzmanlik seviyesi icindedir. Ekspresyon vektoru ayrica translasyon basglatma
ve transkripsiyon sonlandirma igin bir ribozom baglama alani igerir. Vektor ayrica
ekspresyonu amplifiye etmek igin uygun sekanslar igerir. Promotor bolgeleri
kloramfenikol transferaz (CAT)} vektorleri veya segilebilen markorleri olan diger
vektorler kullanilarak istenen herhangi bir genden secilebilir. Ek olarak ekspresyon
vektorleri tercih edilen sekliyle dihidrofolat reduktaz gibi transforme edilen konak
hucrelerin secimi icin bir fenotipik 0zellik veya E. colil’'de okaryotik hucre kulturu veya
tetrasilin veya ampisilin direnci saglamak igin bir veya daha fazla secilebilir markor gen

icerebilir.

Memeli ekspresyon vektorleri ayrica bir replikasyon orijini, gerekli herhangi bir ribozom
baglama alani, bir poliadenilasyon alani, uc birlestirme donéru ve kabul edici alanlar,
transkripsiyonel sonlandirma sekanslari ve 5 bitisik transkribe edilmemis sekanslari
icerebilir. SV40 ug birlestirme ve poliadenilasyon alanlarindan turetilen DNA sekanslari

gerekli transkribe edilmemis genetik elemanlari saglamak icin kullanilabilir.

Okaryotik hucrelerde polipeptiti veya bunun fragmanlarini eksprese etmek igin
vektorler ayrica ekspresyon seviyelerini arttirmak igin arttincilar igcerebilir. Arttinicilar
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DNA'nin kendi transkripsiyonunu arttirmak igcin bir promotoru etkileyen uzunlukga
genel olarak yaklagik 10 ila yaklasik 300 bp cis-etkili elemanlandir. Ornekler
replikasyon orijini 100 ila 270 bp alan Uzerinde SV40 arttirici, sitomegalovirus erken
promotor arttirici, replikasyon orijini gecikmis bolgesinde polioma arttirici ve

adenovirus arttiricilan icerir.

Ek olarak ekspresyon vektorleri tipik olarak vektor iceren konak hucrelerin segimine
izin vermek icin bir veya daha fazla secilebilir markor gen igerir. Uygun secilebilir
markorler dihidrofolat reduktazi kodlayan genleri veya okaryotik hucre kulturl igin
neomisin direnci sunan genleri, E. colirde tetrasiklin veya ampisilin direnci sunan

genleri ve S. cerevisiae TRP1 genini icerir.

Bazi yonlerde bulusun polipeptitlerinin birini kodlayan nukleik asit ve bununla buyuk
olgiide 0zdes sekanslar veya bunun en az yaklasik 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50,
75, 100 veya 150 ardisik amino asidini iceren fragmanlar ¢evrilen polipeptitin veya
bunun fragmaninin sekresyonunu yonlendirebilen bir lider sekansla uygun fazda
duzenlenir. Nukleik asit bir fuzyon polipeptitini kodlayabilmekte olup, burada bulusun
polipeptitlerinin biri ve bununla buyuk olcude ozdes sekanslar veya bunun en az
yaklasik 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 veya 150 ardigik amino asidini iceren
fragmanlari artan stabilite veya basitlestirilmis saflastirma gibi istenen ozellikleri
saglayan N-terminal tanimlama peptitleri gibi heterolog peptitlere veya polipeptitlere

kaynasir.

Uygun DNA sekansi gesitli prosedurler tarafindan vektor icine yerlestirilebilir. Genel
olarak DNA sekansi ekin ve vektorun dodru kisitlama endonukleazlarla
parcalanmasini takiben vektorde istenen pozisyona ligatlanir. Alternatif olarak hem ek
hem de vektordeki kor uclar ligatlanabilir. Cesitli klonlama teknikleri Ausubel et al.
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley 503 Sons, Inc. 1997 ve Sambrook
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press 1989 yayinlarinda agiklanmaktadir. Bu prosedurler ve digerlerinin teknikte

uzman Kisilerin kapsaminda olacagi dusunulmektedir.

Vektor ornegin bir plazmid, bir viral parcacik veya bir faj formunda olabilir. Diger
vektorler kromozomal, kromozomal olmayan ve sentetik DNA sekanslarini, SV40
turevlerini, bakteriyel plazmidleri, faj DNA'yi, bakulovirusu, maya plazmidlerini,

plazmidlerin ve faj DNA'nin kombinasyonlarindan turetilen vektorleri, adenovirus, hindi
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frengi virusunu ve psodoarabiler gibi viral DNA'yi igerir. Prokaryotik ve okaryotik
konaklarla kullanim icin gesitli klonlama ve ekspresyon vektorleri Sambrook, et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor, N.Y., (1989)

tarafindan agiklanmisgtir.
Konak hucreler ve transforme edilen hucreler

Bulus ayrica bulusun bir nukleik asit sekansini, érn, bulusun bir ksilanazini kodlayan
bir sekansi veya bulusun bir vektorunu iceren transforme edilmis hicreler sadlar.
Konak hicre teknikte uzman kisilerin asina oldugu konak hucrelerin herhangi biri
olabilmekte olup, prokarydtik hucreleri, bakteri hucreleri, mantar hucreleri, maya
hiicreleri, memeli hiicreleri, bocek hucreleri ve/veya bitki hucreleri gibi Okaryotik
hucreleri igerir. Ornek bakteriyel hucreler E. coli, Streptomyces, Bacillus subtilis,
Salmonella typhimurium Pseudomonas, Streptomyces, ve Staphylococcus takimlar
igindeki gesitli turleri icerir. Ornek hocek hucreleri Drosophila $S2 ve Spodoptera Sf9
igerir. Ornek hayvan hucreleri CHO, COS veya Bowes melanom veya herhangi bir fare
veya insan hucre hattini icerir. Uygun bir konagin segimi teknikte uzman Kisilerin
yetenekleri dahilindedir. Cok cesitli yuksek bitki turlerini transforme etmeye yonelik
teknikler iyi bilinmektedir ve teknik ve bilimsel literaturde aciklanmaktadir. Bkz,
orn, Weising (1988) Ann. Rev. Genet. 22:421-477; U.S. 5,750,870 sayilh patent

belgesi.

Vektor konak hucrelere gesitli teknikler kullanilarak dahil edilebilmekte olup, bunlar
transformasyonu, transfeksiyonu, transduksiyonu, viral enfeksiyonu, gen silahlarini
veya Ti aracihkh gen transferini igerir. Ozel yontemler kalsiyum fosfat
transfeksiyonunu, DEAE-Dekstran aracilikh transfeksiyonu, lipofeksiyonu veya
elektroporasyonu icerir (Davis, L., Dibner, M., Battey, |., Basic Methods in Molecular
Biology, (1986)).

Bir yonde bulusun nukleik asitleri veya vektorleri tarama igcin hucrelere yerlestirilir,
dolayisiyla nukleik asitler nukleik asidin sonraki ekspresyonu igin uygun bir sekilde
hiucrelere girer. Yerlestirme yontemi buyuk olcide hedeflenen hucre tipi tarafindan
dikte edilir. Ornek yontemler CaPOa4 gokeltmeyi, lipozom fuzyonunu, lipofeksiyonu (érn,
LIPOFECTIN™), elektroporasyonu, viral enfeksiyonu, vs. icerir. Aday nukleik asitler
konak huicrenin genomuna (ornegin retroviral yerlestirme) stabil sekilde entegre olabilir

veya sitoplazmada gegici veya stabil olarak mevcut olabilir (baska bir deyisle,
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geleneksel plazmidlerin kullanimi aracihidiyla, standart regulator sekanslar, segim
markorleri, vs. kullanilarak). Farmasotik olarak onemli birgok tarama insan veya model
memeli hucre hedefleri gerektirir, bu hedefleri transfekte edebilen retroviral vektorleri

kullanilabilir.

Uygun oldugunda uretilen konak hucreler promotorleri aktive etmek, transformantlari
secmek ve bulusun genlerini amplifiye etmek igin uygun sekilde modifiye edilen
geleneksel besinde kulturlenebilir. Uygun bir konak susunun transformasyonunu ve
konak susunun uygun bir hucre yogunluguna buyumesini takiben secilen promotor
uygun araglar (orn, sicaklik degistrme veya kimyasal induksiyon) aracihiyla
induklenebilir ve hucreler bunlarin istenen polipeptitini veya bunun fragmanini

uretmesine olanak saglamak icin ilave bir periyot boyunca kulturlenebilir.

Hucreler santrifuj vasitasiyla toplanabilir, fiziksel veya kimyasal araglar vasitasiyla
bozulabilir ve meydana gelen ham ekstrakt ayrica saflagtirma icin korunur. Proteinlerin
ekspresyonu icin  kullanilan  mikrobiyal hucreler dondurma-gézme ddngusu,
sonikasyon, mekanik bozma veya hucre pargalama ajanlarinin kullanimini dahil olmak
uzere guvenli herhangi bir ydontem araciligiyla bozulabilir. Bu yontemler teknikte uzman
kisilerce iyi bilinmektedir. Eksprese edilen polipeptit veya bunun fragmani amonyum
sulfat veya etanol cokeltme, asit ekstraksiyonu, anyon veya katyon degisim
kromatografisi, fosfoseluloz kromatografisi, hidrofobik etkilesim kromatografisi, afinite
kromatografisi, hidroksilapatit kromatografisi ve lektin kromatografisi dahil olmak Uzere
yontemler vasitasiyla rekombinant hucre kulturlerinden geri kazanilabilir ve
saflagtirlabilir. Protein yeniden katlama yontemler gerekli oldujunda polipeptitin
konfigurasyonunu tamamlamakta kullanilabilir. Eger istenirse yuksek performansli sivi

kromatoftafi (HPLC) son saflagtirma adimi igin kullanilabilir.

Konak hucrelerdeki yapilar rekombinant sekans tarafindan kodlanan gen urununu
uretmek icin geleneksel bir sekilde kullanilabilir. Bir rekombinant uretim prosedurunde
kullanilan konada bagh olarak vektoru iceren konak hucreler tarafindan uretilen
polipeptitler glikosilatlanabilir veya glikosilatlanmayabilir. Bulusun polipeptitleri ayrica

bir baslangic metiyonin amino asit kalintisi icerebilir veya icermeyebilir.

Hucresiz translasyon sistemleri bulugun bir polipeptitini Uretmek igin kullanilabilir.
Hucresiz translasyon sistemleri polipeptiti kodlayan bir nukleik aside veya bunun bir
fragmanina faal olarak baglanan bir promotor iceren bir DNA yapisindan transkribe
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edilen mRNA’lan kullanabilir. Bazi yonlerde DNA yapisi bir in vitro transkripsiyon
reaksiyonunun gerceklestirimesinden once lineer hale getirilebilir. Transkribe edilen
mMRNA daha sonra istenen polipeptiti veya bunun fragmanini uretmek icin bir tavsan

retikulosit ekstrakti gibi uygun bir hucresiz translasyon ekstrakti ile inkube edilir.

Ekspresyon vektorleri dihidrofolat reduktaz gibi transforme edilen konak hucrelerin
secimi icin bir fenotipik 0zellik veya E. colil'de okaryotik hucre kulturt veya tetrasilin

veya ampisilin direnci sadlamak icin bir veya daha fazla segilebilir markor gen icerebilir.

llgili polinUkleotitleri, orn, bulusun nikleik asitlerini iceren konak huicreler promotorleri
aktive etmek, transformantlan segmek veya genleri amplifiye etmek igin uygun sekilde
modifiye edilen geleneksel besin ortaminda kulturlenebilir. Sicakhk, pH ve benzerleri
gibi kultur kosullan ekspresyon igin secilen konakla onceden kullanilanlardir ve
teknikte uzman kigi igcin acik olacaktir. Belirtimis enzim aktivitesine sahip olarak
tanmimlanan klonlar daha sonra gelismis ativiteye sahip olan bir enzimi kodlayan

polintkleotit sekansini tanimlamak igin sekanslanabilir.

Bir hucrede bir rekombinant ksilanazin fazla ekspresyonuna yonelik bir yontem
bulusun bir nukleik asidini veya bulusun bir nukleik asidi icin zorlayici kosullar altinda
hibritlenen bir nukleik asidi veya bunun bir alt sekansini iceren bir vektorun eksprese
edilmesini icermektedir. Fazla ekspresyon herhangi bir arag, orn, yuksek aktiviteli bir
promotdrun, bir disistronik vektorun kullamimi  vasitasiyla veya vektorun gen

amplifikasyonu aracilidiyla gergeklestirilebilir.

Bulugsun nukleik asitleri herhangi bir in vitro veya in vivo ekspresyon sisteminde
eksprese edilebilir veya fazla eksprese edilebilir. Herhangi bir hucre kulturu sistemi
bakteriyel, maya, bocek, mantar veya memeli kulturleri dahil olmak Uzere rekombinant
proteini eksprese etmek veya fazla eksprese etmek icin kullanilabilir. Fazla ekspresyon
uygun promotorlerin, arttiricilarin, vektorlerin (6rn, replikon vektorlerin, disistronik
vektorlerin (bkz, orn, Gurtu (1996) Biochem. Biophys. Res. Commun. 229:295-8),
ortamin, Kultur sistemlerinin ve benzerlerinin se¢imi ile gerceklestirilebilir. Bir yonde
hiicre sistemlerinde segim markorlerini, orn, glutamin sintetazi (bkz, orn, Sanders
(1987) Dev. Biol. Stand. 66:55-63) kullanan gen amplifikasyonu bulusun polipeptitlerini

fazla eksprese etmek icin kullanilr.

Bu yaklasimla iligkili ilave detaylar genel literaturde bulunmaktadir ve/veya uzman
kisilerce bilinmektedir. Ozellikle kisitlayici olmayan bir ornekte bu kamusal olarak



10

15

20

25

30

84

bulunabilen literatur EP 0659215 (WO 9403612 A1) (Nevalainen et al.); Lapidot, A.,
Mechaly, A., Shoham, Y., "Overexpression and single-step purification of a
thermostable xylanase from Bacillus stearothermophilus T-6," J. Biotechnol. Nov
51:259-64 (1996); Luthi, E., Jasmat, N.B., Bergquist, P.L., "Xylanase from the
extremely thermophilic bacterium Caldocellum saccharolyticum: overexpression of the
gene in Escherichia coli and characterization of the gene product,” Appl. Environ.
Microbiol. Sep 56:2677-83 (1990); and Sung, W.L., Luk, C.K.,, Zahab, D.M,,
Wakarchuk, W., "Overexpression of the Bacillus subtilis and circulans xylanases in
Escherichia coli," Protein Expr. Purif. Jun 4:200-6 (1993) yayinlarini icermektedir,
ancak bu referanslar yeni uygulamanin bulus niteligindeki enzimlerini

ogretmemektedir.

Konak hucre teknikte uzman kigilerin asina oldugu konak hucrelerin herhangi biri
olabilmekte olup, prokaryotik hucreleri, okaryotik hucreleri, memeli hucrelerini, bocek
hucrelerini veya bitki hucrelerini icerir. Uygun konaklara iliskin temsili drnekler olarak
sunlardan bahsedilebilir: Psdédomonas, Streptomis ve Stafilokok takimlari igindeki E.
coli, Streptomyces, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium ve cesitli turler gibi
bakteri hucreleri, maya gibi mantar hucreleri, Drosophila S2 ve Spodoptera Sf9, gibi
bocek hucreleri, CHO, COS veya Bowes melanom ve adenovirusler gibi hayvan

hucreleri. Uygun bir konagdin secimi teknikte uzman kisilerin yetenekleri dahilindedir.

Vektor konak hucrelere cgesitli teknikler kullanilarak dahil edilebilmekte olup, bunlar
transformasyonu, transfeksiyonu, transduksiyonu, viral enfeksiyonu, gen silahlarini
veya Ti aracihkh gen transferini igerir. Ozel yontemler kalsiyum fosfat
transfeksiyonunu, DEAE-Dekstran aracilikh transfeksiyonu, lipofeksiyonu veya
elektroporasyonu icerir (Davis, L., Dibner, M., Battey, |., Basic Methods in Molecular
Biology, (1986)).

Uygun oldugunda uretilen konak hucreler promotorleri aktive etmek, transformantlari
secmek ve bulusun genlerini amplifiye etmek igin uygun sekilde modifiye edilen
geleneksel besinde Kkulturlenebilir. Uygun bir konak susunun transformasyonunu ve
konak susunun uygun bir hucre yogunluguna buyumesini takiben secgilen promotér
uygun araglar (orn, sicaklik degistirme veya kimyasal induksiyon) aracihgiyla
induklenebilir ve hucreler bunlarin istenen polipeptitini veya bunun fragmanini
uretmesine olanak saglamak icin ilave bir periyot boyunca kulturlenebilir.
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Hucreler tipik olarak santrifuj vasitasiyla toplanabilir, fiziksel veya kimyasal araglar
vasitasiyla bozulabilir ve meydana gelen ham ekstrakt ayrica saflagtirma igin korunur.
Proteinlerin ekspresyonu igin kullanilan mikrobiyal hucreler dondurma-¢ozme
dongusu, sonikasyon, mekanik bozma veya hucre pargcalama ajanlarinin kullanimin
dahil olmak Uzere guvenli herbangi bir yontem aracihgiyla bozulabilir. Bu ydntemler
teknikte uzman KkKisilerce iyi bilinmektedir. Eksprese edilen polipeptit veya bunun
fragmani amonyum sulfat veya etanol ¢cokeltme, asit ekstraksiyonu, anyon veya katyon
dedisim  kromatografisi, fosfoseluloz kromatografisi, hidrofobik  etkilesim
kromatografisi, afinite kromatografisi, hidroksilapatit kromatografisi ve lektin
kromatografisi dahil olmak uUzere yontemler vasitasiyla rekombinant hucre
kulturlerinden geri kazanilabilir ve saflastirilabilir. Protein yeniden katlama yontemler
gerekli oldugunda polipeptitin konfigurasyonunu tamamlamakta kullanilabilir. Eger
istenirse yuksek performansh sivi kromatoftafi (HPLC) son saflastirma adimi igin
kullanilabilir.

Cesitli memeli hucre kulturu sistemleri ayrica rekombinant proteini eksprese etmek icin
kullanilabilir. Memeli ekspresyon sistemlerine iliskin ornekler maymun bobrek
fibroblastlarimin  COS-7 hatlarini  (Gluzman, Cell, 23:175, 1981yayininda
aciklanmaktadir) ve C127, 3T3, CHO, HelLa ve BHK hucre hatlari gibi uyumlu bir

vektorden proteinleri eksprese edebilen diger hicre hatlarini icermektedir.

Konak hucrelerdeki yapilar rekombinant sekans tarafindan kodlanan gen urununu
uretmek icin geleneksel bir sekilde kullanilabilir. Bir rekombinant uretim prosedurunde
kullanilan konada bagh olarak vektéru igeren konak hucreler tarafindan uretilen
polipeptitler glikosilatlanabilir veya glikosilatlanmayabilir. Bulusun polipeptitleri ayrica

bir baslangic metiyonin amino asit kalintisi icerebilir veya icermeyebilir.

Alternatif olarak bulusun amino asit sekanslarinin polipeptitleri veya bunun en az 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 veya 150 ardigik amino asit iceren fragmanlari
geleneksel peptit sentezleyiciler aracihigiyla sentetik olarak uretilebilir. Polipeptitlerin
fragmanlari veya bolumleri peptit sentezi vasitasiyla karsihk gelen tam uzunluklu
polipeptiti Uretmek icin kullanilabilir, fragmanlar tam uzunluklu polipeptitleri Uretmek

igin ara urunler olarak kullanilabilir.

Hucresiz translasyon sistemleri ayrica bulusun amino asit sekanslarinin
polipeptitlerinin birini veya bunun en az 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 veya
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150 ardisik amino asit iceren fragmanlarim polipeptiti veya bunun bir fragmanini
kodlayan bir nukleik aside faal olarak bagh bir promotor igeren bir DNA yapisindan
transkribe edilen mRNA'lar kullanilarak uretmek icin kullanilabilir. DNA yapisi bir in
vitro transkripsiyon reaksiyonunun gergeklestiriimesinden 6nce lineer hale getirilebilir.
Transkribe edilen mRNA daha sonra istenen polipeptiti veya bunun fragmanini
uretmek igin bir tavsan retikulosit ekstrakti gibi uygun bir hucresiz translasyon ekstrakt
ile inkube edilir.

Nukleik Asitlerin Amplifikasyonu

Bulusun uygulanmasinda bulusun nukleik asitleri ve bulusun ksilanazlarini kodlayan
nukleik asitler veya bulusun modifiye edilmis nukleik asitleri amplifikasyon vasitasiyla
yeniden uretilebilir. Amplifikasyon ayrnica bulusun nukleik asitlerini klonlamak veya
modifiye etmek i¢in kullanilabilir. Teknikte uzman kisi bu sekanslarnin herhangi bir kismi

veya tam uzunludu icin amplifikasyon primer sekans giftleri tasarlayabilir.

Bir nukleik asit bulusun bir nukleik asidinin yaklasik ilk (5') 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24 veya 25 kalintis1 ve tamamlayici sarmalin yaklasik ilk (5') 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 veya 25 kalintisi ile belirtildigi gibi bir primer gifti

vasitasiyla amplifiye edilebilir.

Bir amplifikasyon primer sekans ciftinin bir veya her bir elemani sekansin en az
yaklasik 10 ila 50 ardisik bazini veya sekansin yaklasik 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24 veya 25 ardisik bazim iceren bir oligonukleotit icerebilir.
Amplifikasyon primer ¢iftleri bulusun bir nukleik asidinin ilk (5'} 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 veya 25 kalintisi araciligiyla belirtilen bir sekansa sahip olan
bir birinci eleman ve birinci elemanin tamamlayici sarmalinin yaklasik (5'} 12, 13, 14,
15,16, 17, 18,19, 20, 21, 22, 23, 24 veya 25 kalintisi araciligiyla belirtilen bir sekansa

sahip olan bir ikinci eleman icerebilir.

Amplifikasyon reaksiyonlar ayrica bir drnekteki nukleik asit miktarini 6lcmek (bir hucre
ornedindeki mesajin miktar gibi), nukleik asidi etiketlemek (6rn, bunu bir dizi veya bir
blota uygulamak igin), nukleik asidi tespit etmek veya bir ornekteki spesifik bir nukleik
asidin miktarini olgmek icin kullanilabilir. Bir hucre veya bir cDNA kutuphanesinden

izole edilen mesaj amplifiye edilebilir.

Uzman kisi uygun oligonukleotit amplifikasyon primerlerini segebilir ve tasarlayabilir.
Amplifikasyon yontemleri teknikte iyi bilinmektedir ve ©rn, polimeraz zincir
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reaksiyonunu, PCR (bkz, érn, PCR PROTOCOLS, A GUIDE TO METHODS AND
APPLICATIONS, baski Innis, Academic Press, N.Y. (1990) ve PCR STRATEGIES
(1995), baski Innis, Academic Press, Inc., N.Y., ligaz zincir reaksiyonunu (LCR) (bkz,
orn, Wu (1989) Genomics 4:560; Landegren {(1988) Science 241:1077; Barringer
(1990) Gene 89:117); transkripsiyon amplifikasyonunu (bkz, 6rn., Kwoh (1989) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86:1173); ve kendi kendine gerceklesen sekans replikasyonunu
(bkz, orn, Guatelli (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874); Q Beta replikaz
amplifikasyonunu (bkz, orn., Smith (1997) J. Clin. Microbiol. 35:1477-1491), otomatik
Q-beta replikaz amplifikasyonu analizini (bkz, orn, Burg (1996) Mol. Cell. Probes
10:257-271) ve dider RNA polimeraz aracili teknikleri (orn., NASBA, Cangene,
Mississauga, Ontario); bkz, ayrica Berger (1987) Methods Enzymol. 152:307-
316; Sambrook; Ausubel; U.S. Patent Nos. 4,683,195 and 4,683,202; Sooknanan
(1995) Biotechnology 13:563-564) i¢erir.

Sekans ozdesligi derecesinin belirlenmesi

Burada en az yaklasik 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600,
650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350,
1400, 1450, 1500, 1550 veya daha fazla kalintih bir bolge Uizerinden bulusun ornek bir
amino asidi (yukarida aciklandidi sekliyle) ile en az yaklasik % 50, % 51, % 52, % 53,
% 54, % 55, % 56, % 57, % 58, % 59, % 60, % 61, % 62, % 63, % 64, % 65, % 66, %
67, %68, %69, % 70,%71,%72,% 73, %74, %75, %76, %77,%78, %79, % 80,
% 81, % 82, % 83, % 84, % 85, % 86, % 87, % 88, % 89, % 90, % 91, % 92, % 93, %
94, % 95, % 96, % 97, % 98, % 99 veya daha fazla veya tam (% 100) sekans
ozdesligine sahip olan sekanslan iceren nukleik asitler aciklanmaktadir. Burada
bulugsun ornek bir amino asidi ile en az yaklasik % 50, % 51, % 52, % 53, % 54, % 55,
% 56, % 57, % 58, % 59, % 60, % 61, % 62, % 63, % 64, % 65, % 66, % 67, % 68, %
69, % 70, % 71, % 72,%73,%74,% 75, %76, %77, %78, %79, %80, % 81, % 82,
% 83, % 84, % 85, % 86, % 87, % 88, % 89, % 90, % 91, % 92, % 93, % 94, % 95, %
96, % 97, % 98, % 99 veya daha fazla veya tam (% 100) sekans 6zdesligine sahip
olan sekanslar iceren polipeptitler aciklanmaktadir. Sekans ozdesliginin kapsami
(homoloji) burada aciklananlar dahil olmak Uzere varsayillan parametrelere sahip
BLAST 2.2.2. veya FASTA surum 3.0t78 gibi herhangi bir bilgisayar programi ve iligkili

parametreler kullanilarak belirlenebilir.
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Burada kullanildigi sekliyle “bilgisayar”, “bilgisayar programi” ve “iglemci” terimleri en
genis genel kapsamlarinda kullanilimaktadir ve asagida detayh sekilde agiklanan bu
tur cihazlarin tumune dahil edilmektedir. Belirli bir polipeptitin veya proteinin “bir
kodlama sekansi” veya bir bunu “kodlayan sekans” uygun regulator sekanslarin
kontrol altinda yerlestirildigi zaman bir polipeptite veya proteine kopyalanan veya
gevrilen bir nukleik asit sekansidir.

Iki nukleik asit veya polipeptit kapsaminda “buyuk dlgude dzdes” ifadesi maksinmum
karsihga yonelik karsilastirildiginda ve hizalandidinda bilinen sekans karsilastirma
algoritmalarninin biri kullanilarak veya gorsel inceleme vasitasiyla olguldugu sekliyle en
az yaklasik % 50, % 51, % 52, % 53, % 54, % 55, % 56, % 57, % 58, % 59, % 60, %
61, % 62, % 63, % 64, % 65, % 66, % 67, % 68, % 69, % 70, % 71, % 72, % 73, % 74,
% 75, % 76, % 77, % 78, % 79, % 80, % 81, % 82, % 83, % 84, % 85, % 86, % 87, %
88, % 89, % 90, % 91, % 92, % 93, % 94, % 95, % 96, % 97, % 98, % 99 veya daha
fazla nukleotit veya amino asit (sekans) 6zdegligine isaret etmektedir. Tipik olarak
azimsanmayacak 6zdeslik en az yaklasik 100 kalintili bir bolge uzerinde mevcuttur ve
en yaygin sekliyle sekanslar en az yaklasik 150-200 kalinti Uzerinden buyuk olgude
ozdestir. Sekanslar kodlama bolgelerinin tam uzunlugu Uzerinden buyuk olcude 6zdes
olabilir.

Ek olarak “buyuk olcude 0zdes” bir amino asit 0zellikle bu tur bir earnatim molekulun
aktif alan1 olmayan bir alaninda meydana geldidi zaman ve polipeptitin esasen kendi
fonksiyonel ozelliklerini korumasi kosuluyla bir referans sekansindan bir veya daha
fazla konservatif veya konservatif olmayan amino asit ornatimlan, ¢ikarmalan veya
eklemeleri ile farklilik gosteren bir sekanstir. Bir konservatif amino asit ornatimi 6rnegin
ayni siniftan bir amino asidi baska biri icin ornatmaktadir (orn, izolosin, valin, losin veya
metyonin gibi bir hidrofobik amino asidin bagka biri icin ornatimi veya argininin lizin
igin, glutamik asidin aspartik asit veya glutaminin asparijin igin ornatimi gibi bir polar
amino asidin digeri icin ornatimi}. Bir veya daha fazla amino asit érnedin bir ksilanaz
polipeptitinden silinebilmekte olup, bu da kendi biyolojik aktivitesi dikkate deger sekilde
dedismeden polipeptitin  yapisina iligkin bir modifikasyonla sonuglanir. Ornegin
ksilanaz biyolojik aktivitesi icin gerekli olmayan amino- veya karboksil-terminal amino
asitleri cikartilabilir. Bulusun modifiye edilmis polipeptit sekanslar ¢ok sayida yontem
aracihgiyla ksilanaz biyolojik aktivitesine yonelik olarak degerlendirilebilmekte olup,
modifiye edilmig polipeptit sekansinin bir ksilanaz substrati ile temas ettiriimesini ve
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modifiye edilmis polipeptitin - analizdeki spesifik substrat miktarinin  azalip
azalmadiginin veya substrat ile fonksiyonel bir ksilanaz polipeptitinin enzimatik

reaksiyonunun biyolojik Urunleri arttirip arttirmadiginin belirlenmesini icerir.

Patent hakki bildiriminin nukleik asit sekanslarn bulusun ornek bir sekansinin en az 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400 veya 500 ardigik nukleotitini ve
bununla buyuk olgude 0zdes sekanslari icerebilir. Patent hakki bildiriminin nukleik asit
sekanslari homolog sekanslari ve nukleik asit sekanslarinin fragmanlanni ve bu
sekanslarla en az yaklasik % 50, % 51, % 52, % 53, % 54, % 55, % 56, % 57, % 58,
% 59, % 60, % 61, % 62, % 63, % 64, % 65, % 66, % 67, % 68, % 69, % 70, % 71, %
72, %73, %74, %75, %76, %77, % 78, % 79, % 80, % 81, % 82, % 83, % 84, % 85,
% 86, % 87, % 88, % 89, % 90, % 91, % 92, % 93, % 94, % 95, % 96, % 97, % 98, %
99 veya daha fazla sekans 0zdesligine (homolojiye) sahip olan bir sekansa atifta
bulunarak bununla buyuk olcude ©ozdes sekanslar igerebilmektedir. Homoloiji
varsayilan parametrelere sahip FASTA surum 3.0t78 gibi burada agiklanan bilgisayar
programlarinin ve parametrelerin herhangi biri kullanilarak belirlenebilir. Homolog
sekanslar ayrica bulusun nukleik asit sekansinda uridinin timinle yer degistirdigi RNA
sekanslarini icerir. Homolog sekanslar burada aciklanan prosedurlerin herhangi biri
kullanilarak elde edilebilir veya bir sekanslama hatasinin duzeltiminden
kaynaklanabilir. Bulusun niikleik asit sekanslarinin ve bununla buyuk dlgude 6zdes
sekanslarin geleneksel tek karakterli formatta (Bkz Stryer, Lubert. Biochemistry, 3rd
Ed., W. H Freeman & Co., New York yayini i¢ kapak) veya bir sekanstaki nukleotitlerin

ozdesligini kaydeden baska herhangi bir formatta gosterilebildidi takdir edilecektir.

Bu patent tarifnamesinde bagka bir yerde tanimlanan cesitli sekans karsilastirma
programlari ozellikle kullanima yonelik tasarlanmistir. Protein ve/veya nukleik asit
sekansi homolojileri ¢esitli sekans karsilastirma algoritmalari ve teknikte bilinen
programlari kullanilarak degerlendirilebilir. Bu algoritmalar ve programlar TBLASTN,
BLASTP, FASTA, TFASTA ve CLUSTALW (Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85(8).2444-2448, 1988; Altschul et al.,, J. Mol. Biol. 215(3):403-410,
1990; Thompson et al., Nucleic Acids Res. 22(2):4673-4680, 1994; Higgins et al.,
Methods Enzymol. 266:383-402, 1996; Altschul et al., J. Mol. Biol. 215(3):403-410,
1990; Altschul et al., Nature Genetics 3:266-272, 1993) icerir ancak bunlarla sinirli
degildir.
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Homoloji veya ozdeslik siklikla sekans analiz yazihimi (orn, University of Wisconsin
Biotechnology Center, 1710 University Avenue, Madison, W1 53705 ait Sekans Analizi
Yazilim Paketi) kullamlarak olgulur. Bu tur bir yazihm homoloji derecelerini cesitli
silmelere, ornatimlara ve diger modifikasyonlara atayarak benzer sekanslari eslestirir.
Iki veya daha fazla nukleik asit veya polipeptit sekansi kapsaminda “homoloji” ve
“0zdeslik” terimleri ayni olan veya herhangi bir sayida karsilastirma algoritmasi
kullanilarak veya manuel hizalama ve gorsel inceleme vasitasiyla dlculdugu sekliyle
bir karsilastirma penceresinden veya belirlenen bolgeden maksimum kargihda yonelik
karsilastinldiginda ve hizalandiginda belirli bir amino asit veya nukleotit yuzdesine

sahip olan iki veya daha fazla sekans veya alt sekansa isaret eder.

Sekans karsilastirmasi igin tipik olarak bir sekans test sekanslarinin karsilastirildig: bir
referans sekans olarak iglev gorur. Bir sekans karsilastirma algoritmasi kullanildig
zaman test ve referans sekanslar bir bilgisayara girilir, eger gerekirse koordinatlar
belirtilir ve sekans algoritma programi parametreleri belirlenir. Varsayilan program
parametreleri kullanilabilir veya alternatif parametreler belirlenebilir. Sekans
karsilastirma algoritmasi) daha sonra program parametrelerine dayanarak referans

sekansa gore test sekanslari icin yuzde sekans 6zdesliklerini hesaplar.

Burada kullanmldigi sekliyle bir “kargilastirma penceresi” iki sekans optimal olarak
hizalandiktan sonra ayni sayida ardisik pozisyonlu bir referans sekansla
kargilagtinldidi, 20 ila 600, genellikle yaklasik 50 ila yaklasik 200, daha da genel olarak
yaklagik 100 ila yaklagsik 150°den olusan gruptan secilen ardigik pozisyonlarin
sayisinin herhangi birinin bir segmentine atifta bulunulmasini igerir. Karsilagtirma igin
sekans hizalamasina iligkin yontemler teknikte iyi bilinmektedir. Karsilastirma icin
sekanslarin optimal hizalamasi 6rn, Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981
yayininin lokal homoloji algoritmasi vasitasiyla, Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol
48:443, 1370 yayininin homoloji hizalama algoritmasi vasitasiyla, person & Lipman,
Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988 yayininin benzerlik yontemine yonelik
arastirmasi vasitasiyla, bu algoritmalann bilgisayar uygulamalar (Wisconsin Genetics
Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, W1 ait GAP,
BESTFIT, FASTA and TFASTA) veya manuel hizalama ve gorsel inceleme vasitasiyla
gerceklestirilebilir. Homoloji veya 0zdesligi belirlemeye yonelik diger algoritmalar,
ornegin BLAST programina ek olarak (Ulusal Biyolojik Enformasyon Merkezindeki
Basic Local Alignment Search Tool) ALIGN, AMAS (Coklu Hizalanmig Sekanslarin
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Analizi), AMPS (Protein Coklu Sekans Hizalamasi), ASSET (Hizali Segment istatistiki
Dederlendirme Araci), BANDS, BESTSCOR, BIOSCAN (Biyolojik Sekans
Karsilastirmali Analiz Nodu), BLIMPS (BLocks IMProved Searcher), FASTA, Intervals
& Points, BMB, CLUSTAL V, CLUSTAL W, CONSENSUS, LCONSENSUS,
WCONSENSUS, Smith-Waterman algoritmasi, DARWIN, Las Vegas algorithm, FNAT
(Zorlanmis Nukleotit Hizalama Araci), Framealign, Framesearch, DYNAMIC, FILTER,
FSAP (Fristensky Sekans Analiz Paketi), GAP (Global Alignment Program), GENAL,
GIBBS, GenQuest, ISSC (Duyarli Sekans Karsilastirma), LALIGN (Lokal Sekans
Hizalama), LCP (Lokal icerik Programi), MACAW (Coklu Hizalama Yapisi & Analiz
Tezgahi), MAP (Coklu Hizalama Programi), MBLKP, MBLKN, PIMA (Patern indukli
Coklu Sekans Hizalama), SAGA (Genetik Algoritma vasitasiyla Sekans Hizalama) ve
WHAT-IFiigerir. Bu hizalama programlari ayrica buyuk 6lgude 6zdes sekanslara sahip
olan polinukleotit sekanslarini tanimlamak uzere genom veri tabanlarini taramak igin
kullanilabilir. Birkag genom veri tabam mevcuttur, ornedin insan genomunun
azimsanmayacak bir kismi insan Genomu Sekanslama Projesinin pargcasi olarak
mevcuttur. En az yirmi bir baska genom halihazirda sekanslanmis olup, bunlar 6rnegin
M. Genitalium (Fraser et al., 1995), M. jannaschii (Bult et al.,1996), H. Influenzae
(Fleischmann et al., 1995}, E. coli (Blattner et al.,1997) ve maya (S. cerevisiae) (Mewes
et al.,, 1997) ve D. Melanogaster (Adams et al., 2000) icerir. Fare, C. Elegans ve
Arabadopsis sp. gibi model organizmalarin genomlarinin sekanslanmasinda kayda
deder ilerleme elde edilmistir. Bazi fonksiyonel bilgiler eklenmig genomik bilgiyi iceren
gesitli veri tabanlar farkh organizasyonlar tarafindan korunmaktadir ve internet

uzerinden erigilebilirdir.

Kullanigh bir algoritmaya iligkin bir érnek sirasiyla Altschul et al., Nuc. Acids Res.
25:3389-3402, 1977 ve Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410, 1990 yayinlarinda
aciklanan BLAST ve BLAST 2.0 algoritmalandir. BLAST analizleri gerceklestirmeye
yonelik yazilim Ulusal Biyoteknoloji Enfermasyon Merkezi aracilifiyla kamuya acgik
sekilde bulunabilir. Bu algoritma ilk olarak bir veri tabanindaki ayni uzunlukta bir kelime
ile hizalandigi zaman bazi pozitif degerli esik degeri skoruyla (T) gerek eslesen
gerekse bunu karsilayan, sorgu dizisinde kisa kelime uzunlugunun (W) tanimlanmasi
vasitasiyla yuksek skorlu sekans ciftlerini (HPS’ler) tanimlamayi igerir. T komsu kelime
skoru esik degeri olarak tanimlanmaktadir (yukarida gecen Altschul et al.). Bu ilk

komsu kelime isabetleri bunlan iceren daha uzun HSPleri bulmak icin arastirmalari
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baglatmaya yonelik temelleri olugturur. Kelime isabetleri kumulatif hizalama skoru
arttinlabildigi muddetge her bir sekans boyunca her iki dogrultuda genigletilebilir.
Kumulatif skorlar nukleotit sekanslar icin parametreleri (M) kullanarak hesaplanabilir
(bir eslesme kalintisi ¢ifti icin ©dul skoru; daima >0). Amino asit sekanslari igin
kumulatif skoru hesaplamak Uzere bir skorlama matrisi kullanilir. Her bir dogrultudaki
kelime isabetlerinin genisletilmesi: kumulatif hizalama skoru kendi maksimum erisilmis
degerinden X miktarinda geri kaldiginda; kimulatif skor bir veya daha fazla negatif
skorlamali kalinti hizalamasinin birikmesinden dolayi sifir veya altina indiginde veya
her iki sekansin ucuna erisildiginde gift tarafli olarak durdurulur. BLAST algoritmasi
parametreleri W, T ve X hizalamanin hassasiyetini ve hizini belirler. BLASTN programi
(nukleotit sekanslari icin) varsayilan olarak 11'lik bir kelime uzunlugunu (W), 10°luk bir
beklentiyi (E), M=5, N=4 ve her iki sarmala iligkin bir kargilagtirmayi kullanir. Amino
asit sekanslari icin BLASTP programi varsayilan olarak 3'luk bir kelime uzunlugunu ve
10°luk bir kelime uzunlugunu ve 50’lik bir BLOSUMG2 skorlama matrisi (bkz Henikoff
& Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915, 1989) hizalamasini (B), 10°luk bir
beklentiyi (E), M=5, N=-4 ve her iki sarmala iliskin bir karsilastirmayi kullanir.

BLAST algoritmasi ayrica iki sekans arasindaki benzerlige iligkin istatistiki bir analiz
gerceklestirir (bkz, orn, Karlin & Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873, 1993).
BLAST algoritmasi tarafindan saglanan benzerlige iliskin bir olgum iki nukleotit veya
amino asit sekansi arasindaki bir eslesmenin sans eseri meydana gelme olasiligina
iliskin bir gosterge saglayan en kuguk toplam olasiigidir (P(N)). Ornedin bir nukleik
asit eger en kuguk toplam olasihdi test nukleik asidi ile referans nukleik asitin bir
karsilastirmasinda yaklasik 0,2'den az, daha da tercih edilen sekliyle yaklasik 0,01'den
az ve en ¢ok tercih edilen sekliyle yaklasik 0,001'den az ise bir referans sekansa

benzer olarak degerlendirilir.

Protein ve nukleik asit sekans homolojileri Temel Lokal Hizalama Arastirma Araci
("BLAST™) kullanilarak degerlendirilebilir. Ozellikle bes spesifik BLAST programi

asagidaki gorevi gergeklestirmek icin kullanilir:

(1) BLASTP ve BLAST3 bir protein sekansi veri tabanina kargi bir amino asit orgu

sekansini kargilagtinr;

(2} BLASTN bir nukleotit sekansi veri tabanina karsi bir nukleotit sorgu sekansini

karsilagtirir;
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(3) BLASTX bir protein sekansi veri tabanina karsi bir sorgu nukleotit sekansinin (her

iki sarmal da) alt cerceveli yapisal translasyonel Urunlerini kargilagtirir;

(4) TBLASTN alti okuma cercevesinin tamaminda (her iki sarmal da) donusturulen bir

nukleotit sekansi veri tabanina karsi bir sorgu protein sekansini karsilastinir; ve

(5) TBLASTX bir nukleotit sekansi veri tabaninin alti cerceve translasyonuna karsi bir

nukleotit sorgu sekansinin alti cerceve translasyonlarini karsilagtirir.

BLAST programi bir sorgu amino veya nukleik asit sekansi ve tercih edilen sekliyle bir
protein veya nukleik asit sekansi veri tabanindan elde edilen bir test sekansi arasinda,
burada “yuksek skorlu segment ciftleri” olarak anilan benzer segmentleri tanimlayarak
homolog segmentleri tanimlar. Yuksek skorlu segment ciftleri tercih edilen sekliyle
bircogu teknikte bilinen bir skorlama matrisi aracihdiyla tammlanir (baska bir deyisle,
hizalanir). Tercih edilen sekliyle kullanilan skorlama matrisi BLOSUM6G2 matrisidir
(Gonnet et al., Science 256:1443-1445, 1992; Henikoff and Henikoff, Proteins 17:49-
61, 1993). Daha az tercih edilen sekliyle PAM veya PAM250 matrisleri kullanilabilir
(orn, bkz, Schwartz and Dayhoff, eds., 1978, Matrices for Detecting Distance
Relationships: Atlas of Protein Sequence and Structure, Washington: National
Biomedical Research Foundation). BLAST programlarina Birlesik Devletler Ulusal ilag

Kutuphanesi araciligiyla erigilebilir.

Yukaridaki algoritmalarla kullanilan parametreler sekans uzunlugu ve g¢ahisilan
homoloji derecesine bagh olarak uyarlanabilir. Parametreler kullanici talimatlari

olmadidinda algoritmalar tarafindan kullanilan varsayilan parametreler olabilir.

Bilgisayar sistemleri ve bilgisayar programi urunleri

Sekans ozdesliklerini, yapisal homoloijileri, motifleri ve benzerlerini in silico belirlemek
ve tanimlamak igcin bulusun bir nukleik asit veya polipeptit sekansi bir bilgisayar
tarafindan okunabilen ve degerlendirilebilen herhangi bir ortamda depolanabilir,

kaydedilebilir ve maniple edilebilir.

Burada kullanildi§i sekliyle “kaydedilmis” ve “depolanmis” kelimeleri bir bilgisayar
ortaminda bilginin depolanmasi igin bir isleme isaret etmektedir. Teknikte uzman bir
kKisi bulusun nukleik asit ve/veya polipeptit sekanslarinin birini veya daha fazlasini
iceren ureticiler olusturmak igcin bir bilgisayar tarafindan okunabilen ortama bilgiyi

kaydetmek igin bilinen herhangi bir yontemi kolaylikla uyarlayabilir.
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Patent hakki bildiriminin polipeptitleri bulugun ornek sekanslarini ve bununla buyuk
olgude o0zdes sekanslar ve dnceki sekanslarin herhangi birinin fragmanlarini igerir.
Buyuk olcude ozdes veya homolog polipeptit sekanslari bulusun bir ornek sekansiyla,
orn, bulusun bir polipeptit sekansiyla en az % 50, % 51, % 52, % 53, % 54, % 55, %
56, % 57, % 58, % 59, % 60, % 61, % 62, % 63, % 64, % 65, % 66, % 67, % 68, % 69,
%70, % 71, %72, %73, %74, %75, %76, %77, %78, % 79, % 80, % 81, % 82, %
83, % 84, % 85, % 86, % 87, % 88, % 89, % 90, % 921, % 92, % 93, % 94, % 95, % 96,
% 97, % 98, % 99 veya daha fazla veya tam (% 100) sekans dzdesligine sahip olan

bir polipeptit sekansini isaret eder.

Homoloji varsayilan parametrelere veya modifiye edilmis parametrelere sahip FASTA
surum 3.0t78 gibi burada acgiklanan bilgisayar programlarinin ve parametrelerin
herhangi biri kullanilarak belirlenebili. Homolog sekanslar burada agiklanan
prosedurlerin herhangi biri kullanilarak elde edilebilir veya bir sekanslama hatasinin
duzeltiminden kaynaklanabilir. Polipeptit fragmanlar bulusun polipeptitlerinin ve
bununla buyuk olcude 6zdes sekanslarin en az yaklasik G, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 veya daha fazla ardisik amino
asidini igerir. Bulugsun amino asit sekanslarinin ve bununla buyuk olgude 6zdes
sekanslarin polipeptit kodlarinin geleneksel tek karakterli formatta (Bkz Stryer, Lubert.
Biochemistry, 3rd Ed., W. H Freeman & Co., New York yayini i¢ kapak) veya bir
sekanstaki nukleotitlerin  0zdeslidini kaydeden baska herhangi bir formatta
gosterilebildigi takdir edilecektir.

Bulusun bir nukleik asit veya polipeptit sekansi bir bilgisayar tarafindan okunabilen ve
degerlendirilebilen herhangi bir ortamda depolanabilir, kaydedilebilir veya maniple

edilebilir.

Bilgisayar tarafindan okunabilen ortam manyetik olarak okunabilen ortami, optik olarak
okunabilen ortami, elektronik olarak okunabilen ortami ve manyetik/optik ortami igerir.
Ornedin bilgisayar tarafindan okunabilen ortam bir hard disk, bir disket, bir manyetik
bant, CD-ROM, Dijital Cok Yonlu Disk (DVD), Rastgele Erisimli Bellek (RAM) ve Salt
Okunur Bellek (ROM) ayni zamanda teknikte uzman kisilerce bilinen diger ortam turleri

olabilir.

Bilgisayar sistemleri burada aciklanan sekans bilgisini depolar ve maniple eder. Bir
bilgisayar sistemine (100) iliskin bir ornek Sekil 1'de blok diyagram seklinde
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gosteriimektedir. Burada kullanilch@r sekliyle “bir bilgisayar sistemi” bulusun bir nukleik
asit sekansinin bir nukleotit sekansin ve bununla buyuk élgude 6zdes sekanslari veya
bulusun amino asit sekanslarinda belirtilen bir polipeptit sekansini analiz etmek icin
donanim bilesenlerine, yazihm bilegenlerine ve veri depolama bilesenlerine isaret
eder. Bilgisayar sistemi (100) tipik olarak sekans verisini islemek, buna erismek ve
bunu maniple etmek icin bir islemci icerir. Islemci (105) érnedin International
Corporation’dan Pentium Il veya un, Motorola, Compaq, AMD veya International
Business Machines'den benzer bir islemci gibi ivi bilinen herhangi bir merkezi iglemci
birimi olabilir.

Tipik olarak bilgisayar sistemi (100) islemci (105) ve veriyi depolamak igin bir veya
daha fazla dahili veri depolama bileseni (100) ve veri depolama bileseninde depolanan
veriyi cekmek icin bir veya daha fazla veri ¢ekme cihazi igeren genel amach bir
sistemdir. Teknikte uzman bir kisi halihazirda bulunan bilgisayar sistemlerin herhangi
birinin uygun oldugunu takdir edecektir.

Bilgisayar sistemi (100) bir ana bellee (115) (tercih edilen sekliyle RAM olarak
uygulanmustir) ve bir sabit suruicu gibi bir veya daha fazla dahili veri depolama cihazina
(110) veya Uzerine kaydedilmis veriye sahip olan baska bir bilgisayar tarafindan
okunabilen ortama baglanan bir veri yoluna bagh bir igslemci (105) icerebilir. Bilgisayar
sistemi (100) ayrica dahili veri depolama cihazinda (110) depolanan verileri okumak
icin bir veya daha fazla veri gekme cihazi (118) icerehbilir.

Veri cekme cihazi (118) 6rnedin, bir disketi, bir kompakt disk surucusunu, bir manyetik
bantl surucuyu veya uzak bir veri depolama sistemine (6rn, internet araciliiyla)
baglanti kurabilen bir modemi, vs. temsi edebilir. Dahili veri depolama cihazi (100} bir
disket, bir kompakt disk, bir manyetik bant, vs. gibi kontrol mantigini ve/veya Uzerine
kayith veriyi iceren gikartilabilir bir bilgisayar tarafindan okunabilen ortam olabilir.
Bilgisayar sistemi (100) avantajli olarak kontrol mantigini vefveya veri cekme cihazina
takildiktan sonra veri depolama bileseninden veriyi okumak igcin uygun yazilim

aracihidiyla programlanabilir.

Bilgisayar sistemi (100) bir bilgisayar kullanicisina ¢iktiyr goruntulemek igin bir ekran
(120) icerir. Ayrica bilgisayar sisteminin (100) bilgisayar sistemine (100) merkezi erisim
saglamak igin bir agdaki veya genis alan agindaki diger bilgisayar sistemlerine (12a-c)
bagh olabildigi not edilmelidir.
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Bulusun bir nukleik asit sekansinin nukleotit sekanslarina ve bununla buyuk dlgude
ozdes sekansa veya bulusun bir polipeptit sekansina veya bununla buyuk dlgude
o0zdes sekanslara erisim ve bunlan islemek icin yazilm (arastirma araglari,
karsilagtirma araclari ve modelleme araglar, vs. gibi) cikartma sirasinda ana bellekte
(115) bulunabilir.

Bilgisayar sistemi (100) ayrica bir bilgisayar tarafindan okunabilen ortamda depolanan
bulusun bir nukleik asit sekansini ve bununla buyuk olcude ozdes sekanslari veya
bulusun bir polipeptit sekansint ve bununla buyuk olcude 6zdes sekanslari bilgisayar
tarafindan okunabilen bir ortamda depolanan bir referans nukleotit veya polipeptit
sekansiyla (sekanslariyla) karsilastirmak icin bir sekans karsilastirma algoritmasi
icerebilir. Bir “sekans karsilagtirma algoritmasi” bir nukleotit sekansini bir veri
depolama aracinda depolanan diger nukleotit sekanslan ve/veya bilesikleriyle
karsilastirmak igin bilgisayar sistemine (100) {lokal veya uzaktan)} uygulanan bir veya
daha fazla programi isaret eder. Ornegin sekans karsilagtirma algoritmasi homolojileri
ve yapisal motifleri tamimlamak icin bir bilgisayar tarafindan okunabilen ortamda
depolanan bulusun bir nukleik asit sekansinin ve bununla blUyuk olgude 6zdes
sekanslarinin nukleotit sekanslarini veya bulusun bir polipeptit sekansini ve bununla
buyuk olcude 6zdes sekanslar bilgisayar tarafindan okunabilen bir ortamda depolanan

sekanslarla karsilastirmak icin bir sekans karsgilastirma algoritmasi icerebilir.

Sekil 2, yeni sekans ve veri tabanindaki sekanslar arasindaki homoloji seviyelerini
belirlemek Uzere yeni bir nukleotiti veya protein sekansini bir sekans veri taban ile
karsilagtirmak icin bir isleme (200) iliskin bir yonu gosteren bir akis diyagramidir.
Sekanslarin veri tabanm bilgisayar sisteminde depolanan 6zel bir veri tabani veya

Internet Uizerinden bulunabilen GENBANK gibi kamusal bir veri tabani olabilir.

Islem (200) bir baglangig durumunda (201) baslar ve daha sonra kargilastirilacak yeni
sekansin bir bilgisayar sistemindeki (100) bir bellege depolandidi bir duruma (202)
ilerler. Yukarida tartisildidi sekliyle bellek RAM veya bir dahili depolama cihazi dahil

olmak Uzere herhangi bir bellek turl olabilir.

Islem (200) daha sonra bir sekans veri tabaninin analiz ve karsilastirma icin agildigi
bir duruma (204) ilerler. Islem (200) daha sonra veri tabaninda depolanan birinci
sekansin bilgisayar Uzerindeki bir bellege yazildigi bir duruma (2086) ilerler. Daha sonra
birinci sekansin ikinci sekansla ayni olup clmadigini belirlemek igcin bir durumda (210)
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bir karsilastirma gerceklestirilir. Bu adimin yeni sekans ve veri tabanindaki birinci
sekans arasinda tam bir karsilastirma gergeklestirmekle kisith olmadigim not etmek
onemlidir. Ozdes olmasalar bile iki nukleotiti veya protein sekansini karsilastirmak icin
iyi bilinen yontemler teknikte uzman kisilerce bilinmektedir. Ornegin test edilen iki
sekans arasindaki homoloji seviyesini arttirmak igin bir sekansa acikliklar dahil
edilebilir. Acikliklarin veya diger ozelliklerin kargilastirma sirasinda bir sekansa dahil
edilip edilmeyecegini kontrol eden parametreler normalde bilgisayar sisteminin

kullanicisi tarafindan girilir.

Iki sekansa iliskin bir kargilastirma durumda (210) gergeklestirildikten sonra iki
sekansin ayni olup olmadigina dair bir belirleme bir karar durumunda (210) yapilir.
Elbette “ayni” terimi kesin olarak 6zdes olan sekanslarla sinirli degildir. Kullanici
tarafindan girilen homoloji parametreleri icinde olan sekanslar islemde (200) “ayni”

olarak isaretlenecektir.

Eger iki sekansin ayni olduguna dair bir belirleme yapilirsa islem (200) veri tabanindan
sekansin isminin kullaniciya gorundugu bir duruma (214) ilerler. Bu durum kullaniciy
goruntulenen isme sahip sekansin girilen homoloji kisitini yerine getirdigini bildirir.
Depolanan sekansin ismi kullaniciya gosterildikten sonra islem (200) veri tabaninda
daha fazla sekansin bulunup bulunmadigina dair bir belirlemenin yapildidi bir karar
durumuna (218) ilerler. Eger veri tabaninda daha fazla sekans yoksa islem (200) bir
son durumda (220) sonlanir. Ancak eder veri tabaninda daha fazla sekans mevcutsa
o zaman igslem (200) veni sekansla karsilastirilabilmesi icin bir isaretginin veri
tabanindaki sonraki sekansa ilerledigi bir duruma (224 ) ilerler. Bu sekilde yeni sekans

veri tabanindaki her sekansla hizalanir ve kargilastirilir.

Eger karar durumunda (212) sekanslarin homolog olmadigina iligkin bir belirleme
yapilmis olursa 0 zaman islemin (200) herhangi baska bir sekansin karsilastirma igin
veri tabaninda bulunup bulunmadigini belirlemek igin hemen kadar durumuna (218)

ilerleyecedi not edilmelidir.

Bir bilgisayar sistemi bir islemci, bulusun bir nukleik asit sekansinin ve bununla buyuk
olgude dzdes sekanslarin veya bulusun bir polipeptit sekansinin ve bununla buyuk
olgude 6zdes sekanslarin depolanmis oldugu bir veri depolama cihazi, veya bulusun
bir nukleik asit sekansiyla karsilastirilacak referans nukleotit sekanslarinin veya
polinukleotit sekanslarinin veya bulugun bir polipeptit sekansinin ve bununla buyuk
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olgude 0zdes sekanslarin ve kargilastirmayr gerceklestirmek icin bir sekans
karsilagtincisinin geri alinabilir sekilde depolandigi bir veri depolama cihazi igerir.
Sekans karsilastiricisi karsilastirilan sekanslar arasinda bir homoloji seviyesi
belirtebilir veya yukarida acgiklanan bulugsun nukleik asit sekanslarinin ve bunlarla
buyuk olcude 0zdes sekanslarin nukleik asit kodunda veya bulusun polipeptit
sekansinda ve bununla buyuk dlcude 0zdes sekanslarda yapisal motifler tanimlayabilir
veya bu nukleik asit kodlari ve polipeptit kodlanyla karsilastinlan sekanslarda yapisal
motifler tanimlayabilir. Veri depolama cihazi bulusun nukleik asitlerinin en az 2, 5, 10,
15, 20, 25, 30 veya 40 veya daha fazlasinin sekanslarini ve bunlarla buyuk olgude
ozdes sekanslari veya bulusun polipeptit sekanslarini veya bununla buyuk olgude

0zdes sekanslan depolayabilir.

Bulusun bir nukleik asit sekansi ve bununla buyuk oOlgude 0zdes sekanslar veya
bulusun bir polipeptit sekansi ve bununla buyuk olgude 6zdes sekanslar ve bir referans
nukleotit sekansi arasindaki homoloji seviyesini belirlemeye yonelik bir ydontem nukleik
asit kodunun veya polipeptit kodunun ve referans nukleotitin veya polipeptit sekansinin
homoloji seviyelerini belirleyen bir bilgisayar programi kullamimi aracihdiyla
belirlenmesini ve nukleik asit kodu veya polipeptit kodu ve referans nukleotit veya
polipeptit sekansi arasindaki homolojinin bilgisayar programi ile belirlenmesini icerir.
Bilgisayar programi homoloji seviyelerini belirlemeye yonelik bir dizi bilgisayar
programinin herhangi birisi olabilmekte olup, burada ozellikle belirtilenleri (orn,
varsayilan parametrelerle veya herhangi bir modifiye edilmis parametrelerle
BLAST2N). Yontem yukarida agiklanan bilgisayar sistemleri kullanilarak uygulanabilir.
Yontem ayrica bulusun yukarida agiklanan nukleik asit sekanslarinin veya bulusun
polipeptit sekanslarinin en az 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30 veya 40 veya daha fazlasinin
bilgisayar programi kullanimi araciiiyla okunmasi ve nukleik asit kodlari veya
polipeptit kodlarn ve referans nukleotit sekanslari veya polipeptit sekanslari arasindaki

homolgjinin belirlenmesi vasitasiyla gerceklestirilebilir.

Sekil 3, iki sekansin homolog olup olmadidini belirlemek igin bir bilgisayardaki bir
isleme (250) iligkin bir yonu gosteren bir akis diyagramidir. islem (250) bir baslangi¢
durumunda (252) baslar ve daha sonra karsilastirilacak bir birinci sekansin bir bellekte
depolandigi bir duruma (254) ilerler. Karsilastinlacak ikinci sekans daha sonraki bir
durumda (256) bir bellekte depolanir. islem (250) daha sonra birinci sekanstaki birinci
karakterin okundugu bir duruma (260) ilerler ve daha sonra ikinci sekansin biringi
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karakterinin okundugu bir duruma (262) ilerler. Eger sekans bir nukleotit sekansi ise o
zaman karakterin normalde gerek A, T, C, G gerekse U olacadi anlasiimahdir. Eger
sekans bir protein sekansi ise 0 zaman tercih edilen sekliyle tek harfli amino asit kodu

seklindedir boylece birinci ve ikinci sekanslar kolaylikla karsilastirabilir.

Daha sonra bir karar durumunda (264) iki karakterin ayni olup olmadigina dair bir
belirleme yapilir. Eger bunlar ayni ise o zaman islem (250) birinci ve ikinci
sekanslardaki sonraki karakterlerin okundudiu bir duruma (268) ilerler. Daha sonra
sonraki karakterlerin ayni olup oclmadigina dair bir belirleme yapilir. E§er oyleyse o
zaman iglem (250) iki karakter ayni olmayana kadar bu donguylu devam ettirir. Eger
sonraki iki karakterin ayni olmadigina dair bir belileme yapilirsa iglem (250) her iki
sekansin okunacak herhangi bagka bir karakterinin olup olmadigini belirlemek igin bir

karar durumuna (274) ilerler.

Eder okunacak herhangi baska karakter yoksa o zaman islem (250) birinci ve ikinci
sekanslar arasindaki homoloji seviyesinin kullaniciya gosterildigi bir duruma (276)
ilerler. Homoloiji seviyesi birinci sekanstaki sekanslarin toplam sayisi disinda ayni olan
sekanslar arasinda karakterlerin oraninin  hesaplanmasi vasitasiyla belirlenir.
Dolayisiyla eger bir birinci 100 nukleotit sekansindaki her bir karakter bir ikinci

sekanstaki her bir karakterle hizali ise homoloiji seviyesi % 100 olacaktir.

Alternatif olarak bilgisayar programi bulusun bir nukleik asit sekansinin nukleik asit
kodunun ve bununla buyuk dlgude dzdes sekanslarnn bir veya daha fazla pozisyonda
bir referans nukleik asit sekansindan farkh olup olmadigini belirlemek i¢in bulusta
belirtildigi gibi bir nukleotit sekansinin nukleotit sekanslarinin bir veya daha fazla
referans nukleotit sekansi ile karsilastiran bir program olabilir. Bu tur bir program gerek
referans polinukleotitin sekansina gerekse bulusun bir nukleik asit sekansina ve
bununla buylk olgude 0zdes sekanslara gore eklenmis, silinmis veya ornatiimig
nukleotitlerin uzunlugunu ve 6zdesligini kaydeder. Bilgisayar programi bulusun bir
nukleik asit sekansinin ve bununla buyuk dlgude 6zdes sekanslarin bir referans
nukleotit sekansina gore bir tekli nukleotit polimorfizmi (SNP) igerip icermedigini

belirleyen bir program olabilir.

Bulusun bir nukleik asit sekansinin ve bununla buyuk odlgiide 0zdes sekanslann bir
veya daha fazla nukleotitte bir referans nukleotit sekansindan farkli olup olmadigini

belirlemeye yonelik bir yontem nukleik asit kodunun ve referans nukleotit sekansinin
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nukleik asit sekanslarn arasindaki farklari belirleyen bir bilgisayar programinin kullanimi
araciligiyla belirlenmesi ve nukleik asit kodu ve referans nukleotit sekansi arasindaki
farklarin bilgisayar programi ile tanimlanmasi adimlarini icerir. Bilgisayar programi tekli
nukleotit polimorfizmini tanimlayan bir program olabilir. Yontem yukarida agiklanan
bilgisayar sistemleri ve Sekil 3'te gosterilen yontem kullanilarak uygulanabilir. Yontem
ayrica bulusun nukleik asit sekanslarinin ve bununla buyuk ¢olgude 6zdes sekanslarin
en az 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30 veya 40 veya daha fazlasinin ve referans nukleotit
sekanslarinin bilgisayar programinin kullanimi aracihdiyla okunmasi ve nukleik asit
kodu ve referans nukleotit sekanslan arasindaki farklarin bilgisayar programi ile

tanimlanmasi vasitasiyla gerceklestirilebilir.

Bilgisayara dayali sistem ayrica bulusun bir nukleik asit sekansi veya bulusun bir
polipeptit sekansi ve bunlarla buyuk olgude 0zdes sekanslar icindeki ozellikleri

tanimlamak icin bir tanimlayici icerebilir.

Bir “tanimlayici” bulusun bir nukleik asit sekansi ve bununla buyuk olgude dzdes
sekanslar veya bulusun bir polipeptit sekansi ve bununla buyuk olcude 6zdes
sekanslar icindeki belirli dzellikleri tanimlayan bir veya daha fazla programa isaret
eder. Tanimlayici bulusun bir nukleik asit sekansinda ve bununla buyuk ¢lcude 6zdes

sekanslarda acik bir okuma cercevesi tanimlayan bir program icerebilir.

Sekil 4, bir sekansta bir 0zelligin mevcudiyetini tespit etmek icin bir tanimlayici islemin
(300) bir yonunl gosteren bir akis diyagramidir. Islem (300) bir baglangi¢c durumunda
(302) baslar ve daha sonra ozellikler icin kontrol edilecek bir birinci sekansin bilgisayar
sistemindeki (100) bir bellekte {115) depolandigi bir duruma (304) ilerler. Islem (300)
daha sonra bir sekans veri tabani 6zelliginin agildigi bir duruma (306) ilerler. Bu tur bir
veri tabani ozelligin isminin yani sira her bir ozelligin niteliine iliskin bir liste icerir.
Ornegdin bir ozellik ismi “Baglatma Kodunu™ olabilir ve nitelik “ATG” olabilir. Bagka bir
ornek ozellik isminin "TAATAA kutusu” olmasi ve odzellik niteliginin “"TAATAA’
olmasidir. Bu tur bir veri tabanina iliskin bir ornek Wisconsin Universitesi Genetics
Computer Group tarafindan uretilmistir. Alternatif olarak ozellikler alfa helisler, beta
tabakalar gibi yapisal polipeptit motifleri veya enzimatik aktif alanlar, heliks-donus-
heliks motifleri gibi fonksiyonel polipeptit motifler veya teknikte uzman kisilerce bilinen

diger motifler olabilir.
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Ozelliklere iligkin veri tabani durumda (306) agildiktan sonra islem (300) birinci 6zelligin
veri tabanindan okundugu bir duruma (308) ilerler. Birinci ozelligin niteligi ile birinci
sekansin bir karsilastirmasi bundan sonraki bir durumda (310) yapihr. Daha sonra
ozelligin niteliginin birinci sekansta bulunup bulunmadigina dair bir belirleme bir karar
durumunda (316} yapilir. Eger nitelik bulunursa o zaman islem (300) bulunan ozelligin
isminin kullaniciya gosterildigi bir duruma (318) ilerler.

Islem (300) daha sonra ozelliklerin veri tabaninda bulunup bulunmadigina dair bir
belirlemenin yapildidi bir karar durumuna (320) ilerler. Eger daha fazla ozellik mevcut
degilse o zaman iglem (300) bir son durumda (324} sonlandirihr. Ancak eger veri
tabaninda daha fazla 6zellik mevcut ise o zaman islem (300) bir durumda (326) sonraki
sekans ozelligini okur ve sonraki 0zelligin birinci sekansla karsilastinldigi duruma (310)
geri doner. Eger karar durumunda (316) birinci sekansta 6zellik niteligi bulunmazsa
islemin (300) veri tabaninda herhangi baska bir 6zellik olup olmadigini belirlemek igin
dodrudan karar durumuna (320) ilerledidi not edilmelidir.

Bulusun bir nukleik asit sekansi ve bununla buyuk olgude ozdes sekanslar veya
bulusun bir polipeptit sekansi ve bununla buyuk olgude 6zdes sekanslar icindeki bir
ozellijin tanimlanmasina iligkin yontem nukleik asit kodunun (kodlarinin) veya
polipeptit kodunun (kodlarinin) buradaki ozellikleri tanimlayan bir bilgisayar
programinin kullanimi aracihgiyla okunmasini ve nukleik asit kodu (kodlari) igindeki
ozelliklerin bilgisayar programu ile tanimlanmasini icerir. Bilgisayar programi agik
okuma cercevelerini tamimlayan bir bilgisayar programi icerir. Yontem ayrica bulugun
nukleik asit sekanslarinin ve bununla buyuk olgude 6zdes sekanslarin veya bulusun
polipeptit sekanslarinin ve bununla buyuk dlgude 6zdes sekanslarin tek bir sekansinin
veyaenaz?2, 5,10, 15, 20, 25, 30 veya 40 veya daha fazlasinin bilgisayar programinin
kullanimi araciliiyla okunmasi ve nukleik asit kodlar veya polipeptit kodlar icindeki
ozelliklerin bilgisayar programi ile tanimlanmasi vasitasiyla gerceklestirilebilir.

Bulusun bir nukleik asit sekansi ve bununla buyuk olgciude ozdes sekanslar veya
bulusun bir polipeptit sekansi ve bununla bluyuk olgcude 6zdes sekanslar cesitli
formatlarda cesitli veri islemcilerinde depolanabilir ve maniple edilebilir. Ornegin
bulusun bir nukleik asit sekansi ve bunun buyuk dlgude 6zdes sekanslari veya bulusun
bir polipeptit sekansi ve bunun buyluk olcude o0zdes sekanslar Microsoft WORD™
veya WORDPERFECT™ gibi bir kelime isleme dosyasinda bir metin olarak veya
teknikte uzman kisilerin agina oldugu DB2™ SYBASE™ veya ORACLE™ gibi cesitli
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veri tabani programlarinda bir ASCIl dosyasi olarak depolanabilir. Ek olarak birgok
bilgisayar programi ve veri tabani bulugsun bir nukleik asit sekansi ve bununla buyuk
olcude ozdes sekanslarla veya bulusun polipeptit sekansi ve bununla buyuk olgude
ozdes sekanslarla karsilastirilacak referans nukleotit sekanslarinin veya polipeptit
sekanslarinin sekans karsilastirma algoritmalar, tanimlayicilan veya kaynaklari olarak
kullanilabilir. Asagdidaki listenin bulusu kisitlamasi degil bulusun bir nukleik asit sekansi
ve bununla buyulk dlcude 6zdes sekanslar veya bulusun polipeptit sekansi ve bununla
buyuk olcude ozdes sekanslar ile kullanish olan programlar ve veri tabanlari igin

kilavuz saglamasi amaclanmaktadir.

Kullanilabilen programlar ve veri tabanlari sunlari icerir ancak bunlarla sinirli degildir:
MacPattern (EMBL), DiscoveryBase (Molecular Applications Group), GeneMine
(Molecular Applications Group), Look (Molecular Applications Group), MaclLook
(Molecular Applications Group), BLAST ve BLAST2 (NCBI), BLASTN ve BLASTX
(Altschul et al, J. Mol. Biol. 215: 403, 1990), FASTA (Pearson and Lipman, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 85: 2444, 1988), FASTDB (Brutlag et al. Comp. App. Biosci. 6:237-
245, 19980), Catalyst (Molecular Simulations Inc.}), Catalyst/SHAPE (Molecular
Simulations Inc.), Cerius2.DBAccess (Molecular Simulations Inc.), HypoGen
(Molecular Simulations Inc.), Insight Il, (Molecular Simulations Inc.), Discover
(Molecular Simulations Inc.), CHARMmM (Molecular Simulations Inc.), Felix {(Molecular
Simulations Inc.), DelPhi, (Molecular Simulations Inc.), QuanteMM, (Molecular
Simulations Inc.), Homology (Molecular Simulations Inc.), Modeler (Molecular
Simulations Inc.}, ISIS (Molecular Simulations Inc.), Quanta/Protein Design (Molecular
Simulations Inc.), WeblLab (Molecular Simulations Inc.), WeblLab Diversity Explorer
(Molecular Simulations Inc.), Gene Explorer (Molecular Simulations Inc.), SeqFold
(Molecular Simulations Inc.), MDL mevcut Kimyasal Rehber veri tabani, MDL llag
Verisi Raporu veri tabani, Kapsamli Tibbi Kimya veri tabani, Derwents Dunya llac
Indeksi veri tabani, BioByteMasterFile veri tabani, Genbank veri tabani ve Genseqn
veri tabani. Mevcut patent hakki bildirimi goz onune alindiginda bagka birgcok program

ve veri tabani teknikte uzman Kisi icin agik olacaktir.

Yukaridaki programlar kullanilarak tespit edilebilen motifler [osin fermuarlarini
kodlayan sekanslari, heliks-donus-heliks motiflerini, glikosilasyon alanlarini, unikutin
ekleme alanlarini, alfa helisleri ve beta tabakalarini, kodlanmig proteinlerin
sekresyonunu yonlendiren sinyal peptitlerini  kodlayan sinyal sekanslarini,
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homeokutular gibi transkripsiyon regulasyonunda uygulanan sekanslarn, asidik
gergileri, enzimatik aktif alanlar, substrat baglama alanlarini ve enzimatik klevaj

alanlarini icerir.

Nukleik asitlerin hibridizasyonu

Patent hakki bildirimi bulusun ornek bir sekansi igin zorlayici kosullar altinda
hibritlenen izole edilmis, sentetik veya rekombinant nukleik asit saglar. Zorlayici
kosullar son derece zorlayici kosullar, orta dereceli zorlayici kosullar ve/veya dusuk
zorlayici kosullar olabilmekte olup, burada aciklanan yuksek ve dusuk zorlayicilik

kosullarini igerir.

Zorlayici kosullar altinda hibritlenme kabiliyeti ile tanimlanan nukleik asitler bulugun
nukleik asidinin yaklasik bes kalintisi ve tam uzunlugu arasinda olabilir, 0rn, uzunlukga
en az yaklasgik 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 90, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000
veya daha fazla kalinti olabilir. Tam uzunluktan daha kisa nukleik asitler ayrica dabhil
edilmektedir. Bu nukleik asitler orn, hibridizasyon problari, etiketleme problan, PCR
oligonukleotit problari, iRNA (tek veya ¢ift sarmalli), antisens veya antikor baglama
peptitlerini kodlayan sekanslar (epitoplar), motifler, aktif alanlar ve benzerleri olarak

faydal olabilir.

Nukleik asitler yaklagik 37 T ila 42 C'de yakla sik % 50 formamid kosullarn iceren
yuksek zorlayicilik altinda hibritlenme kabiliyetleri veya yaklagik 30 T ila 35 Trde
yaklasik % 35 ila % 25 kosullarini iceren indirgenmisg zorlayicihk altinda hibritlenme
kabiliyetleri araciigiyla tanimlanabilir.

Alternatif olarak nukleik asitler % 50 formamid, 5X SSPE, % 0,2 SDS ve cot-1 veya
somon sperm DNA’si gibi bir nukleik asit bloke eden tekrarli sekans (orn, 200 n/ml
parcalanmis ve denature somon sperm DNA'si) iceren yuksek zorlayicihik altinda
hibritlenme kabiliyetleri araciigiyla tanimlanir. Nukleik asitler 35C’lik indirgenmis bir
sicaklikta % 35 formamid iceren indirgenmis zorlayici kosullar altinda hibritienme

kabiliyetleri vasitasiyla tanimlanabilir.

Nukleik asit hibridizasyon reaksiyonlarinda belirli bir zorlayicilik seviyesine erismek igin
kullanilan kosullar hibritlenen nukleik asitlerin dodasina bagl olarak degisiklik
gosterecektir. Ornegin nukleik asitlerin hibritleme bolgelerinin uzunlugu, tamamlayicilik

derecesi, nukleotit sekansi bilesimi (orn, GC v. AT icerigi} ve nukleik asit turu (orn, RNA
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v. DNA} hibridizasyon kosullarinin  segiminde degerlendirilebilir. llave bir
dederlendirme nukleik asitlerin birinin érnedin bir filtre uzerinde hareketsiz hale getirilip
getiriimedigidir.

Hibridizasyon dusuk zorlayicilhk, orta dereceli zorlayicilik veya yuksek zorlayicilik
kosullan altinda gerceklestirilebilir. Nukleik asit hibridizasyonuna iliskin bir ornek olarak
immobilize denature nukleik asitler iceren bir polimer membrani ilk énce 0,9 M NaCl,
50 mM NaH2POs, pH 7.0, 5,0 mM NazEDTA, % 0,5 SDS, 10X Denhardt’s ve 0,5 mg/ml
poliriboadenilik asitten olusan bir solusyonda 45 T:de 30 dakika boyunca éncede n
hibritlenir. Yaklasik olarak 2 X 107 cpm (spesifik aktivite 4-9 X 108 cpm/ug) 3°P ug
etiketli oligonukleotit prob daha sonra solusyona eklenir. 12-16 saat inkubasyonun
ardindan membran % 0,2 SDS iceren 1X SET (150 mM NacCl, 20 mM Tris hidroklorur,
pH 7.8, 1 mM NazEDTA) icinde oda sicakliinda 30 dakika boyunca yikanir, ardindan
oligonukleotit probu igin taze Tm-10 T'de taze 1X SET icinde 30 dakikalik bir yikam a
gelir. Daha sonra membran hibridizasyon sinyalinin tespiti icin otoradyografik filme

maruz birakilir.

Yukaridaki hibridizasyonlarin tamaminin yuksek zorlayicilik kosullar altinda oldugu
dusunulmelidir.

Hibridizasyonu takiben bir filtre spesifik olarak baglanmamis tespit edilebilir herhangi
bir probu uzaklastirmak igin yikanabilir. Filtreleri yikamak icin kullanilan zorlayicilik
aynica hibritlenmekte olan nukleik asitlerin yapisina, hibritlenmekte olan nukleik
asitlerin uzunluguna, tamamlayicilik derecesi, nukleotit sekansi bilesimine (6rn, GC v.
AT igerigi) ve nukleik asit turine (orn, RNA v. DNA) bagli olarak degisebilir. Artan
sekilde yuksek zorlayicilik kosullarina iliskin ornekler asagidaki gibidir. Oda
sicakhginda 15 dakika boyunca 2X SSC, % 0,1 SDS (dusuk zorlayicilik), oda
sicakliginda 30 dakika ila 1 saat boyunca 0.1X SSC, % 0,5 SDS (orta derecel
zorlayicilik); hibridizasyon sicakligr ve 68 T arasinda15 ila 30 dakika boyunca 0.1X
SS8C, % 0,5 SDS (yuksek zorlayicilik) ve 72 T'de 15 dakika boyunca 0,15M NaCl (¢ok
yuksek zorlayicihk). Son dusuk zorlayici yikama oda sicakh§inda 0.1X SSC'de
gerceklestirilebilir. Yukaridaki érnekler sadece filtreleri yikamak igin kullanilabilen bir
kosul dizisinin acgiklayicisidir. Teknikte uzman bir kisi farkh zorlayici yikamalar igin

cesitli tarifler oldugunu bilecektir. Bazi ornekler asagida verilmistir.
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Proba hibritlenmis olan nukleik asitler otoradyografi veya dider geleneksel teknikler

aracih@iyla tammlanir.

Yukaridaki prosedur prob sekansiyla azalan homoloji seviyelerine sahip olan nukleik
asitleri tanimlamak icin modifiye edilebilir. Ornegin tespit edilebilir prob ile azalan
homolojisi olan nukleik asitler elde etmek icin daha az zorlayici kosullar kullanilabilir.
Ornegin hibridizasyon sicakligi yaklasik olarak 1M'lik bir Na+ konsantrasyonuna sahip
olan bir hibridizasyon tamponunda 5 T’lik azali slara 68 T’den 42 T'ye du surulebilir.
Hibridizasyonu takiben filtre hibridizasyon sicakhdinda 2X SSC, % 0,5 SDS ile
yikanabilir. Bu kosullar 50 T'nin ustunde “orta dereceli” ko sullar ve 50 T'nin altinda
“‘dustk” kosullar olarak degerlendirilir. “Orta dereceli” hibridizasyon kosullarina iligkin
spesifik bir ornek hibridizasyon 55 T'de gercekle stirildigi zaman olur. “Dusuk
zorlayicilikh” hibridizasyon kosullarina iligkin spesifik bir ornek hibridizasyon 45 CT'de

gergeklestirildigi zaman olur.

Alternatif olarak hibridizasyon 42 Tlik bir sicak hkta formamid iceren, 6X SSC gibi
tamponlarda gerceklestirilebilir. Bu durumda hibridizasyon tamponundaki formamidin
konsantrasyonu probla azalan homoloji seviyelerine sahip olan klonlari tanimlamak
icin % 5lik azalislarla % 50'den % 0’a dusurulebilir. Hibridizasyonu takiben filtre 50
T'de 6X SSC, % 0,5 SDS ile yikanabilir. Bu ko sullar % 25:in ustunde formamidde “orta
dereceli” kosullar ve % 25'in altinda formamidde “dusuk” kosullar olarak dederlendirilir.
“Orta dereceli” hibridizasyon kosgullarina iliskin spesifik bir ornek hibridizasyon % 30
formamidde gerceklestirildigi zaman olur. “Dusuk zorlayicihkl” hibridizasyon
kosullarina iligkin spesifik bir drnek hibridizasyon % 10 formamidde gergeklestirildidi

zaman olur.

Ancak bir hibridizasyon formatinin secimi kritik degildir - bir nukleik asidin ilgilenilen
olup olmadigini belirleyen kosullari beliten yikama kosullarinin  zorlayicihgidir.
Bulusun kapsami icindeki nukleik asitleri tanimlamak igin kullanilan yikama kosullari
orn, pH 7'de ve en az yaklasik 50 T veya yaklasik 55 T ila yakla sik 60 T’lik bir
sicaklikta yaklasik 0,02 molarlik bir tuz konsantrasyonunu veya 72 °C'de yaklasik 15
dakika boyunca yaklasik 0,15 M NaCPllik bir tuz konsantrasyonunu veya en az yaklasik
50 T veya yaklasik 55 T ila yaklasik 60 T'de yaklasik 15 ila yaklagik 20 dakika
boyunca yaklasik 0.2X SSClik bir tuz konsantrasyonunu igerir veya hibridizasyon
kompleksi oda sicakhginda 15 dakika boyunca % 0,1 SDS igceren yaklagik 2X SSClik
ir tuz konsantrasyonu ile iki kere yikanir ve daha sonra 68 T'de 15 dakika boyunca
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veya esdeger kosullarda % 0,1 SDS igeren 0.1X SSC ile iki kere yikanir. SSC tamponu
ve es deger kosullara iligkin bir agiklama igin bkz, Tijssen ve Ausubel.

Onceki yontemler bulusun sekanslarinin birisi ve bununla blyuk olcude odzdes
sekanslar veya en az yaklasik 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300,
400 veya 500 ardisik baz iceren fragmanlar ve bunlara tamamlayici sekanslardan
olusan gruptan secilen bir nukleik asitle en az yaklasik % 97, en az % 95, en az % 90,
en az % 85, en az % 80, en az % 75, en az % 70, en az % 65, en az % 60, en az %
55 veya en az % 50 homolojisi olan bir sekansa sahip olan nukleik asitleri izole etmek
igin kullanilabilir. Homoloji hizalama algoritmasi kullanilarak olgulebilir. Ornegin
homolog polinukleotitler burada agiklanan kodlama sekanslarinin birinin dogal olarak
meydana gelen alelik varyanti olan bir kodlama sekansina sahip olabilir. Bu alelik
varyantlar bulusun nukleik asitleriyle veya bunlara tamamlayici sekanslarla
karsilastinidiginda bir veya daha fazla nukleotitin bir ornatimina, silinmesine veya
eklemesine sahip olabilir.

Ek olarak yukaridaki prosedurler bir sekans hizalama algoritmasi kullamlarak
belirlendigi sekilde (orn, varsayilan parametrelere sahip FASTA surum 3.0t78
algoritmasi} bulusun sekanslarinin birisi ve bununla buyuk olcude o6zdes sekanslar
veya en az yaklasik 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400 veya
500 ardisik baz igeren ve bunlara tamamlayici sekanslardan olusan gruptan secilen
bir nuikleik asitle en az yaklasik % 97, en az % 95, en az % 90, en az % 85, en az %
80, en az % 75, en az % 70, en az % 65, en az % 60, en az % 55 veya en az % 50
homolojiye sahip olan polipeptitleri kodlayan nukleik asitleri izole etmek igin

kullanilabilir.

Qligonukleotit problari ve bunlari kullanma yontemleri

Nukleik asit problan orn, bir ksilanaz aktivitesine sahip olan bir polipeptiti kodlayan
nukleik asitleri veya bunlarin fragmanlarini tanimlamak igin veya ksilanaz genlerini
tanimlamak icin kullanilabilir. Prob bulugun nukleik asidinin en az 10 ardisik bazin
icerebilir. Alternatif olarak bir prob bulusun bir nukleik asidinde belirtilen bir sekansin
en az yaklasik 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 150 veya yaklasik 10 ila 50,
yaklagik 20 ila 60 yaklasik 30 ila 70 ardigik bazini igerebilir. Problar baglama ve/veya
hibridizasyon araciligiyla bir nukleik asit tanimlar. Problar asagidaki gibi orn, kapiler
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diziler dahil olmak Uzere diziler seklinde kullanilabilir. Problar ayrica dider nukleik
asitleri veya polipeptitleri izole etmek icin kullanmlabilir.

Bu problar bir toprak érnedi gibi bir biyolojik ornegin bulusun bir nukleik asit sekansina
sahip olan bir organizmay! veya nukleik asidin elde edildidi bir organizmay: igerip
icermedigini belirlemek icin kullamlabilir. Bu prosedurlerde nukleik asidin izole edildidi
organizmayi potansiyel olarak potansiyel olarak tutan bir biyolojik 6rnek elde edilir ve
nukleik asitler bu 6rnekten elde edilir. NUkleik asitler probun icinde bulundugu herhangi
bir tamamlayici sekansa spesifik olarak hibrittenmesine izin veren kosullar altinda

probla temas eder.

Gerektigi zaman probun tamamlayici sekanslara spesifik olarak hibritlenmesine izin
veren kosullar probun tamamlayici sekansin yani sira tamamlayici sekansi icermeyen
kontrol sekanslarini icerdigi bilinen orneklerden tamamlayici sekanslarla temas
halinde vyerlestiriimesi vasitasiyla belirlenebilir. Hibridizasyon tamponunun tuz
konsantrasyonu, hibridizasyon tamponunun formamid konsantrasyonu gibi
hibridizasyon kosullari  probun tamamlayici nukleik asitlere spesifik olarak
hibritlenmesine olanak saglayan kosullari tanimlamak i¢cin degisiklik gosterebilir.

Eger ornek nukleik asidin izole edildiJi organizmayi igeriyorsa probun spesifik
hibridizasyonu daha sonra tespit edilir. Hibridizasyon probun bir radyoaktif izotop, bir
floresan boya veya tespit edilebilir bir Urinun olusmasini katalize edebilen bir enzim
gibi tespit edilebilir bir ajanla etiketlenmesi vasitasiyla tespit edilebilir.

Bir ornekte tamamlayici nukleik asitlerin mevcudiyetini tespit etmek i¢in etiketlenmis
problan kullanmaya yonelik birgok yontem teknikte uzman kigiler igin agiktir. Bunlar
Southern Blotlar, Northern Blotlar, koloni hibridizasyon prosedurlerini ve nokta blotlari
igerir. Bu prosedurlerin her birine yonelik protokoller Ausubel et al. Current Protocols
in Molecular Biology, John Wiley 503 Sons, Inc. (1997) ve Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)
yayinlarinda aciklanmaktadir.

Alternatif olarak birden fazla prob (en az biri nukleik asit orneginde bulunan herhangi
bir tamamlayici sekansa spesifik olarak hibritlenebilir) 6rnegin bulusun bir nukleik asit
sekansini igeren bir organizma (orn, nukleik asidin izole edildigi bir organizmay} igerip
icermedigini belirlemek icin bir amplifikasyon reaksiyonunda kullanilabilir. Tipik olarak
prablar oligonukleotitleri icerir. Amplifikasyon reaksiyonu bir PCR reaksiyonu icerebilir.
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PCR protokolleri yukarida bahsedilen Ausubel ve Sambrook'ta agiklanmaktadir.
Alternatif olarak amplifikasyon bir ligaz zincir reaksiyonu, 3SR veya sarmal degistirme
reaksiyonu icerebilir. (Bkz Barany, F., "The Ligase Chain Reaction in a PCR World",
PCR Methods and Applications 1:5-16, 1991; E. Fahy et al., "Self-sustained Sequence
Replication (3SR): An Isothermal Transcription-based Amplification System Alternative
to PCR", PCR Methods and Applications 1.25-33, 1991, ve Walker G.T. et al., "Strand
Displacement Amplification-an Isothermal in vitro DNA Amplification Technique”,
Nucleic Acid Research 20:1691-1696, 1992). Bu tur prosedurlerde arnekteki nukleik
asitler problarla temas eder, amplifikasyon reaksiyonu gergeklestirilir ve meydana
gelen herhangi bir amplifikasyon uruni tespit edilir. Amplifikasyon Urunii reaksiyon
urunleri Uzerinde jel elektroforezin gerceklestiriimesi ve jelin etidiyum bromid gibi bir
interkalator ile boyanmasi vasitasiyla tespit edilebilir. Alternatif olarak problann biri
veya daha fazlasi bir radyoaktif izotop ile etiketlenebilir ve bir radyoaktif amplifikasyon
urunun mevcudiyeti jel elektroforezden sonra otoradyografi vasitasiyla tespit edilebilir.

Bulusun sekanslarinin uclarina yakin sekanslardan ve bunlarla buyuk olgude 6zdes
sekanslardan turetilen problar ayrica bulusun sekanslarina ve bunlarnn buyuk olgude
ozdes seanslarina bitisik yerlestirilen genomik sekanslari igceren klonlari tanimlamak
icin  kromozom yurutme prosedurlerinde kullanilabilir. Bu yontemler konak

organizmadan ilave proteinleri kodlayan genlerin izolasyonuna olanak saglar.

Bulusun izole edilmig nukleik asitleri ve bunlara buyuk olgude 0zdes sekanslar, bunlara
tamamlayici sekanslar veya bulusun sekanslarinin birinin en az 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400 veya 500 ardisik bazini igeren bir fragmani ve buna
buyuk olcude 6zdes sekanslar veya bunlara tamamlayici sekanslar ilgili nukleik asitleri
tanimlama ve izole etmek igin problar olarak kullanilabilir. Bazi yonlerde ilgili nukleik
asitler nukleik asidin izole edildidi birinden farkli organizmalardan cDNA’lar veya
genomik DNAlar olabilir. Ornegin diger organizmalar iligkili organizmalar olabilir. Bu
tur prosedurlerde bir nukleik asit ornedi probun iliskili sekanslara spesifik olarak
hibritlenmesine izin veren kosullar altinda probla temas eder. Probun iligkili
organizmadan nukleik asitlere hibridizasyonu daha sonra yukanda aciklanan

yontemlerin herhangi biri kullanilarak tespit edilir.

Tespit edilebilir problara hibritlenen cDNA’lar veya genomik DNA’lar gibi nukleik asitleri
tanimlamak igin kullanilan hibridizasyon kosullarinin zorlayicihginin  degistiriimesi

vasitasiyla probla farkll homoloji seviyelerine sahip olan nukleik asitler tanimlanabilir
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ve izole edilebilir. Zorlayicihk hibridizasyonun problarin erime sicakliginin altinda
dedisen sicakliklarda gerceklestiriimesi vasitasiyla degistirilebilir. Erime sicakhgi, Tm,
hedef sekansin % 50'sinin mukemmel sekilde tamamlayici proba hibritlendigi
sicakliktir (tanimlanan iyonik direng ve pH altinda). Cok zorlayici kogullar belirli bir prob
icin Tm'ye esit veya bundan yaklasik 5 T du stk olacak sekilde segilir. Probun erime
sicakhigr asagidaki formuller kullanilarak hesaplanabilir.

Uzunlukga 14 ve 70 arasinda nukleotitli problar igin erime sicaklidi (Tm} asadidaki
formul kullanilarak hesaplanir: Tm=81,5+16,6(log [Na+])+0,41(fraksiyon G+C)-(600/N)

burada N probun uzunlugudur.

Eger hibridizasyon formamid igeren bir solusyonda gerceklestirilirse erime sicakligi
denklem kullanilarak hesaplanabilir: Tm=81,5+16,6(log [Na+])+0,41(fraksiyon G+C)-
(% 0,63 formamid)-(600/N) burada N probun uzunlugudur.

Onceden hibridizasyon 6X SSC, 5X Denhardt ayiraci, 0.5% SDS, 100ug denature
fragmanlarina ayrilmis somon sperm DNA'si veya 6X SSC, 5X Denhardt ayiraci,
50,55DS, 100pg denature fragmanlarina aynlmis somon sperm DNA'si, % 50
formamidde gerceklestirilir. SS¢ ve Denhardt solusyonlan icin formuller yukarida

bahsedilen Sambrook ve arkadaglarinda listelenmistir.

Hibridizasyon yukarda listelenen onceden hibridizasyon solusyonlarina tespit edilebilir
probun eklenmesi vasitasiyla gerceklestirilir. Probun ¢ift sarmalll DNA icerdigi
durumda hibridizasyon solusyonuna eklemeden once denature edilir. Filtre probun
tamamlayici veya homolog sekanslar iceren cDNA’lara veya buna genomik DNA’lara
hibritlenmesine olanak sadlamak icin yeterli bir zaman periyodu boyunca hibridizasyon
solusyonu ile temas ettirilir. Uzunlukca 200’Un Uzerinde nukleotitli problar icin
hibridizasyon Te'nin altinda 15-25 T'de gercekle stirilebilir. Oligonukleotit problar gibi
daha kisa problar icin hibridizasyon Tmrnin altinda 5-10 T'de gergekle stirilebilir. Tipik
olarak 6X SSC'de hibridizasyon icin hibridizasyon vyaklagik olarak 68 Tde
gerceklestirilir. Genel olarak % 50 formamid igeren solusyonlarda hibridizasyon igin

hibridizasyon yaklasik olarak 42°de gergekle stirilir.

Glikosil Hidrolazlarin Ekspresyonunun inhibe Edilmesi

Patent hakki bildirimi bulugun nukleik asitlerine tamamlayici (orn, antisens sekanslar)
nukleik asitler saglar. Antisens sekanslar ksilanaz kodlayan genlerin tasinmasi, ug
birlegtirmesi veya transkripsiyonunu inhibe edebilir. Inhibisyon genomik DNA’nin veya
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mesajci RNA'nin hedeflenmesi araciliyiyla gerceklesebilir. Hedeflenen nukleik asitlerin
transkripsiyonu veya fonksiyonu ornegin hibridizasyon ve/veya klevaj vasitasiyla
inhibe edilebilir. Mevcut bulus tarafindan saglanan ozellikle kullanish bir inhibitor dizisi
gerek ksilanaz gene gerekse mesaja baglanabilen oligonukleotitleri icermekte olup, her
iki durumda ksilanaz uretimini veya fonksiyonunu engeller veya inhibe eder. Birlesme
sekansa ozgu hibridizasyon araciliiyla olabilir. Kullanigh bagka bir inhibitor sinifi
ksilanaz mesajinin inaktivasyonuna veya klevajina neden olan oligonukleotitleri icerir.
Oligonukleotit bu tur bir klevaja neden olan ribozomlar gibi enzim aktivitesine sahip
olabilir. Oligonukleotit kimyasal olarak modifiye edilebilir veya tamamlayici nukleik asidi
yarabilen bir enzime veya bilesime konjuge edilebilir. Birgok farkhh bu tur
oligonukleotitten olusan bir havuz istenen aktiviteye sahip olanlara yonelik taranabilir.
Dolayisiyla bulug bir nukleik asit ve/veya protein seviyesi, orn, antisens, iRNA ve
bulusun ksilanaz sekanslarini ve anti-ksilanaz antikorlarini iceren ribozomlar Uzerinde
ksilanaz ekspresyonunun inhibisyonu igin gesitli bilesimler sadlar.

Ksilanaz ekspresyonunun inhibisyonu cesitli endustriyel, medikal, farmasotik,
arastirma, gida ve yem ve gida ve yem takviyesi isleme ve diger uygulamalar ve
igslemlerde kullanima sahip olabilir. Ornegin ksilanaz ekspresyonunun inhibisyonu urun
bozulmasini yavaslatabilir veya engelleyebilir. Urun bozulmasi polisakkaritler, orn,
yapisal polisakkaritler enzimatik olarak aynstigi zaman meydana gelebilir. Bu
meyvelerin ve sebzelerin bozulmasina veya c¢urumesine neden olabilir. Bulusun
ksilanazlarin ekspresyonunu ve/veya aktivitesini inhibe eden bilesimlerinin, orn,
antikorlar, antisens oligonukleotitler, ribozomlar ve RNAI kullanimi trun bozulmasini
yavaslatma veya engellemek i¢in kullanilir. Yontemler ve bilesimler urun bozulmasini
yavaslatmak veya engellemek icin bir bitki veya bitki Urunu (6rn, bir tahil, bir dan, bir
meyve, kok, tohum, vyaprak, vs.) Uzerine bulusun antikorlarinin, antisens
oligonukleotitlerinin, ribozomlarinin ve RNAI'sinin uygulanmasini icerir. Bu bilegimler
ayrica bitki {(6rn, bir transjenik bitki) veya baska bir organizma (orn, bir bakteri veya
bulusun bir ksilanaz geni ile transforme edilen dider mikroorganizmalar) tarafindan

eksprese edilebilir.

Bulusun ksilanaz ekspresyonunun inhibisyonuna yonelik bilesimler (orn, antisens,
iRNA, ribozomlar, antikorlar) farmasotik bilesimler olarak, orn, anti-patojen ajanlar

olarak veya diger terapilerde orn, Salmonella icin anti-mikrobiyaller olarak kullanilabilir.
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Antisens Oligonukleotitler

Antisens oligonukleotitter mRNA'y1 hedefleyerek ksilan hidrolaz aktivitesini inhibe
edebilen ksilanaz mesajini baglayabilme (6rn, dahili B-1,4-ksilosidik baglarin hidrolizini
katalize edebilme) kapasitene sahip olabilir. Antisens oligonukleotitleri tasarlamak igin
stratejiler bilimsel ve patent literaturunde iyi aciklanmaktadir ve teknikte uzman kisi bu
ksilanaz oligonukleotitlerini tasarlayabilir. Ornegin etkili antisens oligonukleotitleri
taramak icin gen yurutme/ RNA eslestirme protokolleri teknikte iyi bilinmektedir, bkz,
orn, potent antisens sekans secimine yonelik kolay ve guvenilir bir yontem saglamaya
yonelik standart molekuler tekniklere dayanan bir RNA eslestirme analizini
agiklayan Ho (2000) Methods Enzymol. 314:168-183 yayini. Bkz, ayrica Smith (2000)
Eur. J. Pharm. Sci. 11:191-198.

Dogal olarak meydana gelen nukleik asitler antisens oligonukleotitler olarak kullanilir.
Bu antisens oligonukleotitler herhangi bir uzunlukta olabilir; érnegin alternatif yonlerde
antisens oligonukleotitler yaklasik 5 ila 100, yaklasik 10 ila 80, vaklasik 15 ila 60,
yaklasik 18 ila 40 arasindadir. Optimal uzunluk rutin tarama vasitasiyla belirlenebilir.
Antisens oligonukleotitler herhangi bir konsantrasyonda bulunabilir. Optimal
konsantrasyon rutin tarama vasitasiyla belirlenebilir. Bu potansiyel probleme isaret
eden cok ¢esitli sentetik, dogal olarak meydana gelen nukleotit ve nukleik asit analogu
bilinmektedir. Ornedin N-(2-aminoetil) glisin gibi iyonik olmayan omurgalar iceren peptit
nukleik asitler (PNA’lar) kullamlabilir. WO 97/03211; WO 96/39154 sayili patent
belgesi; Mata (1997) Toxicol Appl Pharmacol 144:189-197; Antisense Therapeultics,
ed. Agrawal (Humana Press, Totowa, N.J., 1996) yayinlarinda agiklanan fosforotiyoat
baglarina sahip olan antisens oligonukleotitler de ayrica kullanilabilir. Bulus tarafindan
saglanan sentetik DNA omurga analoglarina sahip olan antisens oligonukleotitler
ayrica yukarida aciklandigi gibi fosforo-ditiyoat, metilfosfonat, fosforamidat, alkil
fosfotriester, sulfamat, 3'-tiyoasetal, metilen(metilimino), 3'-karbamat ve morfolino
karbamat nukleik asitleri icerebilir.

Birlestirici kimya metodolojisi bulusun sens ve antisens ksilanaz sekanslari gibi
herhangi bir hedefe dogru uygun baglama afinitesine ve spesifisitesine sahip olan
spesifik oligonukleotit icin hizlica taranabilen cok sayida oligonikleotit olugturmak igin
kullanilabilir (bkz, orn, Gold (1995) J. of Biol. Chem. 270:13581-13584).
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inhibitor Ribozomlar

Ribozomlar ksilanaz mesajini baglayabilir. Bu ribozomlar 6rn, mRNA'y1 hedefleyerek
ksilanaz aktivitesini inhibe edebilir. Ribozomlari tasarlamaya ve hedefleme igin
ksilanaza 6zgu antisens sekansini segmeye yonelik stratejiler bilimsel ve patent
literaturunde iyi agiklanmistir ve uzman kisi bu ribozomlari tasarlayabilir. Ribozomlar
hedef RNA'yI yaran bir enzimatik RNA kismina yakin tutulan bir ribozomun hedef RNA
baglama kismi aracihdiyla bir hedef RNA'va baglanarak islev gorur. Dolayisiyla
ribozom tamamlayici baz-eslestirme araciidiyla bir hedef RNAyI ayirt eder ve bagdlar
ve dogru alana baglandiktan sonra hedef RNA'yi yarmak ve inaktive etmek igin
enzimatik olarak hareket eder. Bir hedef RNA'nin bu sekilde klevaji eder klevaj
kodlama sekansinda meydana gelirse bunun kodlanmig bir protein sentezini
yonlendirme kabiliyetini bozacaktir. Bir ribozom kendi RNA hedefine baglanip bunu

yardiktan sonra tekrar yeni hedefleri baglamak ve yarmak icin bu RNA'dan ayrilabilir.

Bazi durumlarda bir ribozomun enzimatik yapisi antisens teknolojisi (burada bir nukleik
asit molekulu transkripsiyonunu, translasyonunu veya baska bir molekulle iligkisini
bloke etmek icin basitce bir nukleik asit hedefine baglanir) gibi baska teknolojiler
uzerinde avantajidir gunku ribozomun terapotik bir tedavi saglamak icin etkili
konsantrasyonu bir antisens oligonukleotitinkinden dusurulebilir. Bu potansiyel avantaj
ribozomun enzimatik olarak hareket etme kabiliyetini yansitir. Dolayisiyla munferit bir
ribozom molekulti hedef RNA’nin birgok molekulunli yarabilir. EK olarak bir ribozom
sadece baglamanin baz eslesme mekanizmasina degdil ayni zamanda molekulun
baglandidi RNA'nin ekspresyonunu inhibe etti§i mekanizmaya bagi olarak inhibisyon
spesifitesinde dolay tipik olarak son derece spesifik bir inhibitdrdur. Yani inhibisyona
RNA hedefinin klevaji neden olur ve bu yuzden spesifite hedeflenen RNAnin klevaj
oraninin hedeflenmeyen RNA’nin klevaj oranina orani olarak tanimlanir. Bu klevaj
mekanizmasi baz eslestirmeye dahil olanlara ek faktorlere baghdir. Dolayisiyla bir
ribozomun  etkisinin  spesifitesi ayni RNA alanini  badlayan antisens
oligonukleotitinkinden daha buyuktur.

Bulusun ribozomu, orn, bir enzimatik RNA molekulu bir gekic kafasi motifi, bir firkete
motifi, bir hepatit delta virusu motifi, bir grup | intron motifi ve/veya bir RNA kilavuz
sekansiyla iligkili bir RNazP-benzeri RNA olarak olusturulabilir. Cekig kafasi motiflerine
iliskin ornekler orn, Rossi (1992) Aids Research and Human Retroviruses 8:183
yayininda; firkete motifleri Hampel (1989) Biochemistry 28:4929, and Hampel (1990)
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Nuc. Acids Res. 18:299 yayininda; hepatit delta virusu motifi Perrotta (1992)
Biochemistry 31:16 yayininda; RNazP motifi Guerrier-Takada (1983) Cell 35:849
yayininda ve grup | intron U.S. Pat. No. 4,987,071 sayili patent belgesinde
aciklanmigtir. Bu spesifik motiflerin belirtiminin kisitlayici olmasi amaglanmamistir.
Teknikte uzman kisiler bu tur bir ribozomun, orn, bir enzimatik RNA molekulunun hedef
gen RNA bolgelerinin biri veya daha fazlasi igcin tamamlayici spesifik bir substrat
baglama alanina sahip oldugunu ayirt edecektir. Bir ribozom molekule bir RNA yarma
aktivitesi saglayan substrat baglama alani icinde veya bunu cevreleyen bir nukleotit

sekansina sahip olabilir.
RNA interferans (RNAI)

“‘RNAI” molekulu olarak adlandirilan bir RNA inhibitér molekulu bulusun bir ksilanaz
enzim sekansini igerir. RNAI molekulu bir ¢ift sarmallil RNA (dsRNA), o, siRNA,
mMiRNA ve/veya kisa firkete RNA (shRNA) molekull igcerebilir. RNAi molekulu, érn,
siRNA (kuguk inhibitor RNA) ve/veya miRNA (mikro RNA) bir ksilanaz mesajinin
translasyonunu inhibe etmek icin bir ksilanaz enzimi geninin ekspresyonunu inhibe
edebilir. RNAI molekulu, orn, siRNA ve/veya miRNA uzunlukga yaklasik 11, 12, 13, 14,
15,16, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 veya daha fazla ¢ift nukleotittir.
RNA.I bir huicreye girebilir ve endojen mRNA’lar dahil olmak Uizere benzer veya 6zdes
sekanslarin tek sarmalll RNA'sinin (ssRNA) degradasyonuna neden olabilir. Bir hiicre
gift sarmalll RNA'ya (dsRNA) maruz kaldi§i zaman homolog genden mRNA RNA
interferans (RNAI) olarak anilan bir iglem araciifiyla segici olarak degrade olur.
RNAiI'nin arkasindaki muhtemel temel mekanizma spesifik bir gen sekansini bir ¢ift
sarmalli RNA'nin (dsRNA) kisa enterferansgi RNA olarak adlandinlan, kendi
sekansiyla eslesen mRNA'nin degradasyonunu tetikleyen kugcuk pargcalara boler.
RNAJi’ler gen susturma terapoétiklerinde kullanilir, bkz, 6rn, Shuey (2002) Drug Discov.
Today 7:1040-1046. RNA'yi1 secici olarak degrade etmek icin yontemler bu RNAI
molekillerini, 6rn, siRNA ve/veya miRNAyi kullanir. islem in vitro, ex vivo ya da in vivo
uygulanabilir. RNAi molekulleri bir hicrede, bir organda, bir hayvanda bir fonksiyon

kaybi mutasyonu olusturmak i¢in kullanilabilir.

RNAi'nin huicre icine dahil edilmesi bir RNAi (6rn, mikroRNA) igeren bir RNA bagdlama
proteinine baglanan bir hedef huicre spesifik ligandinin igsellestiriimesi vasitasiyla olur.
Ligand kendine 0zgu bir hedef hucre ylzey antijenine 0zgudur. Ligand hucre yuzeyi
antijenine baglanmadan sonra spontane olarak i¢sellestirilebilir. Eger kendine dzgu
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hiicre yuzeyi antijeni kendi ligandina baglanmadan sonra dogal olarak i¢sellesmiyorsa
igsellesme arjinin agisindan zengin bir peptitin veya diger membran gegirgen peptitlerin
ligandin yapisina veya RNA baglama proteinine dahil edilmesi veya bu tur bir peptitin
liganda veya RNA baglanma proteinine takilmasi vasitasiyla desteklenebilir. Bkz,
orn, U.8. 20060030003; 20060025361; 20060019286; 20060019258 sayil patent
yayinlari, Bir yonde bulug bulusun nukleik asitlerini bir RNAI molekulu iceren nukleik
asit-lipit parcaciklan olarak bir hucreye iletmek, orn, dahil etmek icin lipit tabanh

formulasyonlar sagdlar, bkz, 6rn, U.S. 20060008910 sayili patent yayini.

RNA'yI secici olarak degrade etmek icin RNAI molekullerini, 6rn, siRNA ve/veya
miRNA yapmaya ve kullanmaya yonelik yontemler teknikte iyi bilinmektedir, bkz,
orn, U.S. 6,506,559, 6,511,824; 6,515,109, 6,489,127 sayih patent belgeleri.

Nukleik Asitlerin Modifikasyonu

Bulugsun nukleik asitlerinin varyantlarini uretme yontemleri sablon nukleik asit
tarafindan kodlanan bir ksilanazinkinden farkh veya degistirilmis bir aktiviteye veya
farkh veya degistiriimis bir stabiliteye sahip olan ksilanazlar uretmek igin cesitli
kombinasyonlarda tekrarlanabilir veya kullanilabilir. Bu yéontemler ayrica orn, gen/
mesaj ekspresyonunda, mesaj translasyonunda veya mesaj stabilitesinde
varyasyonlar olusturmak igin cesitli kombinasyonlarda tekrarlanabilir veya kullanilabilir.
Bir hucrenin genetik bilesimi orn, bir homolog genin ex vivo modifikasyonu, ardindan

bunun hiicre icine yeniden yerlestirilmesi vasitasiyla degistirilebilir,

Bulusun bir nukleik asidi herhangi bir aragla dedistirilebilir. Ornedin rastgele veya
stokastik yontemler veya stokastik olamayan veya “yonlendirilmis evrim” ydntemleri,
bkz, érn U.S. 6,361,974 sayili patent belgesi. Genlerin rastgele mutasyonuna yonelik
yontemler teknikte iyi bilinmektedir, bkz, o, U.S. 5,830,696 sayili patent belgesi.
Ornedin mutagenler bir geni rastgele mutasyona ugratmak icin kullanilabilir.
mutagenler rekombinasyon vasitasiyla onarima uygun DNA kopmalarini induklemek
icin tek bagina veya kombinasyon halinde orn, ultraviyole 1$1k veya gama 1simasi veya
bir kimyasal mutagen, orn, mitosin, nitroz asit, fotoaktive psoralenler igerir. Dider
kimyasal mutagenler ornegin sodyum bisulfit, nitroz asit, hidroksilamin, hidrazin veya
formik asit icerir. Diger mutagenler nukleotit ©ncullerinin  analoglaridir, ©rn,
nitrosoguanidin, 5-bromourasil, 2-aminopurin veya akridin. Bu ajanlar nukleotit
onculunun yerine bir PCR reaksiyonuna eklenebilir, bu sayede sekans mutasycna



10

15

20

25

30

115

ugrar. Proflavin, akriflavin, kuinakrin ve benzerleri gibi ekleme ajanlari ayrica

kullanilabilir.

Molekuler biyolojideki herhangi bir teknik kullanilabilir, 6rn, rastgele PRC mutagenez,
bkz, orn, Rice (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5467-5471 veya kombinasyonal
coklu kaset mutagenezi, bkz, orn, Crameri (1995) Biotechniques 18:194-196. Alternatif
olarak nukleik asitler, orn, genler rastgele veya “stokastik” fragmantasyondan sonra
yeniden duzenlenebilir, bkz, orn, U.S. 6,291,242; 6,287,862, 6,287,861; 5,955,358;
5,830,721, 5,824,514, 5,811,238; 5,605,793 sayil patent belgeleri. Alternatif yonlerde
modifikasyonlar, eklemeler veya silmeler hata egilimli PCR, karistirma, oligonukleotite
yonelik mutagenez, duzenek PCR, cinsel PCR mutagenez, in vivo mutagenez, kaset
mutagenezi, tekrarl topluluk mutagenezi, katlamali topluluk mutagenezi, alana 6zgu
mutagenez, gen yeniden duzenlemesi (orn, GeneReassembly, bkz, ormn., U.S.
6,537,776 sayih patent belgesi), gen alani doygunluk mutagenezi (GSSM), sentetik
ligasyon yeniden duzenlemesi (SLR), rekombinasyon, tekrarh sekans
rekombinasyonu, fosfotiyoat modifiye edilmis DNA mutagenezi, urasil iceren sablon
mutagenezi, aralikl dupleks mutgenezi, nokta eslesmeme onarim mutagenezi, onarim
eksik konak susu mutagenezi, kimyasal mutagenez, radyojenik mutagenez, delesyon
mutagenezi, kisittama-segim mutagenezi, kisitlama-saflastirma mutagenezi, yapay
gen sentezi, topluluk mutagenezi, kimerik nukleik asit multimer olusturma ve/veya
bunlarin ve diger yontemlerin bir kombinasyonu vasitasiyla gerceklestirilir.

Takip eden vyayinlar bulusun yontemlerine dahil edilebilen c¢esitli  tekrarh
rekombinasyon prosedurlerini ve/veya yontemleri agiklamaktadir: Stemmer (1999)
"Molecular breeding of viruses for targeting and other clinical properties” Tumor
Targeting 4:1-4; Ness (1999) Nature Biotechnology 17:893-896; Chang (1999)
"Evolution of a cytokine using DNA family shuffling" Nature Biotechnology 17:793-
797; Minshull (1999) "Protein evolution by molecular breeding” Current Opinion in
Chemical Biology 3:284-290; Christians (1999) "Directed evolution of thymidine kinase
for AZT phosphorylation using DNA family shuffling” Nature Biotechnology 17:259-
264; Crameri (1998) "DNA shuffling of a family of genes from diverse species
accelerates directed evolution” Nature 391:288-291; Crameri (1997) “"Molecular
evolution of an arsenate detoxification pathway by DNA shuffling," Nature
Biotechnology 15:436-438; Zhang (1997) "Directed evolution of an effective fucosidase
from a galactosidase by DNA shuffling and screening" Proc. Natl. Acad. Sci. USA
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94:4504-4509; Patten et al. (1997) "Applications of DNA Shuffling to Pharmaceuticals
and Vaccines" Current Opinion in Biotechnology 8:724-733; Crameri et al. (1996)
"Construction and evolution of antibody-phage libraries by DNA shuffling" Nature
Medicine 2:100-103; Gates et al. (1996) "Affinity selective isolation of ligands from

peptide libraries through display on a lac repressor "headpiece dimer™ Journal of
Molecular Biology 255:373-386; Stemmer (1996) "Sexual PCR and Assembly PCR"
In: The Encyclopedia of Molecular Biology. VCH Publishers, New York. pp.447-
457; Crameri and Stemmer (1995) "Combinatorial multiple cassette mutagenesis
creates all the permutations of mutant and wildtype cassettes” BioTechniques 18:194-
195; Stemmer et al. (1995) "Single-step assembly of a gene and entire plasmid form
large numbers of oligodeoxyribonucleotides" Gene, 164:49-53; Stemmer (1995) "The
Evolution of Molecular Computation" Science 270: 1510; Stemmer (1995) "Searching
Sequence Space” Bio/Technology 13:549-553; Stemmer (1994) "Rapid evolution of a
protein in vitro by DNA shuffling” Nature 370:389-391; and Stemmer (1994) "DNA
shuffling by random fragmentation and reassembly: In vitro recombination for

molecular evolution.” Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:10747-10751.

Cesitlilik olusturmaya yonelik mutasyonel yontemler ornedin alana yonlendirilmis
mutagenezi (Ling et al. (1997) "Approaches to DNA mutagenesis: an overview" Anal
Biochem. 254(2): 157-178; Dale et al. (1996) "Oligonucleotide-directed random
mutagenesis using the phosphorothioate method" Methods Mol. Biol. 57:369-
374; Smith (1985) "In vitro mutagenesis” Ann. Rev. Genet. 19:423-462; Botstein &
Shortle (1985) "Strategies and applications of in vitro mutagenesis” Science 229:1193-
1201; Carter (1986) "Site-directed mutagenesis” Biochem. J. 237:1-7; and Kunkel
(1987) "The efficiency of oligonucleotide directed mutagenesis" in Nucleic Acids &
Molecular Biology (Eckstein, F. and Lilley, D. M. J. eds., Springer Verlag, Berlin));
urasail iceren sablonlari kullanan mutagenezi (Kunkel (1285) "Rapid and efficient site-
specific mutagenesis without phenotypic selection” Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-
492; Kunkel et al. {1987) "Rapid and efficient site-specific mutagenesis without
phenotypic selection™ Methods in Enzymol. 154, 367-382; and Bass et al. (1988)
"Mutant Trp repressors with new DNA-binding specificities” Science 242:240-245),
oligonucleotide-directed mutagenesis (Methods in Enzymol. 100: 468-500
(1983); Methods in Enzymol. 154: 329-350 (1987); Zoller (1982) "Oligonucleotide-
directed mutagenesis using M13-derived vectors: an efficient and general procedure
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for the production of point mutations in any DNA fragment” Nucleic Acids Res.
10:6487-6500; Zoller & Smith (1983) "Oligonucleotide-directed mutagenesis of DNA
fragments cloned into M13 vectors" Methods in Enzymol. 100:468-500; ve Zoller
(1987) Oligonuclecotide-directed mutagenesis: a simple method using two
oligonucleotide primers and a single-stranded DNA template” Methods in Enzymaol.
154.329-350); fosforotiyoat modifiye edilen DNA mutagenezi (Taylor (1985) "The use
of phosphorothioate-modified DNA in restriction enzyme reactions to prepare nicked
DNA" Nucl. Acids Res. 13: 8749-8764; Taylor (1985) "The rapid generation of
oligonucleotide-directed mutations at high frequency using phosphorothioate-modified
DNA" Nucl. Acids Res. 13: 8765-8787 (1985); Nakamaye (1986) "Inhibition of
restriction endonuclease Nci | cleavage by phosphorothioate groups and its application
to oligonucleotide-directed mutagenesis” Nucl. Acids Res. 14: 9679-9698; Sayers
(1988) "Y-T Exonucleases in phosphorothioate-based oligonucleotide-directed
mutagenesis" Nucl. Acids Res. 16:791-802; and Sayers et al. (1988) "Strand specific
cleavage of phosphorothioate-containing DNA by reaction with restriction
endonucleases in the presence of ethidium bromide" Nucl. Acids Res. 16: 803-814);
mutagenesis using gapped duplex DNA (Kramer et al. (1984) "The gapped duplex
DNA approach to oligonucleotide-directed mutation construction" Nucl. Acids Res. 12:
9441-9456; Kramer & Fritz (1987) Methods in Enzymol. "Oligonucleotide-directed
construction of mutations via gapped duplex DNA" 154:350-367; Kramer (1988)
"Improved enzymatic in vitro reactions in the gapped duplex DNA approach to
oligonucleotide-directed construction of mutations” Nucl. Acids Res. 16: 7207,
and Fritz (1988) "Oligonucleotide-directed construction of mutations: a gapped duplex
DNA procedure without enzymatic reactions in vitro" Nucl. Acids Res. 16: 6987-6999)
igerir.

Kullanilabilen ilave protokoller nokta eslesmeme onarimini (Kramer {(1984) "Point
Mismatch Repair” Cell 38:879-887), mutagenesis using repair-deficient host strains
(Carter et al. (1985) "Improved oligonucleotide site-directed mutagenesis using M13
vectors” Nucl. Acids Res. 13: 4431-4443; and Carter (1987) "Improved oligonucleotide-
directed mutagenesis using M13 vectors" Methods in Enzymol. 154: 382-403), deletion
mutagenesis (Eghtedarzadeh (1986) "Use of oligonuclectides to generate large
deletions" Nucl. Acids Res. 14: 5115); kisitlama-se¢gim ve kisitlama-saflagtirmayi
(Wells et al. (1986) "Importance of hydrogen-bond formation in stabilizing the transition
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state of subtilisin” Phil. Trans. R. Soc. Lond. A 317: 415-423), mutagenesis by total
gene synthesis (Nambiar et al. (1984) "Total synthesis and cloning of a gene coding
for the ribonuclease S protein” Science 223: 1299-1301; Sakamar and Khorana (1988)
"Total synthesis and expression of a gene for the a-subunit of bovine rod outer
segment guanine nucleotide-binding protein (transducin)” Nucl. Acids Res. 14: 6361-
6372; Wells et al. (1985) "Cassette mutagenesis: an efficient method for generation of
multiple mutations at defined sites” Gene 34:315-323; and Grundstrom et al. (1985)
"QOligonucleotide-directed mutagenesis by microscale 'shot-gun’ gene synthesis" Nucl.
Acids Res. 13: 3305-3316), double-strand break repair (Mandecki (1986); Arnold
(1993) "Protein engineering for unusual environments” Current Opinion in
Biotechnology 4:450-455. "Oligonucleotide-directed double-strand break repair in
plasmids of Escherichia coli: a method for site-specific mutagenesis” Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 83:7177-7181) icerir. Yukandaki yontemlerin bircogu hakkinda ilave detaylar
ayrica g¢esiti mutagenez yontemleriyle iliskili problemleri ¢ézmeye yonelik faydah
kontroller aciklayan Methods in Enzymology Volume 154 yayininda bulunabilir,

Kullanilabilen protokoller, érn, Stemmer adina U.S. 5,605,793 (13 Subat 1997),
"Methods for In Vitro Recombination;" Stemmer adina U.S. No. 5,811,238 (22 Eylul
1998) "Methods for Generating Polynucleotides having Desired Characteristics by
lterative Selection and Recombination;" Stemmer adina U.S. No. 5,830,721 (3 Kasim
1998), "DNA Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly;" Stemmer
adina U.S. No. 5,834,252 (10 Kasim 1998) "End-Complementary Polymerase
Reaction;" Minshull ve arkadaslari adina U.S. No. 5,837,458 (17 Kasim 1998),
"Methods and Compositions for Cellular and Metabolic Engineering;" WO 95/22625,
Stemmer ve Crameri, "Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly;
" WO 96/33207 Stemmer ve Lipschutz "End Complementary Polymerase Chain
Reaction;" WO 97/20078 Stemmer ve Crameri "Methods for Generating
Polynucleotides having Desired Characteristics by lterative Selection and
Recombination;" WO 97/35966 Minshull ve Stemmer, "Methods and Compositions for
Cellular and Metabolic Engineering;" WO 99/41402 Punnonen et al. "Targeting of
Genetic Vaccine Vectors;" WO 99/41383 by Punnonen et al. "Antigen Library
Immunization;" WO 99/41369 Punnonen et al. "Genetic Vaccine Vector
Engineering;” WO 99/41368 Punnonen et al. "Optimization of Immunomodulatory
Properties of Genetic Vaccines;" EP 752008 Stemmer ve Crameri, "DNA Mutagenesis
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by Random Fragmentation and Reassembly;" EP 0932670 by Stemmer "Evolving
Cellular DNA Uptake by Recursive Sequence Recombination;" WO 99/23107
Stemmer et al., "Modification of Virus Tropism and Host Range by Viral Genome
Shuffling;" WO 99/21979 by Apt et al., "Human Papillomavirus Vectors;" WO 98/31837
by del Cardayre et al. "Evolution of Whole Cells and Organisms by Recursive
Sequence Recombination;” WO 98/27230 Patten ve Stemmer, "Methods and
Compositions for Polypeptide Engineering;” WO 98/27230 by Stemmer et al.,
"Methods for Optimization of Gene Therapy by Recursive Sequence Shuffling and
Selection,” WO 00/00632, "Methods for Generating Highly Diverse Libraries,” WO
00/09679, "Methods for Obtaining in Vitro Recombined Polynucleotide Sequence
Banks and Resulting Sequences,” WO 98/42832 Arnold et al., "Recombination of
Polynucleotide Sequences Using Random or Defined Primers," WO 99/29902 Arnold
et al., "Method for Creating Polynucleotide and Polypeptide Sequences,” WO
98/41653 by Vind, "An in Vitro Method for Construction of a DNA Library," WO
98/41622 Borchert et al., "Method for Constructing a Library Using DNA Shuffling,”
and WO 98/42727 by Pati and Zarling, "Sequence Alterations using Homologous

Recombination." sayili patent belgelerinde aciklanmaktadir.

Kullanilabilen protokoller (cesitli cesitlilik olusturma yontemleriyle ilgili detaylar
saglayan) orn, U.S. (USSN) 09/407,800, "SHUFFLING OF CODON ALTERED
GENES" Patten et al. filed Sep. 28, 1999; "EVOLUTION OF WHOLE CELLS AND
ORGANISMS BY RECURSIVE SEQUENCE RECOMBINATION" del Cardayre et al.,
U.S. 6,379,964, "OLIGONUCLEQOTIDE MEDIATED NUCLEIC  ACID
RECOMBINATION" Crameri et al., U.S. 6,319,714; 6,368,861; 6,376,246; 6,423,542;
6,426,224 ve PCT/US00/01203; "USE OF CODON-VARIED OLIGONUCLEOTIDE
SYNTHESIS FOR SYNTHETIC SHUFFLING" Welch et al, U.S. 6,436,675;
"METHODS FOR MAKING CHARACTER STRINGS, POLYNUCLEOTIDES &
POLYPEPTIDES HAVING DESIRED CHARACTERISTICS" by Selifonov et al., 18
Ocak 2000, (PCT/US00/01202) ve orn, "METHODS FOR MAKING CHARACTER
STRINGS, POLYNUCLEOTIDES & POLYPEPTIDES HAVING DESIRED
CHARACTERISTICS" Selifonov et al., 18 Haziran 2000°de dosyalanmis (U.S. Ser. No.
09/618,579); "METHODS OF POPULATING DATA STRUCTURES FOR USE IN
EVOLUTIONARY SIMULATIONS" Selifonov ve Stemmer, f18 Haziran 2000'de
dosyalanmig (PCT/US00/01138) ve "SINGLE-STRANDED NUCLEIC ACID
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TEMPLATE-MEDIATED RECOMBINATION AND NUCLEIC ACID FRAGMENT
ISOLATION" Affholter, 6 Eylul 2000’de dosyalanmis (U.S. 09/656,549); ve
U.S. 6,177,263, 6,153,410 sayil patent belgelerinde agiklanmistir.

“Stokastik olmayan veya “yonlendirilmis evrim” yontemleri, ©rn, doygunluk
mutagenezini (GSSM), sentetik ligasyon yeniden duzenlemesini (SLR) veya bunlarin
bir kombinasyonunu icerir, yeni ve degistirilmis ozellikleri olan (orn, yuksek asidik veya
alkalin kosullari, yuksek veya dusuk sicakliklar ve benzeri altinda aktivite) ksilanazlar
olusturmak icin bulusun nukleik asitlerini modifiye etmek icin kullanilir. Modifiye edilmis
nukleik asitler tarafindan kodlanana polipeptitler ksilan hidrolizi veya baska aktivite igin
test edilmeden once bir aktiviteye yonelik taranabilir. Herhangi bir test sekli veya
protokolt kullanilabilir, orn, bir kapiler dizi platformu kullanilabilir. Bkz, orn, U.S.
6,361,974, 6,280,926, 5,939,250 sayil patent belgeleri.

Gen Alani Doygunluk Mutagenezi veya GSSM

Enzim yapmaya yonelik yontemler burada ve U.S. 6,171,820 ve 6,579,258 sayil
patent belgelerinde acgiklandigi gibi Gen Alani Doygunluk Mutagenezi veya GSSM
kullanir. Bir dejenere N,N,G/T sekansi igeren kodon primerleri tekli amino asit
ornatimlarinin tam arali§inin her bir amino asit pozisyonunda, om, bir enzim aktif
alanda veya modifiye edilecek ligand baglama alaninda bir amino asit kalintisi oldugu
bir dizi soy polipeptit olusturmak icin nokta mutasyonlan bir polinuikleotite, orn, bulusun
bir ksilanazina dahil etmek igin kullanihr. Bu oligonukleotitler kesintisiz bir birinci
homologsekans, bir dejenere N,N,G/T sekansi ve istege bagli olarak bir ikinci homolog
sekans igerebilir. Bu oligonukleotitlerin kullammindan asadi yonde soy translasyonel
urunler polipeptit boyunca her bir amino asit alanindaki muhtemel butun amino asit
degisimlerini icerir cunku N,N,G/T sekansinin dejenere olmasi 20 amino asidin tamami
icin kodonlan igerir. Bu tur bir dejenere oligonukleotit (orn, bir dejenere N,N,G/T
kasetinden olusan) bir parental polinukleotit sablonundaki her bir orijinal kodonun tam
arahkh kodon ornatimlarina tabi tutulmasi igin kullanilabilir. Veya bir parental
polinukleotit sablonundaki en az iki orijinal kodonu tam aralikl bir kodon ornatimina
tabi tutulmak igin en az iki dejenere kaset kullanilabilir - gerek ayni oligonukleotitte
gerekse bagkasinda. Ornegin birden fazla N,N,G/T sekansi amino asit mutasyonlarini
birden fazla alana dahil etmek icin bir oligonukleotitte bulunabilir. Bu birden cok
N,N.G/T sekansi dogrudan kesintisiz olabilir veya bir veya daha fazla ilave nukleotit
sekansi (sekanslari) ile ayrilabilir. Eklemeleri ve silmeleri dahil etmek igin hizmet
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verebilen oligonuklectitler gerek tek basina gerekse bir N.N,G/T sekansini iceren
kodonlarla kombinasyon halinde amino asit eklemelerinin, silmelerinin ve/veya
ornatimlarinin herhangi bir kombinasyonunu veya permutasyonunu gerceklestirmek

igin kullanilabilir.

Iki veya daha fazla kesintisiz amino asit pozisyonunun es zamanl mutagenezi
kesintisiz N,N,G/T Ucluleri, baska bir deyisle bir dejenere (N,N,G/T)n sekansi iceren
bir oligonukleotit kullanarak yapilir. N,N,G/T sekansindan daha az dejenerasyona
sahip dejenere kasetler kullanilabilir. Ornegin bazi durumlarda sadece bir N°'den olusan
bir dejenere uclu sekans kullaniimasi istenebilir (6rn, bir oligonukleotitte), burada sz
konusu N Uclunun birinci, ikinci veya Uguncu pozisyonunda olabilir. Herhangi bir
kombinasyonunu ve permutasyonunu iceren herhangi baska bir baz Uglunun geriye
kalan iki pozisyonunda kullanilabilir. Alternatif olarak bazi durumlarda (érn, bir oligoda)

bir dejenere N,N,N Ugclu sekansi kullaniimasi tercih edilebilir.

Dejenere uglulerin (orn, N,N,G/T ugluleri) kullanimi tam aralikli muhtemel dogal amino
asitlerin (toplam 20 amino asit igin) bir polipeptit icinde her bir amino asit pozisyonunda
sistematik ve kolay olusumuna olanak saglar (alternatif yonlerde yontem ayrica amino
asit kahntisi veya kodonu, pozisyonu basina hepsinden az muhtemel ornatimlarin
olusmasini igerir). Ornegdin 100 amino asitlik bir polipeptit icin 2000 ayn tur (baska bir
deyisle X pozisyon 100 amino asit pozisyonu basina 20 muhtemel amino asit)
olusturulabilir. Bir oligonukleotit veya bir dejenere N,N,G/T Uglusunti iceren bir dizi
oligonukleotit kullanimi aracihdiyla 20 muhtemel dogal amino asidin tamami igin 23
bireysel sekans kodlanabilir. Dolayisiyla bir parental polinukleotit sekansinin en az bir
tane bu tur oligonukleotit kullanarak doygunluk mutagenezine tabi tutuldugu bir
reaksiyon kabinda 20 farkh polipeptiti kodlayan 32 farkh soy polipeptit olusturulur.
Bunun aksine alana yonlendirilmis mutagenezde dejenere olmayan bir oligonukleotit
kullanimi reaksiyon kabi basina sadece bir soy polipeptit urunune neden olur.
Dejenere olmayan oligonukleotitler bir yonde aciklanan dejenere primerlerle
kombinasyon halinde kullanilabilir; drnegin dejenere olmayan oligonukleotitler bir
cahsan polinukleotitte spesifik nokta mutasyonlar olusturmak icin kullanilabilir. Bu
spesifik sessiz nokta mutasyonlari, karsilik gelen amino asit degisimlerine neden olan
nokta mutasyonlari ve durdurma kodonlarinin ve polipeptit fragmanlannin karsilik
gelen ekspresyonunun olugmasina neden olan nokta mutasyonlan olugturmak icin bir

arag saglar.
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Bir yonde her bir doygunluk mutagenezi reaksiyon kabi 20 dogal amino asidin
tamaminin parental polinuklotitte mutageneze tabi olan kodon pozisyonuna kargilik
gelen bir spesifik amino asit pozisyonunda sunulacagi sekilde en az 20 soy polipeptit
molekulunu kodlayan polinukleotitler icerir (diger yonler 20 dogal kombinasyonun
tamamindan azint kullanir). Her bir doygunluk mutagenezi reaksiyon kabindan
olusturulan 32 kat dejenere soy polipeptiti klonal amplifikasyona tabi tutulabilir (6rn,
uygun bir konak, orn, E. coli konak igine orn, bir ekspresyon vektoru kullanilarak
klonlanabilir) ve ekspresyon taramaya tabi tutulabilir. Bir bireysel soy polipeptiti
progenitordeki faydali bir degisimi gostermek icin taranarak tanimlandigi zaman
(parental polipeptitle karsilastirildigi zaman alkali veya asidik kosullar altinda artan
ksilan hidrolizi gibi) burada saklanan karsilik olarak faydah amino asit ornatimini

tanimlamak igin sekanslanabilir.

Doygunluk mutagenezi kullanarak her bir parental polipeptitteki her bir amino asit
pozisyonunun mutageneze tabi tutulmasi uzerine faydal amino asit degisimleri birden
fazla amino asit pozisyonunda tanimlanabilir. Bir veya daha fazla yeni soy molekulu
olusturulabilmekte olup, bunlar bu faydali amino asit ornatimlarinin tamaminin veya bir
kisminin bir kombinasyonunu icerir Ornedin eger 2 spesifik faydali amino asit degisimi
bir polipeptitteki 3 amino asit pozisyonunun her birinde tanimlanirsa permutasyonlar
her bir pozisyonda 3 olasih@d (orijinal amino asitten degisiklik yok ve iki tanesinden her
biri faydall degisiklikler) ve 3 pozisyonu igerir. Dolayisiyla énceden incelenen 7 tanesi
de dahil olmak uzere toplam 3 x 3 x 3 veya 27 olasihk vardir - 6 munferit nokta
mutasyonu (baska bir deyisle u¢ pozisyonun her birinde 2 tane) ve herhangi bir

pozisyonda degisim yok.

Alan doygunluk mutagenezi karistirma, kimerizasyon, rekombinasyon ve tarama ile
birlikte diger mutagenez islemlerinde kullanilabilir. Doygunluk mutagenezi dahil olmak
uzere herhangi bir mutageneze tabi tutma islemi tekrarh bir sekilde kullanilabilir.
Herhangi bir mutageneze tabi tutma isleminde (islemlerinde) tekrarl kullanimi tarama

ile kombinasyon halinde kullanilabilir.

Tescilli kodon primerleri (bir dejenere N,N,N sekansi icermektedir) tam aralikl bir tekli
amino asit ornatiminin her bir amino asit pozisyonunda sunuldugu bir soy polipeptit
olusturmak uzere nokta mutasyonlarin bir polinuklectite yerlestiriimesi icin kullanilabilir
(gen alan doygunluk mutagenezi (GSSSM)). Kullanilan oligolar kesintisiz olarak bir
birinci homolog sekanstan, bir dejenere N,N,N sekansindan ve tercih edilen sekliyle
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ancak sart olmamak kaydiyla bir ikinci homolog sekanstan olugur. Bu oligolarin
kullanimindan asagi yonde soy translasyonel urunler polipeptit boyunca her bir amino
asit alanindaki muhtemel butun amino asit degisimlerini icerir ¢unku N,N,G/T

sekansinin dejenere olmasi 20 amino asidin tamami igin kodonlar icerir.

Bu tur bir dejenere oligon (bir dejenere N,N,N kasetinden olusan) bir parental
polinukleotit sablonundaki her bir orijinal kodonun tam aralikli kodon ornatimlarina tabi
tutulmasi icin kullanilir. Veya bir parental polinukleotit sablonundaki en az iki orijinal
kodonu tam aralikli bir kodon ormatimina tabi tutulmak igin en az iki dejenere N,N,N
kaseti kullanilabilir - gerek ayni oligoda gerekse baskasinda. Dolayisiyla birden fazla
N,N,N sekansi amino asit mutasyonlarini birden fazla alana dahil etmek igin bir oligoda
bulunabilir. Bu birden ¢ok N,N,N sekansi dogrudan kesintisiz olabilir veya bir veya
daha fazla ilave nukleotit sekansi (sekanslan) ile ayrilabilir. veya eklemeleri ve silmeleri
dahil etmek icin hizmet verebilen oligolar gerek tek basina gerekse bir N,N,N sekansini
igeren kodonlarla kombinasyon halinde amino asit eklemelerinin, silmelerinin ve/veya
ormatimlarinin herhangi bir kombinasyonunu veya permutasyonunu gerceklestirmek

icin kullanilabilir.

iki veya daha fazla kesintisiz amino asit pozisyonunun es zamanli mutagenezinin
kesintisiz N,N,N Ugcluleri, baska bir deyisle bir dejenere (N,N,N) sekansi iceren bir oligo

kullanarak yapilmasi muhtemeldir

N,N,N sekansindan daha az dejenerasyona sahip dejenere kasetler kullanilabilir. Bazi
durumlarda sadece bir N'den olusan bir dejenere uclu sekans kullanilmasi istenebilir
(orn, bir oligoda), burada s6z konusu N uglunun birinci, ikinci veya uguncu
pozisyonunda olabilir. Herhangi bir kombinasyonunu ve permutasyonunu igeren
herhangi bagka bir baz uclunun geriye kalan iki pozisyonunda kullanilabilir. Alternatif
olarak bazi durumlarda (orn, bir oligoda) bir dejenere N,N,N U¢li sekansi, N.N,G/T
veya hir N,N, G/C uclu sekansi kullaniimasi tercih edilebilir.

Ancak bir dejenere uglunun (N,N,G/T veya bir N,N G/C Uclu sekansinin) kullaniminin
cesitli nedenlerden dolayl avantajli oldugu takdir edilecektir. Tam aralikli muhtemel
amino asitlerin bir polipeptitteki her bir amino asit pozisyonuna ornatimini (tplam 20
amino asit) sistematik ve adil ve kolay sekilde olusturmak igcin bir ara¢ olabilir.
Dolayisiyla 100 amino asitlik bir polipeptit icin bulus 2000 farkh turu sistematik ve adil
ve kolayca olusturmak icin bir yol saglamaktadir (baska bir deyigle, pozisyon basina
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20 muhtemel amino asit ¢carpi 100 amino asit). Bir dejenere N,N,G/T veya bir N,N G/C
uglu sekansinm iceren bir oligonun kullanimi aracihdiyla 20 muhtemel amino asidi
kodlayan 32 bireysel sekans saglandig takdir edilecektir. Dolayisiyla bir parental
polinukleotit sekansinin en tane bu tur oligo kullanarak doygunluk mutagenezine tabi
tutuldugu bir reaksiyon kabinda 20 farkli polipeptiti kodlayan 32 farkli soy polipeptit
olusturulur. Bunun aksine alana yonlendirilmis mutagenezde dejenere olmayan bir

oligo kullanimi reaksiyon kabi basina sadece bir soy polipeptit urunune neden olur.

Aciklanan dejenere primerlerle kombinasyon halinde dejenere olmayan oligolar
kullanilabilir. Bazi durumlarda bir calisma polinukleotitinde spesifik nokta mutasyonlar
olusturmak igin dejenere olmayan oligolarin kullanilmasinin avantajli oldugu takdir
edilmelidir. Bu spesifik sessiz nokta mutasyonlan, karsilik gelen amino asit
dedisimlerine neden olan nokta mutasyonlarn ve durdurma kodonlarinin ve polipeptit
fragmanlarinin  karsilik gelen ekspresyonunun olugsmasina neden olan nokta
mutasyonlan olusturmak icin bir arag saglar.

Her bir doygunluk mutagenezi reaksiyon kabi 20 amino asidin tamaminin parental
polinuklotitte mutageneze tabi olan kodon pozisyonuna karsilik gelen bir spesifik amino
asit pozisyonunda sunulacagi sekilde en az 20 soy polipeptit molekulunlu kodlayan
polinukleotitler icerir (diger yonler 20 dogal kombinasyonun tamamindan azini
kullanir). Her bir doygunluk mutagenezi reaksiyon kabindan olusturulan 32 kat
dejenere soy polipeptiti klonal amplifikasyona tabi tutulabilir {0rn, uygun bir konak, orn,
E. coli konak igine orn, bir ekspresyon vektorlu kullanilarak klonlanabilir) ve ekspresyon
taramaya tabi tutulabilir. Bir bireysel soy polipeptiti progenitordeki faydah bir dedisimi
gostermek icin taranarak tanimlandigi zaman (parental polipeptitle karsilastirildig
zaman) burada saklanan karsilik olarak faydali amino asit ornatimini tanimlamak igin

sekanslanabilir.

Doygunluk mutagenezi kullanarak her bir parental polipeptitteki her bir amino asit
pozisyonunun mutageneze tabi tutulmasi Uzerine faydalh amino asit degdisimlerinin
birden fazla amino asit pozisyonunda tanimlanabildi§i takdir edilecektir. Bir veya daha
fazla yeni soy molekulu olusturulabilmekte olup, bunlar bu faydali amino asit
ornatimlarinin tamaminin veya bir kisminin bir kombinasyonunu igerir Ornegin eger 2
spesifik faydall aming asit degisimi bir polipeptitteki 3 amino asit pozisyonunun her
birinde tanimlanirsa permutasyonlar her bir pozisyonda 3 olasihgi (orijinal amino

asitten degisiklik yok ve iki tanesinden her biri faydal degisiklikler) ve 3 pozisyonu
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igerir. Dolayisiyla onceden incelenen 7 tanesi de dahil olmak uzere toplam 3 x 3 x 3
veya 27 olasilik vardir - 6 munferit nokta mutasyonu (bagka bir deyisle ug¢ pozisyonun

her birinde 2 tane) ve herhangi bir pozisyonda degisim yok.

Doygunluk mutagenezi dolayisiyla iki veya daha fazla iligkili polinukleotitin bir hibrit
polinukleotitin rekombinasyon ve reduktif tekrar siralama vasitasiyla olusturulacagdi
sekilde uygun bir konak hucre igine dahil edildidi islem gibi ilave mutageneze tabi tutma

islemleri ile kombinasyon halinde kullanilabilir.

Bir genin tum sekansi boyunca mutagenez gergeklestirmeye ek olarak mutagenez bir
polinukleotit sekansinda herhangi bir sayida bazi degistirmek igin kullanilabilir, burada
mutageneze tabi tutulacak bazlarin sayisi tercih edilen sekliyle 15 ila 100,000
arasindaki her hir tamsayidir. Dolayisiyla bir molekul boyunca her bir pozisyonu
mutageneze tabi tutmak yerine bir kisi her bir veya farkli sayida (tercih edilen sekliyle
15 ila 100,000'lik bir alt dizi) bazi mutageneze tabi tutabilir. Tercih edilen sekliyle bir
polinukleotit sekansi boyunca her bir pozisyonu veya pozisyon grubunu mutageneze
tabi tutmak icin ayri bir nukleotit kullanihr. Mutageneze tabi olacak 3 pozisyonluk bir
grup bir kodon olabilir. Mutasyonlar tercih edilen sekliyle ayrica bir mutagenik kaset
olarak anilan bir heterolog kaset igeren bir mutagenik primer kullanilarak
gerceklestirilebilir. Ornek kasetler 1 ila 500 baza sahip olabilir. Bu tur bir heterolog
kasetteki her bir nukleotit pozisyonuN, A, C, G, T, A/C, A/G, AT, C/G, C/T, G/T, C/GIT,
A/GIT, A/IC/T, A/IC/G veya E olabilir, burada E A, C, G veya T olmayan herhangi bir
bazdir (E bir tasarimci oligo olarak anilabilmektedir).

Genel bir anlamda doygunluk mutagenezi mutageneze tabi tutulacak tanimli
polinukleotit sekansindaki (burada mutageneze tabi tutulacak sekans tercih edilen
sekliyle uzunlukga yaklasik 15 ila 100,000 bazdir) bir tam mutagenez kaseti dizisinin
(burada her bir kaset tercih edilen sekliyle uzunlukga 1-500 bazdir) mutageneze tabi
tutulmasindan olusur. Dolayisiyla bir mutasyon grubu (1 ila 100 mutasyon arasinda
dedismektedir) mutageneze tabi tutulacak her bir kasete dahil edilir. Bir kasete dahil
edilecek mutasyonlarin gruplanmasi doygunluk mutagenezinin  bir turunun
uygulanmasi sirasinda bir ikinci kasete dahil edilecek mutasyonlann ikinci
gruplandirmasiyla ayni veya farkh olabilir. Bu gruplandirma silmeler, eklemeler, belirli
kodonlarin gruplandirmalan ve belirli nukleotit kasetlerinin gruplandirmalarn ile

orneklendirilebilir.
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Mutageneze tabi tutulacak tanimh sekanslar bir tam gen, yol, cDNA, bir tam acik
okuma penceresi (ORF) ve tam promotor, arttirici, represor/transaktivator, replikasyon
orijini, intron, operator veya herhangi bir polinukleotit fonksiyonel grubunu icerir. Genel
olarak bu amag dogrultusunda “tanimli sekanslar” bir 15 bazh polinukleotit sekansinin
ve 15 baz ve 15,000 baz arasinda uzunluklu polinukleotit sekanslar oldudu herhangi
bir sekans olabilir (bu bulus spesifik olarak aradaki her bir tamsayiy1 adlandirmaktadir).
Kodonlarin gruplandirmalarninin segimindeki degerlendirmeler bir dejenere mutagenik

kaset tarafindan kodlanan amino asit turlerini icerir.

Bir mutagenik kasete dahil edilebilen mutasyonlarin gruplandirmasina iligkin olarak her
bir pozisyonda 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ve 20 amino
asit ve bu sayede kodlanan bir polipeptit kutuphanesi kodlayan dejenere kodon
ornatimlar (dejenere oligolar kullanmaktadir) saglanmaktadir.

Sentetik Ligasyon Yeniden Duzenlemesi (SLR)

“Sentetik ligasyon yeniden duzenlemesi” veya basitge “SLR”, bir “yonlendirilmis evrim
islemni” olarak adlandinlan bir stokastik olmayan gen modifikasyon sistemi bulusun yeni
ve degistiriimis ozellikleri olan polipeptitlerini olusturmak icin kullanilabilir.

SLR oligonukleotit fragmanlarinin stokastik olmayan bir sekilde birlikte ligatlanmasina
iliskin bir yontemdir. Bu yontem nukleik asit yapi bloklarinin karistirnrlmamasi,
baglanmamasi veya rastgele kimerize edilmemesi ancak bunun yerine stokastik
olmayan bir sekilde diuzenlenmesi ag¢isindan stokastik oligonukleotit karistirmadan
farkhlagir. Bkz, orn, U.S. 6,773,900; 6,740,506; 6,713,282; 6,635,449, 6,605,449;
6,537,776 sayili patent belgesi. SLR asagidaki adimlan igerir: (a) bir sablon
polinukleotit saglanmasi, burada sablon polinuklectit bir homolog geni kodlayan
sekansi icerir; (b} birden ¢ok yapi blogu polinukleotitinin saglanmasi, burada yapi blogu
polinukleotitleri dnceden belirlenmis bir sekansta sablon polinukleotitle capraz yeniden
duzenleme icin tasarlanir ve bir yapi blogu polinukleotiti hemolog genin bir varyanti ve
varyant sekansi yandan destekleyen sablon polinukleotite homolog bir sekans olan bir
sekans icerir; (c) bir yapi blodu polinukleotitinin bir sablon polinukleotitle yapi blogu
polinukleotitinin homolog gen sekansi varyasyonlari iceren polinukleotitler olusturmak

igin sablon polinukleotitle capraz yeniden duzenlenecegi sekilde kombine edilmesi.

SLR yeniden duzenlenecek polinukleotitler arasinda yuksek homoloji seviyelerinin
mevcudiyetine bagl degildir. Dolayisiyla bu yontem 1079 fazla farkl kimeradan olusan



10

15

20

25

30

127

soy molekullerinin  kutuphanelerini (veya dizilerini} stokastik olmayan sekilde
olusturmak igin kullanilabilir. SLR 107°% fazla farkli soy kimeradan olusan kutuphaneler
olusturmak icin kullanilabilir. Dolayisiyla stokastik olmayan yontemler tasarm
vasitasiyla secilen bir tam duzenek sirasina sahip olan nihai kimerik nukleik asit
molekulu dizisi Uretebilir. Bu yontem elverigli karsilikli olarak uyumlu ligatlanabilir
uglara sahip olan birden ¢ok spesifik nukleik asidin tasarnm vasitasiyla olusturulmasi
ve bu nukleik asit yapi bloklarinin tasarlanan tam bir duzenek sirasina erigilecek

sekilde duzenlenmesi adimlarint igerir.

Duzenlenecek nukleik asit yapi bloklarinin karsilikh olarak uyumlu ligatlanabilir uglari
eder bunlar onceden belirlenmis yapi bloklarnni birlestirmeyi saglarsa bu siralanmig
duzenek tipi icin “elverigli” olarak dederlendirilir. Dolayisiyla nukleik asit yapi bloklarinin
birlestirilebildigi tam diizenek sirasi ligatlanabilir uglarin tasarimi vasitasiyla belirlenir.
Eger birden fazla diuzenek adimi kullanilacaksa 0 zaman nukleik asit yapi bloklari
birlestirilebildigi tam duzenek sirasi ayrica duzenek adiminin {adimlarinin) ardigik
sirasi vasitasiyla belirlenir. Yapi parcalarinin kovalent baglanmasina erismek igin
tavlanmis yapr parcalar bir ligaz (orm, T4 DNA ligaz) gibi bir enzimle isleme tabi

tutulabilir.

Oligonukleotit yap! bloklarinin tasarimi nihai kimerik polinukleotitlerin bir soy dizisini
uretmek igin bir taban olarak islev goren bir progenitor nukleik asit sekansi sablonu
dizisinin analiz edilmesi vasitasiyla elde edilebilir. Bu parental oligonukleotit sablonlar
dolayisiyla mutageneze tabi tutulacak, orn, kimerize edilecek veya karistirilacak
nukleik asit yapi bloklarninin tasarimina yardimei olan bir sekans bilgisi kaynagi olarak
islev gorur. Birden cok parental nukleik asit sablonunun sekanslari bir veya daha fazla
demarkasyon noktasini secmek icin hizalanabilir. Demarkasyon noktalari bir homoloiji
alanina yerlestirilebilir ve bir veya daha fazla nukleotitten olusur. Bu demarkasyon
noktalari tercih edilen sekliyle progenitor sablonlarin en az ikisi tarafindan paylasilr.
Bu sayede demarkasyon noktalari parental polinukleotitleri yeniden duzenlemek igin
olusturulacak oligonukleotit yapi bloklarinin sinirlariny betimlemek igin kullanilabilir.
Progenitor molekullerde tanimlanan ve secilen bu demarkasyon noktalari nihai kimerik
soy molekullerinin duzeneginde potansiyel kimerizasyon noktalari olarak islev gorur.
Bir demarkasyan noktasi en az iki parental polinukleotit sekansi tarafindan paylasilan
bir homoloji alani (en az bir homolog nukleotit bazindan olugmaktadir) olabilir. Alternatif
olarak bir demarkasyon noktasi parental polinukleotit sekanslarinin en azindan yarisi



10

15

20

25

30

128

tarafindan paylasilan bir homoloji alani olabilir veya parental polinukleotit sekanslarinin
en az ugte ikisi tarafindan paylasilan bir homoloji alani olabilir. Daha da ¢ok tercih
edilen sekliyle elverigli bir demarkasyon noktasi parental polinukleotit sekanslarinin
dortte ucu tarafindan paylasilan bir homoloji alanidir veya parental polinukleotit
sekansinin neredeyse tamami tarafindan paylasilir. Bir demarkasyon noktasi parental
polinukleotit sekanslarinin tamami tarafindan paylasilan bir homoloji noktasidir.

Bir ligasyon yeniden duzenleme islemi soy kimerik polinukleotitlerin kapsamh bir
Kutuphanesini olusturmak icin kapsamli bir sekilde gerceklestirilebilir. Baska bir deyisle
nukleik asit yapi bloklarinin butun olasi siralanmis kombinasyonlari nihai kimerik
nukleik asit molekulu dizisinde sunulmaktadir. Ayni zamanda diuzenek sirasi (bagka
bir deyisle her bir nihai kimerik nukleik asidin 5'ila 3 sekansindaki her bir yapi blogunun
duzenek sirasi) her bir kombinasyonda yukarda agiklandigi gibi tasarim vasitasiyla
(veya stokastik olmayan sekilde) olur. Stokastik olmayan yapidan dolayi istenmeyen
yan urunlerin olasihdi buyuk élgude dusurulur.

Ligasyon yeniden duzenleme yontemi sistematik olarak gergeklestirilebilir. Ornegin
yontem sistematik olarak bolumlere ayrilmis bir soy molekulu kutuphanesi olusturmak
icin gerceklestiriimekte olup, bolumler orn, teker teker sistematik olarak taranabilir.
Baska bir deyisle sirali olarak kademelendirilen duzenek reaksiyonlarinin segici ve
makul kullanimiyla birlestirilen spesifik nukleik asit bloklarinin segici ve makul kullanimi
araciligiyla spesifik soy urunu dizilerinin ¢esitli reaksiyon kaplarinin her birinde
yapildigi bir tasarima erigilebilir. Bu sistematik incelemeye ve tarama prosedurlerinin
gerceklestirimesine olanak saglar. Dolayisiyla bu yontemler potansiyel olarak ¢ok
fazla sayida soy molekulunun daha kugcuk gruplar halinde incelenmesine olanak
saglar. Son derece esnek yine de kapsamli ve ayni zamanda sistematik olan bir sekilde
kimerizasyon gerceklestirme kabiliyetinden dolayr ozellikle progenitor molekuller
arasinda dusuk bir homoloji seviyesi oldugu zaman bu yontemler ¢ok sayida soy
molekulunden olusan bir kutuphanenin (veya dizinin) olusmasini saglar. Stokastik
olmayan yapisindan dolayi olusturulan soy molekulleri tercih edilen sekliyle tasarim
vasitasiyla secilen bir tam duzenek sirasina sahip olan nihai kimerik nukleik asitlerden
bir kutuphane igerir. Doygunluk mutagenezi ve optimize yonlendirilmis evrim
yontemleri de ayrica farkli soy molekuler turleri olusturmak igin kullanilabilir. Bunun
demarkasyon noktalarina, nukleik asit yapi bloklannin biyuklugune ve sayisina ve
kenetlenmelerin buyuklugiune ve tasarimina yonelik olarak se¢im ve kontrol serbestligi
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sagladigi takdir edilecektir. Ayrica molekuller arasi homolojiye yonelik gereksinimin bu
bulusun islerligi acisindan son derece rahatlamis oldudu takdir edilecektir. Aslinda
demarkasyon noktalari ¢cok az ya da hig molekuller arasi homoloji alanlarinda
secilebilir. Ornedin kodon oynamasindan, baska bir deyisle kodonlarin dejenere
olmasindan dolayl nukleotit ornatimlarn karsilik gelen progenitdor sablonunda orijinal
olarak kodlanan amino asit degistirimeden nukleik asit yapi bloklarinin icine
yerlestirilebilir. Alternatif olarak bir kodon orijinal bir amino aside yonelik kodlamanin
degistirilecedi sekilde dedistirilebilir. Bu yontem bu ornatimlarin molekuller arasi
homolog demarkasyon noktalarinin meydana gelmesini arttirmak ve dolayisiyla yapi
bloklan arasinda artan sayida kenetlenmeye olanak saglamak igcin nukleik asit yapi
bloklan icine vyerlestirilebilir, bu da karsihginda ¢ok fazla sayida soy kimerik

molekulunun olusturulmasina olanak saglar.
Sentetik gen yeniden duzenlemesi

Sentetik gen yeniden duzenlenmesi olarak adlandirilan stokastik olmayan bir yontem
(orn, Gen Yeniden Duzenlemesi, bkz, orn, U.S. Patent No. 6,537,776) stokastik
kanstirmadan nukleik asit yapi bloklarinin karistirlmamasi veya konsantre edilmemesi
veya rastgele sekilde kimerize edilmemesi ancak bunun yerine stokastik olmayan bir

sekilde duzenlenmesi acisindan farklilik gosterir.

Sentetik gen yeniden duzenlemesi karistirilacak polinukleotitler arasinda yuksek
homoloji seviyelerinin mevcudiyetine bagh degildir. Yontem 10'% fazla farkh kimeradan
olugan soy molekullerinin kutuphanelerini (veya dizilerini) stokastik olmayan sekilde
olusturmak igin kullanilabilir. Muhtemelen sentetik gen yeniden duzenlemesi

101900 fazla farkh soy kimerasindan olusan kitiphaneler olusturmak igin kullanilabilir.

Stokastik olmayan bir ydontem tasarim vasitasiyla secilen bir nihai kimerik nukleik asit
dizisi Uretebilmekte olup, burada yontem elverisli karsilikh olarak uyumlu ligatlanabilir
uclara sahip olan birden ¢ok nukleik asit yapi blogunun tasarim vasitasiyla
olusturulmasi ve bu nukleik asit yapi bloklarinin tasarlanan bir tam duzenek sirasina

erisilecedi sekilde duzenlenmesi adimlarindan olusur.

Sentetik gen yeniden duzenlemesi 1) bir veya daha fazla atadan gelen veya parental
jenerasyon sablonundan (sablonlarindan) en az bir nokta mutasyona, eklemeye,
siimeye &/veya kimerizasyona erismek icin mutageneze tabi tutulan molekulun
(molekullerin) (bir polinukleotit sekansi, orn, sekansi kodlayan bir polipeptit iceren bir



10

15

20

25

30

130

molekul dahil olmak uzere)bir soy jenerasyonunun hazirlanmasina; 2) soy jenerasyon
molekulunun (molekullerinin) orn, ilgili en az bir 6zellik igin (bir enzim aktivitesinde bir
gelisme gibi) yuksek ciktili bir yontem kullanilarak taranmasina; 3) bir yonde parental
&/veya soy jenerasyon molekulleriyle iliskili olarak yapisal &/veya fonksiyonel bilginin
elde edilmesine &/veya kataloglanmasina ve 4) bir yonde adimlar 1) ila 3yun herhangi
birinin tekrar edilmesine iligkin bir yontem icerir. “Kodon alan-doygunluk mutagenezi’
olarak adlandinlan durumda (orn, bir ana polinukleotit sablonundan) her bir kodonun
(veya ayni amino asidi kodlayan dejenere kodonlarin her bir ailesinin) her bir kodon
pozisyonunda temsil edilecedi sekilde her bhiri en fazla ug kesintisiz nokta
mutasyonundan (baska bir deyisle yeni bir kodon igeren farkli bazlardan) olusan bir
diziye sahip olan bir polinukleotit soy jenerasyonu olusturulabilir. Bu polinukleotit
progenitor jenerasyonuna karsilik gelen ve bunun tarafindan kodlanan ayrica her biri
en az bir tekli amino asit nokta mutasyonuna sahip olan bir soy polipeptit dizisi
olusturulmasidir. “Amino asit alan-doygunluk mutagenezi” olarak adlandinlan durumda
polipeptit boyunca her bir amino asit pozisyonunda dogal olarak kodlanan 19 polipeptit
olusturan alfa-amino asit ornatimi i¢in bu tur bir mutant olusturulabilir. Bu parental
polipeptit boyunca her bir amino asit pozisyonu icin orijinal amino asit dahil olmak Uzere
toplamda 20 farkh progenitor polipeptiti veya potansiyel olarak eger 20 dogal olarak
kodlanan amino asit yerine ya da huna ek olarak ilave amino asitler kullanilmigsa
potansiyel olarak 21'den fazla soy polipeptiti olusturulabilir.

Dolayisiyla bu yaklagim 20 dogal olarak kodlanan polipeptit olusturan alfa-amino
asitler, diger nadir &/veya dogal olarak kodlanmamis amino asitler ve amino asit
turevleri iceren, bunlara ek olarak &/veya bunlarla kombinasyon halinde mutantlar
olusturmak icin elveriglidir. Bu yaklasik ayrica uygun konaklarin dogal veya
degistiriimemis kodon ayirt etme sistemlerine ek olarak &/veya bunlarla kombinasyon
hainde degistiriimis, mutageneze tabi tutuimus &/veya tasarimci kodon ayirt etme
sistemlerinin kullamimi (bir konak hucrede bir veya daha fazla degistiriimis tRNA

molekulu ile) vasitasiyla mutantlarin olusturulmasi igin elveriglidir.

Bir polipeptiti kodlayan polinukleotitler hazirlamaya yonelik bir yontem kismi homoloji
iceren polinukleotit sekanslarinin in vivo tekrar siralanmasina, en az bir polinukleotit
olusturmak igin polinukleotitierin duzenlenmesine ve faydali bir ozellige sahip olan
polipeptitin (polipeptitlerin) Uretimi icin polinukleotitlerin taranmasina iligkin bir ydntem
vasitasiyla olabilir.
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Bu yontem herhangi bir molekuler 6zellikle (6rn, bir enzimatik aktivite) veya mevcut
teknolojinin olanak sagladigi ozelliklerin kombinasyonlanyla iligkili olarak erisilen
herhangi bir mutasyonel degisimin etkilerinin (6zellikle doygunluk mutagenezi dahil
olmak uzere) analiz edilmesi ve kataloglanmasi igin elveriglidir. Dolayisiyla bir parental
polipeptitteki her bir amino asidin en az 19 muhtemel ormmatimin her birine
degistiriimesinin etkisini belirlemek icin kapsamh bir yontem saglanmaktadir. Bu bir
parental polipeptitteki her bir amino asidin polipeptitin dlculebilir ozelli§i Lzerindeki
kendi potansiyel etki spektrumuna gore karakterize edilmesine ve kataloglanmasina

olanak saglar.

Bir nukleik asit yapi blogu yoluyla bir kimerik soy molekulunun igine bir intron
yerlestirilebilir. Intronlar genellikle bunlan islevsel kimak icin her iki terminalde
konsensus sekanslara sahiptir. Gen ug birlestirmesini saglamasina ek olarak intronlar
homolog rekombinasyonu saglamak icin diger nukleik asitlere homoloji alanlari
saglayarak ilave bir amaca hizmet edebilir. Bu amag¢ ve potansiyel olarak digerleri
dogrultusunda bazen bir intronu yerlestirmek icin buyuk bir nukleik asit yapi blogu
olusturmak istenebilir. Eger buyukluk iki tek sarmalli oligonun dogrudan kimyasal
sentezi vasitasiyla kolaylikla olusturuluyorsa bu tur bir 6zellestiriimis nukleik asit yapi
blogu ayrica ikiden fazla tek sarmalli oligonun dogrudan kimyasal sentezi vasitasiyla

veya bir polimeraz tabanlh amplifikasyon reaksiyonu kullanilarak olusturulabilir.

Duzenlenecek nukleik asit yapi bloklarimin karsihikli olarak uyumlu ligatlanabilir uglari
eder bunlar onceden belirlenmig yapi bloklarnini birlestirmeyi sadlarsa bu siralanmig
duzenek tipi igin “elverigli” olarak dederlendirilir. Dolayisiyla nukleik asit yapi bloklarinin
birlesebildigi tam duzenek sirasi ligatlanabilir uglarin tasarimi araciligiyla belirtilir ve
eder birden fazla duzenek adimi kullanilacaksa o zaman nukleik asit yapi bloklar
birlestirilebildigi tam duzenek sirasi ayrica duzenek adiminin {adimlarinin) ardigik
sirasi vasitasiyla belirlenir. Yapi parcalarinin kovalent baglanmasina erigsmek icin
tavlanmis yapr parcalari bir ligaz {(orm, T4 DNA ligaz) gibi bir enzimle isleme tabi

tutulabilir.

Kenetlenme katihmcidaki her bir nukleotitten faydalanmayan bir sekilde meydana
gelebilir. Kenetlenme ozellikle eder kenetlenme ozellikle bir “aralik ligasyonu” veya bir
“aralikh ligasyon” olarak adlandirilan durumu olusturmak icin bir ligaz enzimi ile iglem
vasitasiyla gergeklestirilirse hayatta kalacak kadar canhdir. Bu kenetleme tipi

istenmeyen arka plan urununun (Urunlerinin} olusumuna katkida bulunabilir ancak
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ayrica avantajh olarak tasarlanan ligasyon yeniden duzenlemesi tarafindan olusturulan
soy kutuphanesinin cesitliligini de arttirabilir. Belirli sarkmalar bir palindromik
kenetlenme olusturmak icin kendi kendine kenetlenmeden gegebilir. Bir kenetlenme
eder bir ligaz enzimi ile islem vasitasiyla takviye edilirse ozellikle guglendirilir. Bu
sarkmalar uzerinde 5' fosfatlarin olmamasi bu tip palindromik kendi kendine ligasyonu
engellemek igin avantajli olarak kullanilabilir. Dolayisiyla bir 5' fosfat grubundan muaf
olan nukleik asit yapi bloklan kimyasal olarak yapilabilir (veya siralanabilir). Alternatif
olarak bunlar ligasyon yeniden dlzenleme islemlerinde palindromik kendi kendine
ligasyonlar engellemek igin orn, bir dana intestinal alkalin fosfataz (CIAP) gibi bir

fosfataz enzimi ile iglem vasitasiyla uzaklastirilabilir.

Nukleik asit yapi bloklarinin tasarimi nihai kimerik polinukleotitlerin bir progenitor
dizisini Uretmek icin bir taban olarak iglev goren bir soy nukleik asit sablonu dizisinin
sekanslarinin analiz edilmesi vasitasiyla elde edilebilir. Bu progenitor nukleik asit
sablonlar dolayisiyla mutageneze tabi tutulacak, baska bir deyisle kimerize edilecek
veya karistinlacak nukleik asit yapi bloklannin tasanmina yardimcei olan bir sekans
bilgisi kaynagi olarak islev gorur.

Mevcut bulusun ksilanazlari ve/veya glukanazlari burada aciklanan yontemlere uygun

olarak mutageneze tabi tutulabilir.

Birden ¢ok soy nukleik asit sablonunun (0rn, bulusun polintikleotitleri) sekanslari bir
veya daha fazla demarkasyon noktasi secmek icin hizalanabilmekte olup, burada
demarkasyon noktalari bir homoloji alanina yerlestirilebilir. Demarkasyon noktalar
olusturulacak nukleik asit yapi bloklarinin sinirlarini betimlemek igcin kullanilabilir.
Dolayisiyla progenitor molekullerde tanimlanan ve secilen bu demarkasyon noktalan
kimerik soy molekullerinin duzeneginde potansiyel kimerizasyon noktalar olarak islev
gorur.

Tipik olarak elverigli bir demarkasyon noktasi en az iki progenitor sablon tarafindan
paylasilan bir homoloji alanidir (en az bir homolog nukleotit bazindan olusmaktadir)
ancak dekarmasyon noktasi progenitor sablonlarin en az yarisi, progenitor sablonlarin
en az ugte ikisi, progenitor sablonlarin en az dortte Ugu ve tercih edilen sekliyle
progenitor sablonlarin neredeyse tamami tarafindan paylasilan bir homoloji alani
olabilir. Daha da tercih edilen sekliyle elverigli bir dekarmasyon noktasi progenitor
sablonlarin tamami tarafindan paylagilan bir homoloji alanidir.
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Gen yeniden duzenlemesi islemi kapsaml bir kutuphane olusturmak icin kapsamh bir
sekilde gergeklestirilebilir. Bagka bir deyisle nukleik asit yapi bloklarinin butun olasi
siralanmis  kombinasyonlari nihai  kimerik nukleik asit molekulu dizisinde
sunulmaktadir. Ayni zamanda duzenek sirasi (bagka bir deyisle her bir nihai kimerik
nukleik asidin 9' ila 3 sekansindaki her bir yapi blogunun diuzenek sirasi) her bir
kombinasyonda tasarim vasitasiyla (veya stokastik olmayan sekilde) olur. Yontemin
stokastik olmayan yapidan dolayl istenmeyen yan urunlerin olasiigi buyuk oélgide
dusurulor.

Gen yeniden duzenleme islemi ornegin yontem sistematik olarak bolumlere ayrilimis
bir kutuphane olusturmak icin gergeklestiriimekte olup, bolumler orn, teker teker
sistematik olarak taranabilir. Baska bir deyisle sirali olarak kademelendirilen diizenek
reaksiyonlarinin segici ve makul kullanimiyla birlegtirilen spesifik nukleik asit
bloklarinin secici ve makul kullanimi araciidiyla spesifik soy Urunu dizilerinin gesitli
reaksiyon kaplarinin her birinde yapildigi deneysel bir tasarima erisilebilir. Bu
sistematik incelemeye ve tarama prosedurlerinin gerceklestiriimesine olanak saglar.
Dolayisiyla yontem potansiyel olarak ¢ok fazla sayida soy molekulunun daha kuguk

gruplar halinde incelenmesine olanak saglar.

Son derece esnek yine de kapsamh ve ayni zamanda sistematik olan bir sekilde
kimerizasyon gergeklestirme kabiliyetinden dolayr ozellikle progenitdr molekuller
arasinda dusuk bir homoloji seviyesi oldugu zaman bu yontemler ¢ok sayida soy
molekulunden olugan bir kutuphanenin (veya dizinin) olugmasini saglar. Anlik gen
yeniden duzenlemesinin stokastik olmayan yapisindan dolayr olusturulan soy
molekulleri tercih edilen sekliyle tasanim vasitasiyla segilen bir tam duzenek sirasina
sahip olan nihai kimerik nukleik asitlerden bir kutuphane igerir. Ozel bir yonde
olusturulmus bu tir bir kiitiphane 10>den daha fazla 10'°°%den daha fazla farkli soy

molekuler turunden olusur.

Aciklandidi gibi Uretilen nihai kimerik nukleik asit molekullerinin bir dizisi bir polipeptiti
kodlayan bir polinukleotit icerebilir. Bu polinukleotit insan yapimi bir gen olabilen bir
gen olabilir. Bu polinukleotit insan yapimi bir gen yolu olabilen bir gen yolu olabilir. Bir
veya daha fazla insan yapimi gen bir Okaryotik organizmada (bir bitki dahil olmak

uzere) faal olabilen yol olarak insan yapimi bir gen yolunun icine yerlestirilebilir.



10

15

20

25

30

134

Yapi bloklarinin olusturuldugu adimin sentetik yapisi bir yonde bir in vitro igslemle (orn,
mutagenez vasitasiyla) veya bir in vivo islemle (6rn, bir konak organizmanin gen ug
birlestirme kabiliyeti kullanilarak) daha sonra uzaklastirilabilen nukleotitlerin (orn,
ornegdin kodonlar veya intronlar veya regulator sekanslar olabilen bir veya daha fazla
nukleotitin) tasarimina ve vyerlestiriimesine olanak sadlar. Birgcok durumda bu
nukleotitlerin verlestiriimesini ayrica elverisli bir dekarmasyon noktasi olusturmaya
iliskin potansiyel faydaya ek olarak bircok baska nedenden dolayi istenebilecedi takdir

edilecektir.

Dolayisiyla bir nukleik asit yapi blogu bir intronu yerlestirmek igin kullanmlabilir.
Dolayisiyla fonksiyonel intronlar insan yapimi hir gen igine yerlestirilebilir. Dolayisiyla
fonksiyonel intronlar insan yapimi bir gen yolu igine yerlestirilebilir. Bu bir (veya daha
fazla) yapay olarak yerlestiriimig intron (intronlar) iceren bir insan yapimi gen olan bir

kimerik polinukleotitin olusumunu saglar.

Tercih edilen sekliyle yapay olarak yerlestirilen intron (intronlar) dogal olarak meydana
gelen intronlarin gen ug birlestirmesinde fonksiyonel olarak islev gordugu sekilde gen
ug birlestirmesi icin bir veya daha fazla konak hicrede fonksiyoneldir. insan yapimi
intron igeren polinukleotitler rekombinasyon ve/veya ug birlestirme icin konak

organizmalara yerlestirilebilir.

Bu sekilde Uretilen insan yapimi bir gen ayrica baska bir nukleik asitle rekombinasyon
icin bir substrat olarak iglev gorebilir. Benzer sekilde bu sekilde uretilen insan yapimi
bir gen yolu ayrica baska bir nukleik asitle rekombinasyon igin bir substrat olarak islev
gorebilir. Rekombinasyon insan yapimi, intron igeren gen ve bir rekombinant partner
olarak islev gore bir nukleik asit arasindaki homoloji alanlarinda meydana gelebilir veya
bunlar sayesinde kolaylastirlabilir. Rekombinasyon partneri ayrica insan yapimi bir
gen veya insan yapimi bir gen yolu dahil olmak uzere burada agiklandigi yontem
vasitasiyla uretilen bir nukleik asit olabilir. Rekombinasyon insan yapimi gende bir
(veya daha fazla) yapay olarak yerlestirilen intronda (intronlarda) mevcut olan homoloji

alanlarinda meydana gelebilir veya bunlar sayesinde kolaylastinlabilir.

Sentetik gen yeniden duzenleme yontemi her biri tercih edilen sekliyle iki ligatlanabilir
uca sahip olan birden gok nukleik asit yapt blogu kullanir. Her bir nukleik asit yapi

blogundaki iki ligatlanabilir ug iki kor ug (orn, her biri sifir nukleotitlik bir sarkmaya
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sahiptir) veya tercih edilen sekliyle bir kor ug ve bir sarkma veya daha da tercih edilen
sekliyle iki sarkma olabilir.

Bu amaca yonelik olarak kullanigh bir sarkma bir 3' sarkmasi veya bir &' sarkmasidir.
Dolayisiyla nukleik asit yapi blogu bir 3' sarkmasina veya alternatif olarak bir 5'
sarkmasina veya alternatif olarak iki 3' sarkmasina veya alternatif olarak iki 5'
sarkmasina sahip olabilir. Nukleik asit yapi blogunun bir nihai kimerik nukleik asit
molekull olusturmak icin duzenlendigi tam sira amaca yonelik deneysel tasarim

vasitasiyla belirlenir ve rastgele dedildir.

Bir nukleik asit yapi blogu iki tek sarmalli nukleik asidin (ayrica tek sarmalli oligolar
olarak anilmaktadir) kimyasal sentezi ve bunlarin bir ¢ift sarmalli nukleik asit yapi blogu
olusturmak igin yeniden birlesmesine olanak saglamak icin temas ettiriimesi vasitasiyla

olusturulabilir.

Bir ¢ift sarmalli nukleik asit yapi blogu degisen buyuklukte olabilir. Bu yapi bloklarinin
buyuklukleri kuguk veya buyuk olabilir. Yapr bloguna iligkin ornek buyuklukler 1 baz
¢cifti (herhangi bir sarkma icermemektedir) ila 100,000 baz cifti (herhangi bir sarkma
icermemektedir} arasinda degisir. Diger 6rnek buyukluk araliklan ayrica saglanmakta
olup, 1 bp ila 10,000 bp’lik {aradaki her bir tamsayi degeri dahil olmak Uzere) alt
limitlere ve 2 bp ila 100,000 bp’lik (aradaki her bir tamsayi degeri dahil olmak Uzere)
Ust limitlere sahiptir.

Elverisli olan bir ¢ift sarmalli nukleik asit yapi blogunun olusturulabildidi yontemler
mevcuttur ve bunlar teknikte bilinmektedir ve uzman kisi tarafindan kolaylkla
gerceklestirilebilir.

Bir cift sarmalh nukleik asit yapi blodu ilk olarak iki tek sarmalli nukleik asidin
olusturulmasi ve bunlarin bir ¢ift sarmalli nukleik asit yapi blogu olusturmak icin
birlesmesine olanak saglanmasi vasitasiyla olusturulabilir. Bir ¢ift sarmall nukleik asit
yapi blogunun iki sarmal bir sarkma olusturan disinda her bir nukleotitte tamamlayici
olabilir, dolayisiyla herhangi bir sarkma (sarkmalar) disinda eslesmeme icermez. Bir
gift sarmalli nukleik asit yapi blogunun iki sarmall bir sarkma olusturan diginda
nukleotitlerin tamamindan azinda tamamlayici olabilir. Dolayisiyla gift sarmalli bir
nukleik asit yapi blogu kodon bozulmasini uygulamak icin kullanilabilir. Kodon

dejenerasyonu burada agiklanan, bir veya daha fazla N,N,G/T kaseti kullanan veya
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alternatif olarak bir veya daha fazla N,N,N kaseti kullanan alan-doygunluk mutagenezi
kullanilarak gergeklestirilir.

Rekombinasyon yontemi bilinmeyen hibritlerden veya spesifik bir polinukleotitin veya
sekansin alellerinden olusan bir havuzda korlemesine gergeklestirilir. Ancak spesifik

polinukleotitin gercek DNA veya RNA sekansini bilmek gerekli degildir.

Karisik bir gen populasyonu igcinde rekombinasyon kullanma yaklasimi herhangi bir
faydall proteinin, ornedin interlokin-1:in, antikorlarin, tPA'nin ve buyime hormonunun
olusumu icin faydal olabilir. Bu yaklasim degistiriimis spesifiteye veya aktiviteye sahip
olan proteinler olusturmak icin kullanilabilir. Yaklasik ayrica hibrit nukleik asit
sekanslarin 6rnegin promotor alanlarin, intronlarin, ekzonlarin, arttirici sekanslarin,
genlerin 31 cevrilmemis bolgesinin veya 51 gevrilmemis bolgesinin olusumu igin
faydahdir. Dolayisiyla bu yaklasim artan ekspresyon cranlarina sahip olan genler
olusturmak igin kullanilabilir. Bu yaklagim ayrica tekrarli DNA sekanslarini calismakta
faydal olabilir. Son olarak bu yaklasim ribozomlari veya aptamerleri mutasyona tabi

tutmak icin faydah olabilir.

Burada agiklanan yontemler reduktif yeniden degerlendirmenin, rekombinasyonun ve
secimin tekrar eden dongulerinin kullanimina yonelik olup, DNA, RNA veya proteinler
gibi son derece kompleks lineer sekanslarin rekombinasyon araciliiyla yonlendirilmis

molekuler evrimine olanak saglar.
Optimize Yonlendirilmis Evrim Sistemi

“Optimize yonlendirilmis evrim sistemi” olarak adlandirilan stokastik olmayan bir gen
modifikasyonu sistemi bulugun polipeptitlerini eni veya degistirimis ozelliklerle
olusturabilir. Optimize yonlendirilmis evrim reduktif yeniden degerlendirme,
rekombinasyon ve segimin tekrar eden dongulerinin kullanimina yoénelik olup,
rekombinasyon aracihdiyla nukleik asitlerin yonlendiriimis molekuler evrimine olanak
saglar. Optimize yonlendiriimis evrim dahil olan kimerik sekanslarin buyuk bir
populasyonunun olusmasina olanak saglamakta olup, burada olugsan populasyon
onceden belirlenmis bir sayida gaprazlama olayina sahip olan sekanslara yonelik

olarak dikkate deger sekilde zenginlestirilir.

Bir caprazlama olayr bir parental varyanttan bagka bir parental varyanta dogru
sekansta hir kayma meydana gelen bir kimerik sekanstaki bir noktadir. Bu tur bir nokta
normalde iki ebeveynden nukleotitlerin tek bir sekans olusturmak igin birlikte
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ligatlandigi birlesme yerindedir. Bu yontem oligonukleotit sekanslarinin  dogru
konsantrasyonlarinin hesaplanmasina olanak saglar, boylece sekanslarin nihai
kimerik populasyonu secilen sayida ¢caprazlama olayina yonelik olarak zenginlestirilir.
Bu onceden belirlenmis sayida caprazlama olayina sahip olan kimerik varyantlarin

secimi Uzerine daha fazla kontrol saglar.

Ek olarak bu yontem diger sistemlerle karsilastirldiginda son derece fazla miktarda
muhtemel protein varyanti alaninin acida cikmasi igin guvenli bir arag saglar. Onceden
eger bir kisi ornedin bir reaksiyon sirasinda 10" kimerik molekul saglamissa belirli bir
aktivite icin bu kadar yuksek sayida kimerik varyanti test etmek ozellikle zor olmustur.
Bunun otesinde soy populasyonunun onemli bir kismi belirli bir aktivitenin artan
seviyelerine sahip olmasi cok muhtemel clmayan proteinlerle sonuglanan ¢cok yuksek
sayida gaprazlama olayina sahip olacaktir. Bu yontemlerin kullanilmasi vasitasiyla
kimerik molekullerin populasyonu belirli bir caprazlama olayl sayisina sahip olan
varyantlara yonelik olarak zenginlestirilebilir. Dolayisiyla her ne kadar bir kisi bir
reaksiyon sirasinda 103 kimerik molekul meydana getirse de baska analiz icin segilen
molekullerin her biri muhtemelen ornegin sadece u¢ caprazlama olayina sahip olur.
Meydana gelen soy populasyonu onceden belirlenmis sayida caprazlama olayina
sahip olmaya egilimli oldugundan dolayi kimerik molekuller arasindaki fonksiyonel
gesitlilik Uzerindeki sinirlar azaltilmaktadir. Bu orijinal parental poliniikleoititten hangi
nukleaotitin belirli bir tehdit olusturmaktan sorumlu olabildigi hesaplandigl zaman daha
fazla idare edilebilen sayida degisken saglar.

Bir kimerik soy polinukleotit sekansi olugsturmak igcin bir yontem her bir parental
sekansin fragmanlarina veya bolumlerine karsilik gelen oligonuklectitleri olugturmaktir.
Her bir oligonukleotit tercih edilen sekliyle kendine 6zgu bir Ust Uste binme bolgesi
icerir, boylece oligonukleotitlerin birlikte kanstinimasi dogru sirada diuzenlenen
oligonukleotit fragmanina sahip olan yeni bir varyantla sonuclanir. ilave bilgi ayrica orn,
USSN 09/332,835; U.S. Patent No. 6,361,974 patent yayinlarinda bulunabilir.

Her bir parental varyant icin olusturulan oligonukleotitlerin sayisi sonugta olusturulan
kimerik molekulde meydana gelen caprazlamalarin toplam sayisiyla bir iliski tasir.
Ornegdin Ug parental nukleotit sekansi varyantinin ornegin yuksek sicaklikta daha fazla
aktiviteye sahip olan bir kimerik varyant bulmak icin bir ligasyon reaksiyanundan
gecmesi saglanabilir. Bir érnek olarak 50 oligonukleotit sekansindan olusan bir dizi
olusturulabilmekte olup, bu da her bir parental varyantin her bir bdlumune karsihk gelir.
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Dolayisiyla ligasyon yeniden duzenleme islemi sirasinda kimerik sekanslarin her biri
icinde 50’ye kadar ¢aprazlama olayr olabilir. Olusturulan kimerik polipeptitlerin her
birinin her bir parental varyanttan degisen sirada oligonukleotitler icerme olasiligi cok
dusuktur. Eger her bir oligonukleotit fragmani ligasyon reaksiyonunda ayni molar
miktarda bulunuyorsa ayni pozisyonlarda ayni parental polinukleoititten
oligonukleotitlerin bir baskasina bitisik olana ligatlanmasi olasidir ve dolayisiyla bir
caprazlama olayl ile sonuclanmayacaktir. Efer her bir ebeveynden her bir
oligonukleotitin konsantrasyonu bu ornekte herhangi bir ligasyon adiminda sabit
tutulursa ayni parental varyanttan bir oligonukleotitin kimerik sekans icinde
ligatlanmasi ve gaprazlama uretmemesi icin 1/3 oraninda bir sans vardir (3 ebeveyn

oldugu varsayiimaktadir).

Dolayisiyla bir parental varyant sayisi, her bir varyanta karsilik gelen oligonukleotitlerin
sayisi ve ligasyon reaksiyonu sirasinda her bir varyantin konsantrasyonlan goz
onunde tutuldugunda bir ligasyon reaksiyonunda her bir adim sirasinda meydana
gelmesi olasi olan caprazlama olaylarinin populasyonunu tahmin etmek igin bir olasilik
yogunluk fonksiyonu (PDF) belirlenebilir. PDF'in belirlenmesinin arkasindaki istatistik
ve matematik agagida agiklanmaktadir. Bu yontemlerin kullaniimasi vasitasiyla bir Kigi
bu tur bir olasilik yogunluk fonksiyonu hesaplayabilir ve dolayisiyla beliri bir ligasyon
reaksiyonundan kaynaklanan g¢aprazlama olaylarinin énceden belilenmis sayisina
yonelik olarak kimerik soy populasyonunu zenginlestirebilir. Bunun dtesinde
gcaprazlama olaylarinin hedeflenen sayisi onceden belirlenebilir ve sistem dnceden
belirlenmis sayida caprazlama olayina odaklanan bir olasilhik yogunluk fonksiyonu elde
etmek igin daha sonra ligasyon reaksiyonundaki her bir adim sirasinda her bir parental
oligonukleotitin baslangic miktarini hesaplamak igcin programlanabilir. Bu yontemler
reduktif yeniden degderlendirme, rekombinasyon ve secimin tekrar eden dongulerinin
kullanimina yonelik olup, rekombinasyon araciligiyla nukleik asitlerin yonlendirilmis
molekuler evrimine olanak saglar. Bu sistem dahil olan kimerik sekanslarin buyuk bir
populasyonunun olusmasina olanak saglamakta olup, burada olusan populasyon
onceden belirlenmis bir sayida caprazlama olayina sahip olan sekanslara yonelik
olarak dikkate deger sekilde zenginlestirilir. Bir gaprazlama olayl bir parental
varyanttan baska bir parental varyanta dogru sekansta bir kayma meydana gelen bir
kimerik sekanstaki bir noktadir. Bu tur bir nokta normalde iki ebeveynden nukleotitlerin
tek bir sekans olusturmak igin birlikte ligatlandigi birlesme yerindedir. Yontem
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oligonukleotit sekanslarinin dogru konsantrasyonlarinin hesaplanmasina olanak
saglar, boylece sekanslarin nihai kimerik populasyonu secilen sayida caprazlama
olayina yonelik olarak zenginlestirilir. Bu onceden belirlenmis sayida caprazlama

olayina sahip olan kimerik varyantlarin secimi Uzerine daha fazla kontrol saglar.

Ek olarak bu yontemler diger sistemlerle karsilastirildiginda son derece fazla miktarda
muhtemel protein varyantl alaninin agiga ¢ikmasi icin guvenli bir arag saglar. Burada
aciklanan bu yontemlerin kullamimasi vasitasiyla kimerik molekullerin populasyonu
beliri bir gaprazlama olayl sayisina sahip olan varyantlara yonelik olarak
zenginlestirilebilir. Dolayisiyla her ne kadar bir kisi bir reaksiyon sirasinda 10"® kimerik
molekul meydana getirse de baska analiz icin secilen molekullerin her biri muhtemelen
ornedin sadece Ug¢ gaprazlama olayina sahip olur. Meydana gelen soy populasyonu
onceden belirlenmis sayida ¢aprazlama olayina sahip olmaya egilimli oldugundan
dolayr kimerik molekuller arasindaki fonksiyonel g¢esitlilik Uzerindeki sinirlar
azaltiimaktadir. Bu orijinal parental polinukleoititten hangi nukleotitin belirli bir tehdit
olusturmaktan sorumlu olabildigi hesaplandigi zaman daha fazla idare edilebilen
sayida degisken saglar.

Bir yonde yontem her bir parental sekansin fragmanlarina veya bolumlerine karsilik
gelen oligonukleotitleri olusturarak bir kimerik soy polinukleotit sekansi olusturur. Her
bir oligonukleotit tercih edilen sekliyle kendine 6zgu bir Ust Uste binme bhbdlgesi icerir,
boylece oligonukleotitlerin birlikte kanstiriimasi dogru sirada duzenlenen oligonukleotit
fragmanina sahip olan yeni bir varyantla sonuglanir. Ayrica bakiniz USSN 09/332,835

Caprazlama Olaylarinin Belirlenmesi

Bir sistem ve yazilim istenen caprazlama olasilik yodunluk fonksiyonunu (PDF),
yeniden duzenlenecek ebeveyn sayisini ve yeniden duzenlemedeki fragmanlarin
sayisini girdi olarak alir. Bu programin ¢iktisi yeniden duzenlenmis genleri Uretmek icin
bir tarif ve bu genlerin tahmin edilen gaprazlama PDF:ini belirlemek igin kullanilabilen
bir “fragman PDF™tir. Burada aciklanan islem tercih edilen sekliyle teknik hesaplama
icin bir programlama dili ve gelistirme ortami olan MATLAB™:da (The Mathworks,

Natick, Massachusetts) gerceklestirilir.
Tekrarl iglemler

Burada agiklanan islemler yinelemeli bir sekilde tekrarlanabilir. Ornegin degistirilmis
veya veni bir ksilanaz fenotipinden sorumlu bir nukleik asit (veya nukleik asit)
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tamimlanir, yeniden izole edilir, yine modifiye edilir, aktiviteye yonelik yeniden test edilir.
Bu iglem istenen bir fenotip uretilene kadar yinelemeli bir sekilde tekrarlanabilir.
Ornegin tam bir biyokimyasal anabolik veya katabolik yol orn, ksilanaz aktivesi iceren
bir hucre icinde uretilebilir.

Benzer sekilde eger belirli bir oligonukleotitin istenen dzellik (orn, yeni bir ksilanaz
fenotipi) Uzerinde hicbir etkisi olmadidi belirlenirse ¢ikartilacak sekansi iceren daha
buyuk parental oligonukleotitlerin sentezlenmesi vasitasiyla bir dedisken olarak
gikartilabilir. Sekansin daha buyuk bir sekans igine yerlestirilmesi herhangi bir
gaprazlama olayini engellediginden dolayi soy polinukleoititinde bu sekansin herhangi
bir varyasyonu bundan sonra olmayacaktir. Istenen dzellikle hangi oligoniikleotitin en
gok iliskili oldugunu ve hangisinin iliskili olmadigini belirlemeye iliskin bu tekrarh
uygulama belirli bir 6zellik veya aktivite saglayabilen muhtemel protein varyantlarinin
tamaminin daha etkin incelenmesini saglar.

in vivo karigtirma

Molekullerin in vivo karistiriimasi bulusun polipeptitlerinin varyantlarini, orn, antikorlari,
ksilanazlari ve benzerlerini saglamak igin kullanilir. in vivo karistirma multimerleri
rekombine etmek icin hucrelerin dogal ozelligi kullanilarak gerceklestirilebilir.
Rekombinasyon in vivo molekuler cesitlilik icin ana dogal yolu saglarken genetik
rekombinasyon sunlar igceren nispeten karmasik bir islem olarak kalir rekombinant
kiazmanin Uretimine neden olan 1) homolojilerin ayirt edilmesi; 2} sarmal klevaiji,
sarmal istilas1 ve metabolik adimlar ve son olarak 3) kiazmanin ayri rekombine edilmis
molekuller iginde ¢dzunurlugu. Kiazmanin olusumu homolog sekanslarin  ayirt

edilmesini gerektirir.

Bir hibrit polinukleotit en az bir kismi sekans bolgesi paylasabilen ve uygun bir konak
hucreye vyerlestirilen en az bir birinci polinukleoitit ve bir ikinci polinukleoititten
uretilebilir. Kismi sekans homoloji bolgeleri bir hibrit promotor ureten sekans yeniden
organizasyonu ile sonuglanan islemleri destekler. Burada kullanildidi sekliyle “hibrit
polinukleoitit” patent hakki bildiriminin yonteminden kaynaklanan ve en az iki orijinal
polinukleoitit sekansindan sekans iceren herhangi bir nukleotit sekansidir. Bu hibrit
promotorler DNA molekulleri arasindaki sekans entegrasyonunu destekleyen
molekuller arasi rekombinasyon olaylarindan kaynaklanabilir. Ek olarak bu hibrit
polinukleotitler bir DNA molekulu icindeki bir nukleotit sekansini degistirmek igin tekrar
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eden sekanslar kullanan molekul i¢i reduktif yeniden degerlendirme iglemlerinden
kaynaklanabilir.

In vivo yeniden degerlendirme topu olarak “rekombinasyon” olarak anilan, bakterilerde
genel olarak bir “RecA'ya bagll” fenomen olarak gorulen “hucre i¢i” islemlere
odaklanmaktadir. Burada agiklanan yontemler sekanslari rekombine etmek ve yeniden
degerlendirmek icin bir konak hucrenin rekombinasyon islemlerine veya hucrelerin
silme vasitasiyla hucrede s6zde tekrarlanan sekanslarin karmasikligini azaltmak icin
reduktif iglemlere araciik etme kabilivetine dayanabilir. Bu “reduktif yeniden
degerlendirme” islemi bu islem bir “molekuller arasi”, RecA'dan bagimsiz islem

vasitasiyla meydana gelir.

Dolayisiyla yeni polintkleotitler reduktif yeniden degerlendirme islemi vasitasiyla
olusturulabilir. Yontem ardigik sekanslar iceren yapilarin (orijinal kodlama sekanslari)
olugsumunu, bunlarin uygun bir vektor icine yerlestiriimesini ve bunlarin uygun bir konak
hiucreye sonradan yerlestiriimesini icerir. Bireysel molekuler dzdesliklerin yeniden
degerlendiriimesi homoloji bolgelerini kaplayan yapidaki ardisik sekanslar arasindaki
veya sozde tekrarlanan birimler arasindaki kombinasyonel islemler aracihigiyla
meydana gelir. Yeniden degerlendirme iglemi tekrarlanan sekanslann karmasikhgini
ve kapsamini rekombine eder ve/veya bunlan azaltir ve yeni molekuler turlerin
uretimiyle sonuglanir. Yeniden dederlendirme oranini arttirmak igin cesitli islemler
uygulanabilir. Bunlar ultraviyole 1sikla veya DNA’ya hasar veren kimyasallarla ve/veya
gelismis seviyelerde “genetik instabilite” gosteren konak hucre hatlarinin kullanimiyla
isleme tabi tutmay! igerir. Dolayisiyla yeniden degerlendirme iglemi homolog
rekombinasyonu veya kendi evrimini yonlendirmek icin sozde tekrarlanan sekanslarin

dogal varligini icerebilir.

Tekrarlanan veya “sozde tekrarlanan” sekanslar genetik instabilitede bir rol oynar.
“Sozde tekrarlar’ kendi orijinal birim yapisiyla kisith olmayan tekrarlardir. Sozde
tekrarlanan birimler bir yapidaki sekanslarin bir dizisi; benzer sekanslarin ardisik
birimleri olarak gosterilebilir. Ligatlandiktan sonra ardisik sekanslar arasindaki
baglantilar buyuk olguden gorunmez hale gelir ve meydana gelen yapinin sozde
tekrarli yapisi simdi molekuler seviyede kesintisizdir. Silme hucreyi s6zde tekrar eden
sekanslar arsinda islev gormesi, meydana gelen yapinin karmasikhginin azaltiimasi
icin isler. Sozde tekrar eden birimler dokulme olaylarinin meydana geldidi sablonlara
iliskin pratik olarak kisitsiz bir repertuar saglar. So6zde tekrarlar iceren yapilar silme (ve
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potansiyel olarak ekleme) olaylarinin sbzde tekrarh birimler icinde gorsel olarak
herhangi bir yerde meydana gelmesiyle iligkili olarak yeterli molekuler esneklidi etkili

bir sekilde saglar.

Sozde tekrar eden sekanslar ayni oryantasyonda, ornegin bastan sona kadar veya
tersi sekilde ligatlandigi zaman hucre bireysel birimleri ayirt edemez. Sonug olarak
reduktif islem sekanslar boyunca meydana gelebilir. Bunun aksine ornegin birimler
bastan sona yerine bastan basa sunuldugu zaman cevrim bitigik birimin ug noktalarini
belirler boylece silme olusumu ayn birimlerin kaybini destekleyecektir. Dolayisiyla
mevcut yontemle sekanslarnin ayni oryantasyonda olmasi tercih edilir. Sozde
tekrarlanan sekanslarin rastgele oryantasyonu yeniden degerlendirme verimliligine
kayipla sonuglanacakken sekanslarin tutarli oryantasyonu en yuksek verimlilidi
verecektir. Ancak ayni oryantasyonda daha az kesintisiz sekansa sahip olundugunda
halen yeni molekullerin etkili geri kazanimi igcin yeterli esneklik saglanabilir. Yapilar
daha yuksek etkinlik saglamak icin aymi oryantasyondaki sozde tekrarlanan

sekanslarla yapilabilir.

Sekanslar cesitli yontemlerin herhangi biri kullanilarak bastan sona bir oryantasyonda

duzenlenebilmekte olup, bunlar agagidakileri icerir:

a) bir poli-A basi ve poli-T sonu igeren, tek sarmalli yapildi§i zaman oryantasyon
saglayan primerler kullanilabili. Bu RNA'dan yapilan ve dolayisiyla RNAseH:ten
kolaylikla uzaklastirilan primerlerin ilk birkac bazina sahip olunmasi vasitasiyla
gerceklestirilebilir.

b) Kendine ozgu kisitlama klevaj alanlari iceren primerler kullanilabilir. Coklu alanlar,
bir kendine 6zgu sekans ve tekrar eden sentez bataryasi ve ligasyon adimlar gerekli

olacaktir.

¢) Primerin dahili birkag bazi tiyolatlanabilir ve bir eksonukleaz dogru sekilde sona

takilan molekuller Uretmek icin kullanihr.

Yeniden degerlendirilmis sekanslarin geri kazanimi bir indirgenmis tekrarli indeksi (RI)
ile klonlama vektorlerinin tanimlanmasina dayanir. Yeniden degerlendiriimis kodlama
sekanslari daha sonra amplifikasyon vasitasiyla geri kazanilabilir. Urlunler yeniden
klonlanir ve eksprese edilir. Klonlama vektorlerinin indirgenmis Rl ile geri kazanimi

asagidakiler vasitasiyla gerceklestirilebilir:

1) Yapi kompleksligi dusuruldugu zaman vektorlerin kullanimi stabil sekilde korunarak.
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2) Fiziksel prosedurler araciligiyla kisaltilmig vektorlerin fiziksel geri kazanimi. Bu
durumda klonlama vektoru standart plazmid izolasyon prosedurlerini kullanarak geri
kazanilir ve gerek bir agaroz jel Uzerinde gerekse standart prosedurler kullanarak

dusuk molekuler agirhkli kesme kolonda buyukluk agisindan parcalara ayrilir.

3) Ek buyuklogi azaldigi zaman secilebilen mudahale edilmis genler iceren vektorlerin
geri kazanimi.

4) Bir ekspresyon vektoru ile dodrudan secim tekniklerini ve uygun secimin kullanimi.

llgili organizmalardan kodlama sekanslan (orn, genler) yuksek homoloji derecesi
sergileyebilir ve oldukgca ayn protein urunleri kodlayabilir. Bu sekans tipleri ozellikle
sozde tekrarlar olarak faydalidir. Ancak asagida gosterilen ornekler neredeyse 6zdes
orijinal kodlama sekanslarini gosterirken (so6zde tekrarlar) bu islem bu neredeyse
0zdes tekrarlarla sinirli degildir.

Ug (3) kendine dzgu turden turetilen kodlama nukleik asit sekanslan (sdozde tekrarlar)
aciklanmaktadir. Her bir sekans ayri bir ozellik dizisi olan bir proteini kodlar.
Sekanslarin her biri sekanstaki kendine dozgu pozisyondaki tek veya birkag baz cifti ile
aynilir. Sozde tekrar eden sekanslar ayri ayri veya toplu olarak amplifiye edilir ve butun
muhtemel  permutasyonlarin  ve  kombinasyonlann ligatlanmis  molekul
populasyonunda bulunacadi sekilde rastgele duzeneklere ligatlanir. Sozde tekrar
birimlerinin sayisi1 diizenek kosullar tarafindan kontrol edilebilir. Bir yapidaki sézde

tekrarlanan birimlerin ortalama sayisi tekrarli indeks (RI) olarak tanimlanir.

Olustuktan sonra yapilar yayinlanan protokollere gore bir agaroz jel Uzerinde buyukluk
agisindan parcalara aynlabilir, bir klonlama vektérune yerlestirilebilir ve uygun bir
konak hucre icine transfekte edilebilir veya bunlar olmayabilir. Hucreler daha sonra
gogaltihr ve “reduktif yeniden degerlendirme” gerceklestirilir. Reduktif yeniden
dederlendirme isleminin orani eger istenirse DNA hasarnnin dahil edilmesiyle stimule
edilebilir. RI'daki bir azalmaya bir “molekul i¢i” mekanizma tarafindan tekrarlanan
sekanslar arasinda silme olusmasinin mi aracilik etti§i yoksa “molekil ici”
mekanizmalar araciliiyla rekombinasyon benzeri olaylarin mi1  aracillik ettidi
onemsizdir. Nihai sonug muhtemel butun kombinasyonlar icindeki molekullere iliskin

bir yeniden degderlendirmedir.

Yontem onceden belirlenmig ornegdin bir proteinakoz reseptor, bir oligosakkarit, viriyon

veya basgka bir onceden belirlenmis bilesik veya yapi ile belirli bir reaksiyonu (ém, bir
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enzimin katalitik alani gibi) baglama veya aksi halde etkileme veya katalize etme
kabiliyetine sahip olan bireysel kanstirilmis kutuphane elemanlanni tanimlamak igin

kanstirnlmis havuzun kutuphane elemanlarinin taranmasina iligkin ilave adim icerebilir.

Bu kutuphanelerden tanimlanan polipeptitler terapotik, tanisal, arastirma ve ilgili
amaclar dodrultusunda kullanilabilir  (orn, katalizorler, bir sulu solusyonun
ozmolaritesini arttirmak icin ¢ozuculer ve benzerleri) ve/veya bir veya daha fazla

kanstirma ve/veya segim donusune tabi tutulabilir.

Rekombinasyon ve yeniden degerlendirmeden o6nce veya bunlar esnasinda
olusturulan polinukleotitlerin  orijinal polinukleoitittere mutasyonlar eklenmesini
destekleyen ajanlara veya islemlere tabi tutulabilecegi dusunulmustur. Bu
mutasyonlarin dahil edilmesi meydana gelen hibrit polintklectitlerin ve bunlardan
kodlanan polipeptitlerin gesitliligini arttiracaktir. Mutagenezi destekleyen ajanlar veya
islemler agadidakileri icerir ancak bunlarla sinirli degildir: (+)-CC-1065 veya bir sentetik
analog, ornedin (+)-CC-1065-(N3-Adenin (Bkz Sun and Hurley, (1992); bir N-
asetilatlanmis veya deasetilatlanmis 4'-floro-4-aminobifenil katki maddesi, DNA
sentezini inhibe edebilir (Bkz , ornegin, van de Poll et al. (1992)); bir N-asetilatlanmig
veya deasetilatianmis 4'-floro-4-aminobifenil katki maddesi, DNA sentezini inhibe
edebilir (Bkz ayrica, van de Poll et al. (1992), pp. 751-758); trivalent krom, bir trivalen
krom tuzu, bir polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH) DNA katki maddesi, DNA
replikasyonunu inhibe edebilir, ornedin 7-bromometil-benz[alantrasen ("BMA"),
tris(2,3-dibromopropil)fosfat  ("Tris-BP"), 1,2-dibromo-3-kloropropan ("DBCP"), 2-
bromoakrolein (2BA), benzo[a]piren-7,8-dihidrodiol-9-10-epoksit ("BPDE"), bir
platinyum(ll) halojen tuzu, N-hidroksi-2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]-kinolin  ("N-
hidroksi-1Q"} ve N-hidroksi-2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-f]-piridin (*N-hidroksi-
PhIP"}. PCR amplifikasyonunu yavaslatmaya veya durdurmaya yonelik ornek araglar
UV isigr (+)-CC-1065 ve (+)-CC-1065-(N3-Adenin)yden olusur. Ozellikle kapsanan
araclar DNA katki maddeleri veya polinukleoitit veya polinukleoitit havuzlarindan DNA
katki maddelerini iceren polinukleotitlerdir, bunlar ayrica iglemeden once
polinukleotitleri iceren solusyonun 1sitimasini iceren bir islem vasitasiyla salinabilir

veya uzaklastirilabilir.

Biyolojik aktiviteye sahip olan rekombinant proteinler bir sokak turu proteini kodlayan
¢ift sarmalli sablon polinukleotitleri iceren bir ornegin hibridin veya yeniden
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dederlendiriimis polinukleotitlerin uretimi icin saglanan kosullar altinda isleme tabi

tutulmas vasitasiyla uretilebilir.
Sekans varyantlarinin uretilmesi

Bulusun nukleik asit (orn, ksilanaz) sekanslarinin sekans varyantlarini yapmak igin,
bulusun nukleik asitlerini ve polipeptitlerini kullanarak ksilanazlari izole etmek icin ilave
yontemler kullanilabilir. Bulusun bir ksilanaz kodlama sekansinin {orn, bir gen, cDNA
veya mesaj} varyantlar yukarida agiklandidi gibi orn, rastgele veya stokastik yontemler
veya stokastik olmayan veya “yonlendirilmis evrim” yontemleri dahil olmak uzere

herhangi bir aragc vasitasiyla degistirilebilir.

izole edilmis varyantlar dogal olarak meydana gelebilir. Varyant in vivo olusturulabilir.
Varyantlar alana vyonlendirilmis mutagenez, rastgele kimyasal mutagenez,
Eksonukleaz Il silme prosedurleri ve standart klonlama teknikleri gibi genetik
muhendislidi teknikleri kullanilarak olusturulabilir. Alternatif olarak bu tur varyantlar,
fragmanlar, analoglar veya turevler kimyasal sentez veya modifikasyon prosedurleri
kullanilarak olusturulabilir. Varyant yapmaya iliskin diger yontemler de ayrica teknikte
uzman Kkisiler icin agiktir. Bunlar dogal izolatlardan elde edilen nukleik asit
sekanslarinin kendi degerini endustriyel, medikal, laboratuvar (arastirma), farmasotik,
gida ve besin ve gida ve besin takviye islemi ve diger uygulamalar ve iglemlerde
arttiran 6zelliklere sahip olan polipeptitleri kodlayan yeni nukleik asitler olusturmak igin
modifiye edildigi prosedurleri igerir. Bu tur prosedurlerde dogal izolattan elde edilen
sekansa gore bir veya daha fazla nukleotit farkliligina sahip olan ¢ok sayida varyant
sekansi olusturulur ve karakterize edilir. Bu nukleotit farkliliklari dogal izolatlardan
nukleik asitler vasitasiyla kodlanan polipeptitlere gore amino asit degisimleriyle

sonuglanabilir.

Ornegdin varyantlar hata egilimli PCR kullanilarak olusturulabilir. Hata egilimli PCR'da
PCR, DNA polimerazin kopyalama uretkenliginin dusuk oldugu kosullar altinda, nokta
mutasyonlarin yuksek oraninin PCR urununun tum uzunludu boyunca elde edilecegi
sekilde gergeklestirilir. Hata egilimli PCR orn, Leung, D.W., et al., Technique, 1:11-15,
1989) and Caldwell, R. C. & Joyce G.F., PCR Methods Applic., 2:28-33, 1992
vayininda aciklanmaktadir. Kisaca bu prosedurlerde mutageneze tabi tutulacak
nukleik asit PCR primerleri, reaksiyon tamponu, MgClz, MnClz, Taqg polimeraz ve PCR

urununun tum uzunlugu boyunca yuksek oranda nokta mutasyona erigmek igin uygun
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bir konsantrasyonda dNTP ile karigtirihir. Ornegin reaksiyon 20 fmol mutageneze tabi
tutulacak nukleik asit, 30 pmol PCR primeri, 50mM KCI, 10mM Tris HCI (pH 8.3} ve %
0,01 jelatin iceren reaksiyon tamponu, mM MgCI2, 0,.5omM MnClz, 5 birim Tagq
polimeraz, 0,2mM dGTP, 0,2mM dATP, 1mM dCTP ve 1mM dTTP kullanilarak
gerceklestirilebilir. PCR 1 dakika boyunca 94 T, 1 dakika b oyunca 45 T ve 1 dakika
boyunca 72 Tlik 30 dongu ile gergekle stirilebilir. Ancak bu parametrelerin uygun
sekilde degistirilebilecedi takdir edilecektir. Mutageneze tabi tutulan nukleik asitler
uygun bir vektor icine klonlanir ve mutageneze tabi tutulan nukleik asitler tarafindan

kodlanan polipeptitlerin aktiviteleri degerlendirilir.

Varyantlar ayrica ilgili herhangi bir klonlanmig DNA’da alana dzg mutasyon meydana
getirmek icin oligonukleotite yonlendiriimis mutagenez kullanilarak olusturulabilir.
Oligonukleotit mutagenezi 0rn, Reidhaar-Olson (1988} Science 241:53-57 yayininda
aciklanmaktadir. Kisaca bu prosedurlerde klonlanmig DNA icine yerlestirilecek bir veya
daha fazla mutasyon tasiyan birden g¢ok ¢ift sarmalli oligonukleotit sentezlenir ve
mutageneze tabi tutulacak klonlanmis DNA’ya yerlestirilebilir. Mutageneze tabi tutulan
DNA'y1 iceren klonlar geri kazanir ve kodladiklar polipeptitlerin  aktiviteleri

dederlendirilir.

Varyant olusturmak icin baska bir yontem duzenek PCRdir. Duzenek PCR bir kuguk
DNA fragmani kansimindan bir PCR Urununun duzenlenmesini icerir. Cok sayida farkli
PCR reaksiyonu ayni sisede baska bir reaksiyonun urunlerini veren bir reaksiyonun
urunleriyle paralel sekilde meydana gelir. Duzenek PCR orn, U.S. 5,965,408 sayil
patent belgesinde agiklanmisgtir.

Varyant olusturmaya iligkin bagka bir yontem cinsel PCR mutagenezdir. Cinsel PCR
mutagenezde zorlanmig homolog rekombinasyonu sekans homolojisine bagl olarak
DNA molekulunun rastgele fragmantasyonunun, ardindan bir PCR reaksiyonunda
primer uzama vasitasiyla caprazlamanin sabitlenmesinin bir sonucu olarak farkli ancak
son derece iligkili DNA molekulleri arasinda in vitro meydana gelir. Cinsel PCR
mutagenez, orn, Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:10747-10751
vayininda aciklanmaktadir. Kisaca bu prosedurlerde rekombine edilecek birden gok
nukleik asit ortalama 50-200 nukleotitlik bir buylkluge sahip olan fragmanlar
olusturmak icin DNaz ile parcalanir. Istenen ortalama buyuklukteki fragmanlar
saflagtinhir ve bir PCR karnigiminda yeniden suspansiyon haline getirilir. PCR nukleik
asit fragmanlan arasindaki rekombinasyonu kolaylastiran kosullar altinda
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gerceklestirilir. Ornedin PCR 10-30ng/pl’lik bir konsantrasyondaki 100:1 reaksiyon
kansimi basina 0,2mM dNTP, 2,2mM MgClz, 50mM KCL, 10mM Tris HCI, pH 9.0 ve
% 0,1 Triton X-100, 2,6 birim Taq polimeraz igeren bir solusyonda yeniden
suspansiyon haline getirilmesi vasitasiyla gergeklestirilebilir ve PCR asagidaki rejim
kullanilarak gerceklestirilir: 60 saniye boyunca 943C, 30 saniye boyunca 943C, 30
saniye boyunca 50-553C, 30 saniye boyunca 723C (30-45 kere) ve 5 dakika boyunca
723C. Ancak bu parametrelerin uygun sekilde dedistirilebilecegi takdir edilecektir. Bazi
yonlerde oligonukleotitler PCR reaksiyonlarina dahil edilir. Diger yonlerde DNA
polimeraz I'in Klenow fragmani bir birinci PCR reaksiyonu dizisinde kullanilabilir ve Taq
polimeraz sonraki bir ikinci PCR reaksiyonu dizisinde kullanilabilir. Rekombinant

sekanslar izole edilir ve kadladiklan polipeptitlerin aktiviteleri degerlendirilir.

Varyantlar ayrica in vivo mutagenez vasitasiyla olusturulabilir. Bazi yonlerde ilgili
sekanstaki rastgele mutasyonlar bir E.coli susu gibi DNA onarim yollarin birinde veya
daha fazlasinda mutasyonlar tagiyan bir bakteri susundaki ilgili sekansin gogalmasi
vasitasiyla uretilebilir. Bu “mutator” suslar bir sokak turu ebeveyninkinden daha yuksek
bir rastgele mutasyon oranina sahiptir. Bu suslarin birinde DNA'nin gcogaltiimasi sonug
olarak DNA icinde rastgele mutasyonlar yaratacaktir. in vivo mutagenez icin kullanima
uygun mutator suslar "Methods for Phenotype Creation from Multiple Gene
Populations" baglikli, 31 Ekim 1991°'de yayinlanan WO 91/16427 sayih PCT yayininda
aciklanmaktadir.

Varyantlar ayrica kaset mutagenezi kullanilarak olusturulabilir. Kaset mutagenezinde
¢ift sarmalli DNA molekulunun kuguk bir bolgesi dogal sekanstan farkhlik gosteren
sentetik bir oligonukleotit “kaseti” ile degistirilir. Oligonukleotit siklikla tamamen ve/veya

kismen rastgele hale getirilmis dogal sekans icerir.

Tekrarh topluluk mutagenezi ayrica varyantlar olusturmak icin kullanilabilir. Tekrarli
topluluk mutagenezi elemanlarnn amino asit sekansi agisindan farkhlik godsteren
fenotipik olarak iliskili mutantlarin farkli populasyonlarini uretmek icin gelistirilen protein
Uretimi (protein mutagenezi) igin bir algoritmadir. Bu yontem kombinasyonel kaset
mutagenezinin ardisik turlarini kontrol etmek icin bir geri bildirim mekanizmasi kullanir.
Tekrarl topluluk mutagenezi Arkin, A.P. and Youvan, D.C., PNAS, USA, 89:7811-
7815, 1992 yayininda aciklanmaktadir.



10

15

20

25

30

148

Bazi yonlerde varyantlar ussel topluluk mutagenezi kullanilarak olusturulur. Ussel
topluluk mutagenezi yuksek kendine 6zgu ve fonksiyonel mutant yuzdesi olan
kombinasyonel kutuphaneler olusturmak icin bir islem olup, burada kuguk kalinti
gruplari fonksiyonel proteinlere neden olan amino asitleri her bir degistiriimis pozisyonu
tanimlamak igcin  paralel olarak rastgele hale getirilir. Ussel topluluk
mutagenezi Delegrave, S. and Youvan, D.C., Biotechnology Research, 11: 1548-1552,
1993 yayininda aciklanmaktadir. Rastgele ve alana yonlendirilmis mutagenez Arnold,

F.H., Current Opinion in Biotechnology, 4:450-455, 1993 yayininda agiklanmaktadir.

Varyantlar farkli polipeptitleri kodlayan birden ¢ok nukleik asit kisminin U.S. 5,965,408
saylli, 9 Haziran 1996’da dosyalanan, "Method of DNA Reassembly by Interrupting
Synthesis" bashkh ve U.S. 5,939,250 sayili, 22 Mayis 1996'da dosyalanan,
"Production of Enzymes Having Desired Activities by Mutagenesis baslikh patent
belgelerinde aciklandigi gibi kimerik polipeptitleri kodlayan kimerik nukleik asit
sekanslar olusturmak igin birbirine kaynastidi karistirma prosedurleri kullanilarak

olusturulur.

Bulusun polipeptitlerinin varyantlar bulusun polipeptitlerinin amino asit kalintilarinin
birinin veya daha fazlasinin bir korunmus veya korunmamis amino asit kalintisi ile
ornatildi§i (tercih edilen sekliyle korunmus bir amino asit kalintisi) ve bu ornatilmis
amino asit kalintilarinin genetik kod tarafindan kodlanan biri olabildigi veya olamadig

varyantlar olabilir.

Koruyucu ornatimlar bir polipeptit icindeki belirli bir amino asidi benzer 6zelliklere sahip
baska bir amino asitle ornatanlardir. Tipik olarak koruyucu ornatimlar olarak gorulen
asagidaki degisimlerdir; Alanin, Valin, Losin ve izolosin gibi bir alifatik amino asidin
baska bir alifatik amino asitle degistiriimesi; bir Serin ile bir Treoninin degistiriimesi ve
tersi de gecerlidir; Aspartik asit ve Glutamik asit gibi bir asit kalintisinin bagka bir asit
kalintisi ile degistirilmesi; Asparijin ve Glutamin gibi bir amin grubu tasiyan bir kalintinin
bir amin grubu tasiyan bagka bir kalintiyla degistirilmesi; Lizin ve Arginin gibi bazik bir
kahntinin baska bir bazik kalintiyla degistiriimesi ve Fenilalanin, Tirozin gibi bir

aromatik kalintinin baska bir aromatik kalintiyla degistiriimesi.

Diger varyantlar bulusun polipeptitlerinin amino asit kalintilarinin bir veya daha

fazlasinin bir ornatim grubu icerdigi varyantlardir.



10

15

20

25

30

149

Yine baska varyantlar polipeptitin, polipeptitin yan omrunu arttirmak igin bir bilesik
(ornegin polietilen glikol) gibi baska bir bilesikle birlestirildigi varyantlardir.

llave varyantlar bir lider sekans, bir sekreter sekans, bir proprotein sekans veya
polipeptitin saflagtirmasini, zenginlestiriimesini veya stabilizasyonu kolaylastiran bir

sekans gibi polipeptite kaynastidi varyantlardir.

Fragmanlar, turevler ve analoglar bulusun polipeptitleri ve bununla buyuk olgude dzdes
sekanslarla ayni biyolojik fonksiyonu veya aktiviteyi koruyabilir. Veya fragman, turev
veya analog fragmanin, turevin veya analogun bir aktif polipeptit uretmek icin

proprotein kisminin yariimasi vasitasiyla aktive olacagi sekilde bir proprotein igerir.

Konak hucrelerde yuksek seviyelerde protein ekspresyonuna erismek igin

kodonlarin optimize edilmesi

Ksilanaz kodlayan nukleik asitleri modifiye etmek igin yontemler bir konak hucrede
ekspresyonunu arttirmak veya azaltmak icin olabilir. Yontem bir ksilanaz kodlayan
nukleik asitte “tercih edilmeyen” veya “az tercih edilen” bir kodon tanimlanmasini ve
bu tercih edilmeyen ve az tercih edilen kodonlarin birinin veya daha fazlasinin
degistirilmis kodonla ayni amino asidi kodlayan “tercih edilen bir kodonla”
degistiriimesini icerir ve nukleik asitteki en az bir tercih edilmeyen veya az tercih edilen
kodon ayni amino asidi kodlayan tercih edilen bir kodonla degistirilmistir. Tercih edilen
bir kodon konak hucredeki genlerde kodlama sekansinda fazla eksprese edilen
kodondur ve tercih edilmeyen veya az tercih edilen bir kodon konak hlicredeki genlerde

kodlama sekanslarinda az sunulan bir kodondur.

Bulugsun nukleik asitlerini, ekspresyon kasetlerini ve vektorlerini eksprese etmeye
yonelik konak hucreler bakterileri, mayayi, mantari, bitki hucrelerini, bocek hucrelerini
ve memeli hucrelerini igerir. Ornek konak huicreler Escherichia coli ve Pseudomonas
fluorescens gibi gram negatif hakterileri; Streptomyces diversa, Lactobacillus gasseri,
Lactococcus lactis, Lactococcus cremoris, Bacillus subtilis gibi gram pozitif bakterileri
icerir. Ornek konak hucreler ayrica okaryotik organizmalari, orn, cesitli mayalan
ornedin Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, ve
Kluyveromyces lactis, Hansenula polymorpha, Aspergillus niger dahil olmak Uzere
Saccharomyces sp. ve memeli hucrelerini ve hucre hatlarini ve bocek hucrelerini ve

hucre hatlarini igerir.
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Ornedin bir bakteri hucresinden izole edilen bir ksilanaz kodlayan bir nukleik asidin
kodonlar nukleik asidin ksilanazin turetildigi bakterilerden farkh bir bakteri hucresine,
bir maya, bir mantar, bir bitki, bir bocek hucresine veya bir memeli hucresine optimal
olarak eksprese edilecedi sekilde modifiye edilebilir. Kodonlarn optimize etmek igin
yontemler teknikte iyi bilinmektedir, bkz, orn, U.S. 5,795,737, Baca (2000) J. Parasitol.
30:113-118; Hale (1298) Protein Expr. Purif. 12:185-188; Narum (2001) Infect. Immun.
69:7250-7253. Ayrica bkz, Narum (2001) Infect. Immun. 69:7250-7253 fare
sistemlerinde kodonlari optimize etmeyi agiklamaktadir; Outchkourov (2002) Protein
Expr. Purif. 24:18-24 mayalarda kodonlarn optimize edilmesini agiklar, Feng (2000)
Biochemistry  39:15399-15409 E. colide kodonlarin optimize edilmesini
agiklar Humphreys (2000) Protein Expr. Purif. 20:252-264 E. coli.’de sekresyonu
etkileyen kodon kullanimini optimize etmeyi acgiklar.

Transjenik insan olmayan hayvanlar

Bulus bulusun bir nukleik asidini, bir polipeptitini (bir ksilanaz), bir ekspresyon kasetini
veya vektorunu veya bir transfekte edilmis veya transforme edilmis hucresini iceren
transjenik insan olmayan hayvanlar saglar.

Transjenik insan olmayan hayvanlar orn, bulusun nukleik asitlerini iceren keciler,
tavsanlar, koyun, domuzlar, inekler, siganlar, atlar, kopekler, balk ve fareler olabilir.
Bu hayvanlar orn, ksilanaz aktivitesini galismak icin in vivo modeller olarak veya in vivo
ksilanaz aktivitesini degistiren ajanlan taramak icin modeller olarak Kkullanilabilir.
Transjenik insan olmayan hayvanlarda eksprese edilecek polipeptitler icin kodlama
sekanslar dokuya 6zgu, gelismeye 6zgu ve induklenebilir transkripsiyonel regulator
faktorlerin kontrolu altinda tasarlanabilir. Transjenik insan olmayan hayvanlar teknikte
bilinen herhangi bir yontem kullanilarak tasarlanabilir ve olusturulabilir, bkz, 6rn, U.S.
6,211,428; 6,187,992; 6,156,952; 6,118,044; 6,111,166; 6,107,541; 5,959,171; 5,922
.854; 5,892,070; 5,880,327; 5,891,698, 5,639,940; 5,573,933, 5,387,742; 5,087,571
bunlar transforme edilmis hucreleri ve yumurtalari ve transjenik fareleri, sicanlari,
koyunu, domuzlari, tavuklari, kecileri, balik ve inekleri kullanmayl ve Uuretmeyi
aciklamaktadir. Bkz, ayrica Pollock {1999) J. Immunol. Methods 231:147-157 yayin
transjenik st uUreten hayvanlarin situnde rekombinant proteinlerin  Uretimini
agiklamaktadir; Baguisi (1999) Nat. Biotechnol. 17:456-461, transjenik kegilerin
uretimini gostermektedir. U.S. 6,211,428 kendi beyninde bir DNA sekansi igeren bir

nukleik asit yapisini eksprese eden transjenik insan olmayan memeliler uretmeyi ve
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kullanmayr aciklar. U.S. 5,387,742 rekombinant veya sentetik DNA sekanslarinin
dollenmis fare yumurtalarina enjekte edilmesini, enjekte edilen yumurtalarin, psédo-
hamile disilere nakledilmesini ve hucresi Alzheimer hastaliginin patolojisiyle iliskili
proteinleri eksprese eden transjenik farelerin buyutulmesini agiklar. U.S. 6,187,992
genomu gen kodlayan amiloid oncul proteinin (APP) bozulmasini iceren bir transjenik
fare yapilmasini ve uretilmesini aciklamaktadir.

“Knockout hayvanlar’ ayrica kullanilabilir. Ornegdin bulusun transjenik veya modifiye
edilmis hayvanlari bulusun bir ksilanazini eksprese eden bir genle veya bulusun bir
ksilanazini igeren bir fuzyon proteiniyle degistirilen bir endojen geni eksprese etmemek

uzere uretilen bir “knockout hayvan”, orn, bir “knockout fare” icerir.

Transjenik Bitkiler ve Kokler

Bulug bulusun bir nukleik asidini, bir polipeptitini (bir ksilanaz), bir ekspresyon kasetini
veya vektorunu veya bir transfekte edilmis veya transforme edilmis hucresini iceren
transjenik bitkiler ve tohumlar saglar. Bulug ayrica bitki urunleri veya yan urunler, orn,
meyveler, yaglar, tohumlar, yapraklar, ekstraktlar ve benzerlerini saglamakta olup,
bulusun bir nukleik asidini ve/veya bir polipeptitini (bir ksilanaz) iceren herhangi bir bitki
pargcasini icerir, orn, burada bulusun nukleik asidi veya polipeptiti bitki, bitki pargasi,
tohum, vs. igin heterologdur. Transjenik bitki (bitki pargalarini, meyveleri, tohumlari, vs.
icermektedir) cift cenekli (bir iki cenekli) veya tek cenekli (bir cenekli) olabilir. Bulus
ayrica bu transjenik bitkileri ve tohumlan yapmak ve kullanmak i¢in yontemler saglar.
Mevcut bulusun bir polipeptitini eksprese eden transjenik bitki veya bitki hucresi
teknikte bilinen herhangi bir yonteme uygun olarak yapilandirilabilir. Bkz, ornegin, U.S.
Patent No. 6,309,872.

Bulusun nukleik asitleri ve ekspresyon yapilari herhangi bir arag vasitasiyla bir bitkiye
yerlestirilebilir. Ornedin nukleik asitler veya ekspresyon yapilan istenen bir bitki
konaginin genomuna yerlestirilebilir veya nukleik asitler veya ekspresyon yapilar
epizomlar olabilir. Genomun istenen bir bitkiye yerlestirilmesi konadin ksilanaz
uretiminin endojen transkripsiyonel veya translasyonel kontrol elemanlari vasitasiyla
regule edilecegi sekilde olabilir. Bulus ayrica 6rn, homolog rekombinasyonu vasitasiyla
gen sekansinin yerlestirimesi endojen genin ekspresyonu aksatildiginda “knockout

bitkiler” saglar. “Knockout™ bitkiler olusturmak icin araglar teknikte iyi bilinmektedir, bkz,
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orn, Strepp (1998) Proc Natl. Acad. Sci. USA 95:4368-4373; Miao (1995) Plant J 7:359-
365. Bkz, asagida transjenik bitkiler uzerine tartisma.

Bulusun nukleik asitleri esasen herhangi bir bitkiye, orn, patates, bugday, piring, arpa
ve benzerleri gibi nigasta ureten bitkilere istenen ozellikleri saglamak icin kullanilabilir.
Bulusun nukleik asitleri ksilanazin konak ekspresyonunu optimize etmek veya
degistirmek icin bir bitkinin metabolik yollarini maniple etmek icin kullanilabilir. Bu bir
bitkideki ksilanaz aktivitesini degistirebilir. Alternatif olarak bulusun bir ksilanazi bitki
tarafindan dogal olarak uUretilmeyen bir bilesik Uretmek igin bir transjenik bitkinin
uretiminde kullanilabilir. Bu uretim maliyetlerini dusurur ve yeni bir urun meydana

getirir.

Bir transjenik bitki Uretiminde ilk adim bir bitki hucresinde ekspresyon igin bir
ekspresyon yapisi yapilmasini igerir. Bu teknikler teknikte iyi bilinmektedir. Bunlar bir
promotorun, bir kodlama sekansinin ribozomlarin mRNA'ya etkili baglanmasini
kolaylastirmak igin secilmesini ve klonlanmasini ve uygun gen sonlandirma sekansinin
secilmesini icerebilir. Bir ornek genel olarak bitkilerde yuksek derecede ekspresyonla
sonucglanan karnibahar mozaik virusunden yapici promotor CaMV35S:ir. Diger
promotorler daha spesifik olabilir ve bitkinin dahili ve harici ortamindaki isaretlere tepki
verir. Ornek bir i1sikla induklenebilen promotor esas klorofil a/b baglama proteinini

kodlayan cab geninden promotordur.

Nukleik asit bir bitki hiicresinde daha fazla ekspresyona erigmek icin modifiye edilebilir.
Ornedin bulusun bir sekansinin bir bitkide goruleninkiyle karsilastinldigr zaman daha
yuksek bir A-T nukleotit ¢ifti yuzdesine sahip olmasi olasidir, bunlarin bazilan G-C
nukleotit ciftlerini tercih eder. Dolayisiyla kodlama sekansindaki A-T nukleotitleri bitki
hucrelerinde gen urunu uretimini arttirmak icin amino asit sekansinda dikkate deger bir

degisim olmadan G-C nukleotitleri ile ornatilabilir.

Secilebilir markorler transgene basarili sekilde entegre olmus olan bitki hucrelerini
veya dokularini tanimlamak i¢in gen yapisina eklenebilir. Bu gereklidir gunku bitki
hucresinde genlerin dahil edilmesine ve ekspresyonuna erismek nadir bir olaydir,
hedeflenen dokularin veya hucrelerin az bir kisminda meydana gelir. Segilebilir markor
genler antibiyotikler veya herbisitler gibi bitkiler icin normalde toksik olan ajanlara karsi
direngc saglayan proteinleri kodlar. Uygun antibiyotik veya herbisit iceren bir ortamda
buyudigl zaman sadece segilebilir markor genine entegre edilmis bitki hiicreleri
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kurtulacaktir. Diger eklenen genlerde oldudu gibi markor genler ayrica dogru fonksiyon

igin promotor ve sonlandirma sekanslarini gerektirir.

Transjenik bitkiler veya tohumlar yapmak bulusun sekanslarinin ve bir yonde (istege
bagh olarak) markor genlerin bir hedef ekspresyon yapisina (orn, bir plazmid) dahil
edilmesi ile birlikte promotor ve sonlandinct sekanslann yerlestirilmesini icerir. Bu
modifiye edilmis genlerin uygun bir yontem araciligiyla bitkiye transfer edilmesini igerir.
Ornegin bir yap! elektroporasyon ve bitki hucresi protoplastlarinin mikroenjeksiyonu
gibi teknikler kullanilarak bitki hucresinin genomik DNA'sinin igcine dogrudan
yerlestirilebilir veya yapt DNA parcacik bombardimani gibi balistik yontemler
kullanilarak bitki dokusuna dogrudan yerlestirilebilir. Ornegin, bkz, 6rn, Christou (1997)
Plant Mol. Biol. 35:197-203; Pawlowski (1996) Mol. Biotechnol. 6:17-30; Klein (1987)
Nature 327:70-73; Takumi (1997) Genes Genet. Syst. 72:63-69, bunlar bugday igine
transgenleri yerlestirmek icin parcacik bombardimaninin kullanimini tartismaktadir ve
yukarida bahsedilen Adam (1997), YAC:lerin bitki hucrelerine yerlestiriimesi igin
parcacik kullanimi. Ornegin yukanda bahsedilen Rinehart {(1997) transjenik pamuk
bitkileri Uretmek igcin parcacik bombardimani kullanmistir. Parcaciklan hizlandirmak
icin aparat U.S. No. 5,015,580 sayili patent belgesinde aciklanir ve ticari olarak
bulunabilen (Biolistics) PDS-2000 parcacik hizlandirma aleti, bkz, ayrica John, U.S.
5,608,148 ve Ellis, U.S. 5, 681,730 kabuksuz tohumlu bitkinin parcacik aracili
transformasyonunu agiklamaktadir.

Protoplastlar hareketsiz hale getirilebilir ve bir nukleik asit, orn, bir ekspresyon yapisi
enjekte edilir. Her ne kadar protoplastlardan bitki rejenerasyonu tahillarla kolay olmasa
da bitki rejenerasyonu protoplast turevi kallusdan somatik embriyogenez kullanilarak
baklagillerde mumkundur. Organize dokular gen silahi teknidi kullanilarak ¢iplak DNA
ile transforme edilebilir, burada DNA tungsten mikro mermiler uzerine kaplanir, atig
1/100. hucre buyuklugu, DNA'vi hucrelerin ve organellerin derinliklerine tasir.
Transforme edilen doku daha sonra genellikle somatik embriyogenez vasitasiyla
yeniden olusturulmak uzere induklenir. Bu teknik dari ve piring dahil olmak uzere ¢esitli

tahil turlerinde basarih olmustur.

Nukleik asitler, orn, ekspresyon yapilari ayrica rekombinant virusler kullanilarak bitki
hucrelerine yerlestirilir. Bitki huicreleri orn, tutun mozai virusu turevi vektorler gibi viral
vektorler kullanilarak transforme edilebilir (Rouwendal (1997) Plant Mol. Biol. 33:989-
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999), bkz Porta (1996) "Use of viral replicons for the expression of genes in plants,”
Mol. Biotechnol. 5:209-221.

Alternatif olarak nukleik asitler, orn, bir ekspresyon yapisi uygun T-DNA bitisik bolgeleri
ile kombine edilebilir ve geleneksel bir Agrobacterium tumefaciens konak vektorune
yerlestirilebilir. Agrobacterium tumefaciens’in virulans fonksiyonlar hiicre bakteriyle
enfekte edildigi zaman yapinin ve bitisik markérun bitki DNA'sina eklenmesini
yonlendirecektir. Agrobacterium tumefaciens-aracili transformasyon teknikleri ikili
vektorlerin  kullanimini icermekte olup, bilimsel literaturde iyi agiklanmistir. Bkz,
orn, Horsch (1984) Science 233:496-498; Fraley (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
80:4803 (1983); Gene Transfer to Plants, Potrykus, ed. (Springer-Verlag, Berlin 1995).
Bir A. tumefaciens hucresindeki DNA bakteriyel kromozomlarin yani sira bir Ti (tumor
indukleyen) plazmid olarak bilinen bagka bir yapi da igerir. Ti plazmid T-DNA olarak
adlandirilan, enfeksiyon igleminde bitki huicresine transfer edilen bir DNA pargasi ve
enfeksiyon iglemini yonlendiren vir {virulans} geni dizileri igerir. Bir A. tumefaciens bir
bitkiyi sadece yaralar araciligiyla enfekte eder: bir bitki koku veya govdesi yaralandigi
zaman belirli kimyasal sinyaller verir, buna cevaben A. tumefaciens’in vir genlerinin
aktive oldugu ve Ti plazmidden bitkinin kromozomuna T-DNA transferi icin gerekli bir
dizi olaylr yonlendirdigi bir tepki verir. T-DNA daha sonra yara araciigiyla bitki
hiucresine girer. Bir spekulasyon T-DNA'nin bitki DNA’si kopyalanana veya transkribe
olana kadar bekledigi, daha sonra kendisini acikta kalan bitki DNA'sina yerlestirdigidir.
Bir A. tumefaciens’i bir transgen vektoru olarak kullanmak igin T-DNA sinir bolgeleri ve
vir genleri korunurken T-DNA’nin tumor indukleyen bdlumunun ¢ikartiimasi gerekir.
Transgen daha sonra T-DNA sinir bolgeleri arasina yerlestirilir, burada bitki huicresine

transfer olur ve bitkinin kromozomuna entegre hale gelir.

Tek ¢enekli bitkiler bulusun nukleik asitlerini kullanarak transforme olabilir, bkz. Hiei
(1997) Plant Mol. Biol. 35:205-218. Bkz, ayrica orn, Horsch, Science (1984)
233:496; Fraley (1983) Proc. Natl. Acad. Sci USA 80:4803; yukarida bahsedilen
Thykjaer (1997); Park (1296) Plant Mol. Biol. 32:1135-1148, T-DNA‘nin genomik DNA
icine entegasyonunu tartismaktadir. Bkz, ayrica bir tahihin veya baska bir tek genekli
bitkinin bir hucresinde fonksiyonel olan bir gen igeren bir DNA'min stabil
entegrasyonuna yonelik bir islemi aciklayan D'Halluin, U.S. 5,712,135 sayili patent

belgesi.
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Uguncu adim dahil edilen hedef genin sonraki jenerasyona iletiimesi kabiliyetine sahip
tam bitkilerin secimini ve rejenerasyonunu igerebilir. Bu rejenerasyon teknikleri bir doku
kulturu buyume ortaminda belirli fitohormonlarin maniple edilmesine dayanir, tipik
olarak istenen nukleotit sekanslarniyla birlikte yerlestirilmis olan bir biyosit ve/veya
herbisit markorune dayanir. Kulturlenmis protoplastlarin bitki rejenerasyonu Evans et
al., Protoplasts Isolation and Culture, Handbook of Plant Cell Culture, pp. 124-176,
MacMillilan Publishing Company, New York, 1983 ve Binding, Regeneration of Plants,
Plant Protoplasts, pp. 21-73, CRC Press, Boca Raton, 1985 yayinlarinda agiklanmistir.
Rejenerasyon ayrica bitki organlarindani kallustan, eksplanttan veya bunlarin
pargalarindan elde edilebilir. Bu rejenerasyon teknikleri genel olarak Klee (1987) Ann.
Rev. of Plant Phys. 38:467-486 yayininda agiklanmaktadir. Gelismemis embriyolar gibi
transjenik dokulardan tam bitki elde etmek icin bunlar besinleri ve hormonlari iceren
bir dizi ortamda kontrollu gevre kosullari altinda doku kulturu olarak bilinen bir igslemde
buyutulebilir. Tam bitki olusturulup tohum verdikten sonra soyun evrimi baglar.

Ekspresyon kaseti stabil sekilde transjenik bitkilere yerlestirildikten sonra cinsel
caprazlama vasitasiyla diger bitkilere yerlestirilebilir. Caprazlanacak turlere dayanarak
herhangi bir sayida standart dolleme teknigi kullanilabilir. Bulugun nukleik asitlerinin
transjenik ekspresyonu fenotipik degisimlere neden oldugundan dolayl bulusun
rekombinant nukleik asitlerini iceren bitkiler bir nihai Urun elde etmek icin bir ikingci
bitkiyle cinsel olarak ¢aprazlanir. Dolayisiyla bulugun tohumu bulusun iki transjenik
bitkisi arasindaki bir caprazlamadan veya bulugun bir bitkisi ve bagka bir bitki
arasindaki bir gaprazlamadan turetilebilir. istenen etkiler (orn, giceklenme davraniginin
degistirildigi bir bitki uretmek icin bulugun polipeptitlerinin ekspresyonu} her iki parental
bitki bulusun polipeptitlerini (orn, bir ksilanaz) eksprese ettigi zaman arttirilabilir.
Istenen etkiler standart propagasyon araglari vasitasiyla gelecekteki bitki

jenerasyonlarina gecirilebilir.

Bulusun nukleik asitleri ve polipeptitleri herhangi bir bitkide veya tohumda eksprese
edilir veya buraya yerlestirilir. Bulusun transjenik bitkileri tek cenekli veya ¢ift cenekli
olabilir. Bulusun ¢ift cenekli transjenik bitkilerine iligkin ornekler cayir otu (mavi
¢im, Poa) gibi cimleri, delice otu gibi otlari, Agrostis gibi thmh ¢imleri ve orn, bugday,
arpa, gavdar, piring ve dari (misir) gibi tahillardir. Bulusun tek genekli bitkilerine iligkin
ornekler, tutun, patates, seker kamigi, fasulye ve soya fasulyesi gibi baklagiller ve
karnibahar, kolza tohumu gibi turpgillerden bitkiler ve yakindan iligkili model organizma
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Arabidopsis thalianadir. Dolayisiyla bulusun transjenik bitkileri ve tohumlan genis
aralikta bitkileri icermekte olup, bunlar Anacardium, Arachis, Asparagus, Atropa,
Avena, Brassica, Citrus, Citrullus, Capsicum, Carthamus, Cocos, Coffea, Cucumis,
Cucurbita, Daucus, Elaeis, Fragaria, Glycine, Gossypium, Helianthus,
Heterocallis, Hordeum, Hyoscyamus, Lactuca, Linum, Lolium, Lupinus, Lycopersicon,
Malus, Manihot, Majorana, Medicago, Nicotiana, Olea, Oryza, Panieum, Pannisetum,
Persea, Phaseolus, Pistachia, Pisum, Pyrus, Prunus, Raphanus, Ricinus, Secale,
Senecio, Sinapis, Solanum, Sorghum, Thecbromus, Trigonella, Triticum, Vicia, Vitis,
Vigna, ve Zea takimlarindan turleri icerir ancak bunlarla sinirl degildir. Bulusun
transjenik bitkileri ve tohumlan tek g¢enekli veya cift cenekli olabilir, ornegin bir tek
genekli misir, seker kamigi, piring, bugday, arpa veya Miscanthus veya bir tek cenekl
yag tchumu, soya, kanola, kolza tohumu, keten, pamuk, palm yagi, seker kamigi, agag
veya acibakla.

Alternatif uygulamalarda bulusun nukleik asitleri orn, pamuk dahil olmak uzere fiber
iceren bitkilerde (ve/veya bunlann tohumlarinda), silk cotton agacinda (Kapok, Ceiba
pentandra), kreozot calisinda, Krascheninnikovia lanata, balza, kenevir, kerkede,
kenaf, jut, sisal abaka ve ketende eksprese edilir. Alternatif uygulamalarda bulusun
transjenik bitkileri G. arboreum;. G. herbaceum, G. barbadense ve G. hirsutum gibi
herhangi bir Gossypium turunun elemanlari dahil olmak tUzere Gossypium takiminin

elemanlar olabilir.

Bulus ayrica bulusun polipeptitlerini fazla miktarda uretmek icin kullanilacak transjenik
bitkiler (ve/veya kokler saglar. Ornegin, bkz. Palmgren (1997) Trends Genet.
13:348; Chong (1997) Transgenic Res. 6:289-296 ( Agrobacterium tumefaciens-aracn
yaprak disk transformasyonu yontemleri ile bir auksinle induklenebilen, iki yonlu
mnnopin sintaz (mas1',2') promotoru kullanarak transjenik patates bitkisinde insan sut

proteini beta-kaseinin uretilmesi).

Bilinen prosedurler kullanilarak teknikte uzman bir kisi bulusun bitkilerini (ve/veya
koklerini transjenik bitkilerde transgen RNA'nin veya proteinin artmasini veya
azalmasini tespit ederek tarayabilir. mRNA’lann veya proteinlerin tespit edilmesi ve

olgculmesi igin araclar teknikte iyi bilinmektedir.
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Polipeptitler ve peptitler

Bir yonde bulus ksilanaz aktivitesine sahip izole edilmig, sentetik veya rekombinant
polipeptitler ve peptitleri veya bu bulusun bir ksilanazina spesifik olarak baglanan bir

antikoru uretebilen polipeptitleri ve peptitleri saglar.

Burada aciklanan polipeptitlerin cesitli karakteristikleri ve 6zellikleri asagida 13 ila 15
arasindaki Orneklerde tarif edilmis ve listelenmistir.

Aciklama ayrica "X14 modulunl™ iceren bir ksilanaz alt kiimesini veya bir kladi
kodladiklari igin ortak bir yenilige sahip enzim sifreleyici nukleik asitler saglarlar. Enzim
kodlayan nukleik asitler, "X14 modulu" iceren bir kladi kodladiklari igin ortak bir yenilige
sahiptirler (J Bacteriol. 2002 August; 184(15). 4124- 4133). Bu kladin X14- igceren
ksilanaz Uyeleri, asagidaki Tablo 9'da listelenmistir. Asagidaki Tablo 9'da listelenen
klada ait ksilanaz uyelerini iceren yeni bir ksilanaz cinsi, érnegin asagidaki Tablo 9'da
listelendigi gibi bulusun bir drnek enzimiyle % 50 veya daha fazla dzdegligine sahip
ksilanazlar ve ilgili enzimler agiklanmaktadir. Asagidaki Tablo 9'da tarif edilen kladdaki
sekanslar, hepsinin tanimlanan kladdaki tum ksilanazlar arasinda oldukga benzer olan
CBM- benzeri X14 modulunu icermesiyle essizdir.

Tablo 9

SEK ID NOlar: X14 benzersiz

ayni soydan
gelen canl

169, 170 y y

195, 196 y y

215, 216 y y

161, 162 y y

225, 226 y y

159, 160 y Yy

299, 300 y y
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233, 234 y y
181, 182 y y
165, 166 y y
217,218 y y
153, 154 y y
219, 220 y y
183, 184 y y
253, 254 y y
255, 256 y y
221, 222 y y
191, 192 y
353, 354 y
367, 368 y
261, 262 y
365, 366 y
205, 206 y
211, 212 y

Kimerik ksilanazlar, ornegin aciklanan igslemlerde ve g¢esitli endustriyel, tibbi,
farmasotik, aragtirma, gida ve yem ve gida ve yem takviyesi islemlerinde ve dider
uygulamalarda kullanim icin heterolog karbonhidrat baglayici moduller (CBM'ler)
igerebilir. Ornegin glikozil hidrolazlar (ksilanazlar, glukanazlar gibi) da dahil olmak

uzere enzimler, 6rnegdin hidrolazlar, Tablo 9'da dzetlendigi gibi yukanda tartisilan CBM
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benzeri X14 modulu dahil olmak uzere bulugun bir enziminin bir veya daha fazla
CBM'sini icerir. Veya CBM'ler, ornegdin X14 modulleri, tarifnamenin farkl enzimleri
arasinda dedistirilebilir veya alternatif olarak tarifnamenin bir veya daha fazla enziminin
bir veya daha fazla CBM'si bir enzim, 6rnegdin bir hidrolaz, érnegdin bir ksilanaz gibi

herhangi bir glikosil hidrolazin icine eklenebilir.

Cozunmeyen substratlari kullanan glikosil hidrolazlar, genellikle bir veya daha fazla
katalitik olmayan karbonhidrat baglayici module (CBM'ler} eklenmis katalitik moduller
icerecek sekilde modulerdir. Dogada CBM'lerin, glikosil hidrolazin hedef substrat
polisakkaridiyle etkilesimini tesvik ettigi dusunulmektedir. Ornegin yukarida tartisildigi
gibi X14 bir ksilan baglama moduludur. Bu nedenle "uglan birlestirilen” heterolog
CBM'lerin, ornegdin uglan birlestirilen X14 moduluniun dodasi geredi coklu substratlara
sahip olan, dolayisiyla kimerik enzime, ksilan ve galaktan icin yeni 6zgulluk ya da ksilan
ve galaktan icin gelismis baglanma saglayan kimerik enzimler dahil olmak uzere
kimerik enzimler heterolog, dogal olmayan substratlara sahiptir. Kimerik enzimlerin
heterolog CBM'leri moduler olacak sekilde yani ayni zamanda enzime heterolog
olabilen veya homolog olabilen bir katalitik modul veya katalitik alana (drnegdin bir aktif

yer) eklenmek Uzere tasarlanabilir.

Sadece bir ksilanazin veya bir glukanazin katalitik modulunun kullaniimasinin etkili
oldugu gosterilmistir. Bu nedenle peptitler ve polipeptitler, homolog olarak
eslestirilebilen veya kimerik (heterolog) aktif yer- CBM ciftleri olarak birlestirilebilen
moduler CBM / aktif bolge modullerinden (or. X14, bakiniz Tablo 9) olusabilir veya
bunlari icerebilir. Dolayisiyla bu kimerik polipeptitler / peptitler munferit bir enzimin,
ornedin bir ksilanaz enziminin performansini gelistirmek veya degistirmek icin
kullanilabilir. Bir kimerik katalitik modul (érnegin en az bir CBM, or. X14 iceren), enzimi
bir substratin belirli bolgelerine, ornegin bir hamurun belirli bodlgelerine hedeflemek
uzere tasarlanabilir. Ornegin bu, ksilanaz ve ¢esitli CBM'lerin (ya heterolog CBM ile bir
ksilanaz ya da tarifnamenin bir CBM'sinin bir bagska enzimle, érnegdin bir ksilanaz gibi
bir hidrolaz ile) fUzyonlarint yapmak suretiyle gerceklestirilir. Ornegin CBM4, CBM6 ve
CBM22'nin ksilani bagladigi bilinmektedir ve hamur biyo- adartmada ksilanazin
etkinligini artirabilir (bakiniz or. Czjzek (2001} J. Biol. Chem. 276 (51). 48580- 7 ,
CBM4, CBM6 ve CBM22'nin iligkili oldugunu ve CBM'nin esas olarak ksilan ile
etkilestidine dikkat ediniz). Kristalize selulozu baglayan ksilanaz ve CBM3a veya
CBM3b fuzyonu, ksilanazin hamurun kompleks polisakkarit matrisine nufuz etmesine
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ve erisilemeyen ksilanlara ulasmasina yardimci olabilir. Herhangi bir CBM, ornegin
Boraston (2004) Biochem. J. 382:769- 781: tarafindan incelenen gibi kullanilabilir.

Aile Protein PDB kod
CBM1 Selulaz 7A (Trichoderma reesei) 1CBH
CBM2 Ksilanaz 10A (Cellulomonas fimi) 1EXG
Ksilanaz 11A (Cellulomonas fimi) 2XBD
Ksilanaz 11A (Cellulomonas fimi) 1HEH
CBM3 Scaffoldin (Clostridium cellulolyticum) 1G43
Scaffoldin (Clostridium thermocellum) 1NBC
Selulaz 9A (Thermobifida fusca) 1TF4
CBM4 Laminarinaz 16A (Thermotoga maritima} 1GUI
Selulaz 9B (Cellulomonas fimi) 1ULO; 1GU3
Selulaz 9B (Cellulomonas fimi) 1CX1
Ksilanaz 10A (Rhodothermus marinus) 1K45
CBM5 Selulaz 5A (Erwinia chrysanthemi) 1AIW
Kitinaz B (Serratia marcescens) 1E15
CBM6 Ksilanaz 11A (Clostridium thermocellum) TUXX
Ksilanaz 11A (Clostridium stercorarium) 1NAE
Ksilanaz 11A (Clostridium stercorarium) 1UY4
Endoglukanaz 5A (Cellvibrio mixtus) 1UZ0
CBM9 Ksilanaz 10A (Thermotoga maritima} 118A
CBM10  Ksilanaz 10A (Cellvibrio japonicus) 1QLD

CBM12 Kitinaz Chi1 (Bacillus circulans) 1ED7



CBM13*

CBM14

CBM15

CBM17

CBM18*

CBM20*

CBM22

CBM27

CBM28

CBM29

CBM32

CBM34*

CBM36
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Ksilanaz 10A (Streptomyces olivaceoviridis)
Ksilanaz 10A (Streptomyces lividans)
Risin toksin B- zinciri (Ricinus communis)

Abrin (Abrus precatorius)

Takistin (Tachypleus tridentatus)
Ksilanaz 10C (Cellvibrio japonicus)
Selulaz 5A (Clostridium cellulovorans)
Aglutinin (Triticum aestivum)

Antimicrobial peptide (Amaranthus caudatus)

Kitinaz/aglutinin (Urtica dioica)

Glukoamilaz (Aspergillus niger)

- amilaz (Bacillus cereus)

Ksilanaz 10B (Clostridium thermocellum)
Mannanaz 5A (Thermotoga maritima)
Selulaz 5A (Bacillus sp. 1139)

Katalitik olmayan protein 1 {(Pyromyces equi)
Siyalidaz 33A (Micromonospora viridifaciens)

Galaktoz oksidaz (Cladobotryum dendroides)

a- Amilaz 13A (Thermoactinomyces vulgaris)

Neopululanaz (Geobacillus stearothermophilus)

Ksilanaz 43A (Paenibacillus polymyxa)

1XYF
1MC9
2AAl

1ABR

1DQC

1GNY

1J83

1WGC

1MMC

1EIS

1ACO
1CQY

1DYO

10F4

TUWW

1GWK

1EUU

1GOF clade

1UH2

1JOH

1UX7
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* Bu aileler, bunlan listelemek igcin ¢ok fazla yapi girisi icermektedir, bu yuzden

yalnizca temsilcileri verilmektedir.

Bu nedenle bir uygulamadaki performansi arttirmak igin enzimi belirli ¢ozunmez
polisakkaritlere hedeflemek uzere farkli (or. heterolog) CBM'lerle bir glikosidazin bir
fuzyonu gibi kimerik hidrolazlar saglanir. Kimerik glikosidaz bulusun bir enzimini
icerebilir. Kimerik enzim, ornedin agartma kimyasallarinin daha buylk oranda
azaltilmasi igin hamur biyo- agartma performansini arttirmak tzere farkli CBM'lerin
fuzyonlarini igerebilir. Yontemler farkh ksilanazlara sahip farklh CBM'lerin (6rnegin
tarifnamenin ksilanaz CBM'leri) yeniden birlestiriimesini ve belirli bir uygulama veya
substrat icin en iyi kombinasyonu bulmak i¢in elde edilen kimeriklerin taranmasini
icerir.

SEK ID NO: 160'da (or. SEK ID NO: 159 tarafindan kodlanan} belirtilen bir sekansa
sahip olan ksilanazin sinyal sekansinin c¢ikarildigi, “karbonhidrat- baglama
modult"nden (CBM) cikanldigi ve bir baslangic metiyoninin eklendigi SEK ID NO:
382'de belirtilen gibi bir sekansa sahip bir protein kesik bir versiyonu, SEK ID NO:
382'de (or. SEK ID NO: 381 ile kodlanan) belirtilen bir sekansa sahip ksilanazi verir.

Daha sonra ug¢ amino asit kalintisi SEQ ID NO: 382 polipeptitinin karboksi ucundan
cikariimig, SEK ID NO: 384 (SEK ID NO: 383 ile kodlanan) elde edilmistir. Bu
kalintilardan biri, gikarildiginda proteinin pl'sini arttiran bir glutamat olmustur. Bu silme,
enzimin vahsi tip enzime kiyasla alkali pH'ta odun hamurunu parlaklastirma
yetenedinde bir artisa neden olmustur. Bir bagka yonde SEQ ID NO: 382'nin bir GSSM
varyantinin, or. polipeptit SEK ID NO: 482 (asadiya bakiniz}, karboksi terminal

ucundan u¢ amino asit kalintist gikarilr.

Bu nedenle bir ksilanazin performansi, ornegin yuksek pH'ta bir ksilanaz sekansinin C
terminal ucunda veya yakininda "EGG" (veya esdegeri) amino asit kalintilarinin
cikanimasiyla arttinlir. Bir yonde "EGG" (veya esdegeri), modifiye edilecek olan

ksilanazin glikozil hidrolaz bolgesinden hemen sonra (derhal) cikarilir.

Ornedin bulusun herhangi bir polipeptitinin karboksi- veya amino terminal uglarindan
bir, iki, Ug, dort veya bes veya daha fazla kalintinin uzaklastirildidr diger varyasyonlar

da bu aciklamanin kapsami dahilindedir. Baska bir varyasyon bir polipeptitin pl'sini
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artirmak veya azaltmak i¢cin herhangi bir kalintiyi modifiye etmeyi, ornegin bir
glutamatin ornedin gikariimasini veya degistiriimesini (bagska bir amino aside) igerir.
Bu yontem hig bir amino asit mutasyona ugratiimadigindan, duzenleyici sorunlar
yaratmadan enzimin ozelliklerini iyilestirmek icin genel bir sema olarak kullaniimigtir ve

bu genel sema bulusun herhangi bir polipeptiti ile kullanilabilir,

SEK ID NO: 384 polipeptiti, Tablo 11'de ozetlendigi gibi GSSM kullanilarak daha da
gelistirilmistir;

Mutasyon Amino asidi Vahsi tip GSSM Degistirilmis ayni amino asidi
degistirilimis nukleotit (WT) Sekans  de kodlayan diger kodonlar
pozisyonlari Sekans

T4L 10-12 ACC CTT TTA, TTG, CTC, CTA, CTG

S9P 25-27 AGT CCC CCG, CCA, CCT

Q108 28- 30 CAA TCA TCC, TCT, TCG, AGT, AGC

T13F 37- 39 ACT TTT TTC

T13Y 37- 39 ACT TAC TAT

T13l 37- 39 ACT ATA ATT, ATC

T13W 37- 39 ACT TGG -

N14H 40- 42 AAC CAC CAT

Y18F 52- 54 TAT TTC TTT

S25E 73-75 AGT GAG GAA

S25P 73-75 AGT CCC CCG, CCA, CCT

N30V 88- 90 AAT GTG GTC, GTA, GTT

Q34C 100- 102 CAG TGT TGC

Q34H 100- 102 CAG CAT CAC
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Q34L 100- 102 CAG TTG TTA, CTT, CTC, CTA, CTG
S35E 103- 105 TCC GAG GAA

S35D 103- 105 TCC GAT GAC

S7T1T 211- 213 TCA ACA ACT, ACC, ACG

S71C 211- 213 TCA TGT TGC

S194H 508- 582 AGT CAT CAC

SEK ID NO: 384 polipeptiti, ornedin SEK ID NO: 481 ile kodlanan SEK ID NO: 482'i

olusturmak igcin GSSM kullanilarak evrimlesmistir;

MAQTCITSPQTCIHNCEEYSEFWKDSFOTYNICLL TGORY TANW SGINSNWNVGORCW
CTOSKRENTEYSORENTROROY T ATYOW FINEEVEY Y VVISWGSW RPPOSDG TR G
NNSODGOTYIHY R AQRVYNAPSHONATEY QYW SVROQSKRVCGGTITIONHEDR AW ASN G
INTGIHNYQIMATEGYOQSSGSSDITNVS (SEOH Y NCF 28

ATOLGECCACAUCTOCOCTOANM CTEGOCCONANM COOUTTTO ACANTOCOTTOTTOT

CCOGTTACACATCUAACTCOAGOGCUNTOAACAACTGOOGTOUGOGCOAAGOONTO
GCAGACCOOTTTCACGOUGGANC AT ACGT ACTOGOOE AGUTTO AT ACATCCOG
CAMGUCTACOTOUCCU T PIACGUA TCGOMCCNCOANVICOACTCGTOGAGTAC T AL
GTCGTCONTAGCTCGOGOO A TTOGGOGTOCGOCGGUGTTOGOACGOANCGTTOCTTG
VACGOUCCGTOCATOANTCGOGUANCGOUALGHTOTATOANIACTGUAGCGITCCGC
NCTOGANGCOOGU TAGGTOGUEOACCNTOACCACCOGOGANACOACTTOGACGOG TG
COACCGIGOOGUCTGAACCGOGOACTCATAACTACCAGATUATOOOOGACCLAGO
GOTACC AAACUAGOGUOACUTOOOAUATOANCGO TOAMGTTOA O SFRO T NO AN

SEKID NO: 382 ve SEK ID NQ: 482 arasindaki farklar:

Ik olarak SEK ID NO: 382'nin C- ucundan Uig amino asit gikanlmigtir. Bu, enzimin pH
performansini arttirmak igin yapilmigtir. Ikinci olarak enzimin performansini yuksek
sicakliklarda ve yuksek pH'ta arttirmak icin yedi amino asit degistirilmigtir. Bu nedenle
urundeki aktif SEK ID NO: 482 enzimi, biraz degistiriimis SEK ID NO: 382 katalitik

alanini igerir.
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Ornek sekans SEK ID NO: 382’de yapilan degdisikliklerin ozeti

Bulusun ornek sekansi SEK ID NO: 382'ye yapilan degisikliklerin bir 0zeti, Sekil 13'te
verilmistir, buradaki sekil yuksek pH'ta arttinlmis performans saglamak icin C- ucu
EGG sekansinin ¢ikariimasini géstermektedir, bunu yedi {7) amino asit kalintisinda bir
degisiklik takip eder- bu Urun yiksek pH ve yuksek sicakhikta yuksek performansa
sahiptir, nihai Urun SEK ID NO: 482 sekansina sahiptir.

SEK ID NO: 382 ve SEK ID NO: 482 arasindaki amino asit degisikliklerinin
ayrintilar :

Amino Asit pozisyonu 9 |13 |14 |18 |34 |35 |71
SEK ID NO: 382 S |T N Y Q S S
SEK ID NO: 482 P |F H F L E T

Dolayisiyla tarifname ksilanaz etkinligine sahip izole edilmis, sentetik veya
rekombinant polipeptitler saglar, burada polipeptit (yukarida tanimlandigi gibi SEK ID
NO: 2 ila SEK ID NO: 636 arasindaki tum ¢ift sekanslar dahil olmak Uzere, sekans
listesine bakiniz) tarifnamenin ornek herhangi bir amino asit sekansini iceren bir
sekans modifikasyonuna sahiptir, burada sekans modifikasyonu en az bir, iki, g, dort,
bes, alti, yedi, sekiz, dokuz, on, on bir, on iki, on Ug¢, on dort, on beg, on alt, on yedi,
on sekiz, on dokuz veya asagidaki degisikliklerin tumunu igerir: SEK ID NO: 384'un
kalinti 4'Undeki treonine esdeger amino asidi lasindir, SEK ID NO: 384'un kalinti
9'undaki serinin esdeder amino asidi prolindir, SEK ID NO: 384'un kalinti 10'undaki
glutaminin esdederi amino asidi serindir, SEK ID NO: 384'Un kalinti 13'undeki treoninin
esdeder amino asidi fenilalanindir, SEK ID NO. : 384'Un kalinti 13'Undeki treonine
esdeger amino asit tirosindir, SEK ID NO: 384'un kalinti13'Undeki treonine esdeger
amino asidi izolosindir, SEK ID NO: 384Un kalinti 13'Undeki treonine esdeger amino
asidi triptofandir, SEK ID NO: 384'un kalinti 14'undeki asparajin esdegeri amino asit
histidindir SEK ID NO: 384'Un kalinti 18'indeki tirosin esdeferi amino asidi
fenilalanindir, SEK ID NO: 384'Un kalinti 25'indeki serin esdegeri aminoasidi glutamik
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asittir, SEK ID NO: 384'un kalinti 25'indeki serin egsdegderi amino asidi prolindir, SEK ID
NO: 384'un kalinti 30'undaki asparajin esdegeri amino asidi valindir, SEK ID NO:
384Un kalinti 34'undeki glutamin esdegeri amino asit sistindir, SEK ID NO: 384'Un
kalinti 34'undeki glutamin esdegeri amino asit histidindir, SEK ID NO: 384'un kalinti
34'undeki glutamin esdegeri amino asit Iosindir, SEK ID NO: 3840n kalinti 35indeki
serin esdegeri amino asit glutamik asittir, SEK ID NO: 384un kalnti 35’indeki serin
esdederi amino asit aspartik asittir, SEK ID NO: 384'Un kalinti 71'indeki serin esdegeri
amino asit treonindir, SEK ID NO: 384'Un kalinti 71°indeki serin esdegeri amino asit
sisteindir, SEK ID NO: 384'un kalinti 194'undeki serin esdegeri amino asit histidindir.
Sekans degisiklik(ler)i bir polipeptitin pl'sini degistirmek i¢cin herhangi bir amino asit
modifikasyonunu, ornedin bir glutamatin silinmesini veya modifikasyonunu veya bir

glutamati bir baska kalintiyla dedistirmeyi de icerebilir.

Bulug ayrica ksilanaz etkinligine sahip izole edilmig, sentetik veya rekombinant
polipeptitler sadlar, burada polipeptit bir, iki, ug, dort, bes, alti, yedi, sekiz, dokuz, on,
on bir, on iki, onug, on dort, on bes, on alti, on yedi, on sekiz, on dokuz degisiklige veya
SEK ID NO: 384'Un amino asit sekansinda yapilan asagidaki degisiklerin tumune
sahiptir: amino asit pozisyon 4'teki treonin losindir, amino asit pozisyon 9daki serin
prolindir, aminoda asit pozisyon 10'daki glutamin serindir, amino asit pozisyon 13'teki
treonin fenilalanindir, amino asit pozisyon 13'teki treonin tirosindir, amino asit pozisyon
13'teki treonin izoldsindir, amino asit pozisyon 13'teki treonin triptofandir, amino asit
pozisyon 14:deki asparaijin histidindir, amino asit pozisyon 18'deki tirosin fenilalanindir,
amino asit pozisyon 25'deki serin glutamik asittir, amino asit pozisyon 25'deki serin
prolindir, amino asit pozisyon 30’daki asparaijin valindir, amino asit pozisyonun 34:deki
glutamin sisteindir, amino asit pozisyon 34'deki glutamin histidindir, amino asit
pozisyon 34'deki glutamin losindir, amino asit pozisyon 35'deki serin glutamik asittir,
amino asit pozisyon Sekil 35'deki serin aspartik asittir, amino asit pozisyon 71'deki
serin treonindir, amino asit pozisyon 71'deki serin sisteindir veya amino asit pozisyon
194-deki serin histidindir.

Aciklama ayrica tarifmanemin ornek bir sekansi ile (ornegin en az yaklasik % 50, %
51, % 52, % 53, % 54, % 55, % 56, % 57, % 58, % 59, % 60, % 61, % 62, % 63, % 64,
% 65, % 66, % 67, % 68, % 69, % 70, % 71, % 72, % 73, % 74, % 75, % 76, % 77, %
78, % 79, % 80, % 81, % 82, % 83, % 84, % 85, % 86, % 87, % 88, % 89, % 90, % 91,
% 92, % 93, % 94, % 95, % 96, % 97, % 98, % 99 veya daha fazla veya tam (% 100)



10

15

20

25

30

167

sekans ozdesligi) bir sekans 0zdesligine sahip izole edilmis, sentetik veya rekombinant

polipeptitler saglar.

Bir yonde polipeptitin bir ksilanaz aktivitesi vardir, 6rnegin burada ksilanaz aktivitesi bir
polisakkaritte, 6rnegin bir ksilanda bir glikozidik bagin hidrolize edilmesini igerebilir. Bir
yonde polipeptit ic B- 1,4- ksilosidik baglarin hidrolizini katalize eden bir ksilanaz
aktivitesine sahiptir. Bir yonde ksilanaz aktivitesi bir endo- 1,4- beta- ksilanaz aktivitesi
icerir. Bir yonde ksilanaz aktivitesi daha kuguk molekul adirlikh bir ksiloz ve ksilol-
oligomer Uretmek uzere bir ksilanin hidrolize edilmesini icerir. Bir yonde ksilan suda

gozunur bir arabinoksilan gibi bir arabinoksilan icerir.

Teknikte bilinen herhangi bir ksilanaz analizi, bir polipeptitin ksilanaz aktivitesine sahip
olup olmadigini ve bulugun kapsaminda olup olmadigini belilemek icin kullanilabilir.
Ornegin Nelson- Somogyi yontemi veya dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi gibi seker
analizlerinin azaltilmasi, Urun sekerlerinin (ve dolayisiyla ksilanaz aktivitesinin) analiz
edilmesi icin kullanilabilir. Reaksiyonlar enzim preparati seyreltiginin tamponlanmis bir
pH ve ayarlanan sicaklikta bilinen bir miktarda substrat ile kanstinimasi ve inkube
edilmesi ile gerceklestirilir. Ksilanaz analizleri ksilan (ornegin yulaf kavuzu veya hus)
gozeltisinin CMC veya filtre kagidinin yerini almasi haricinde selulaz analizlerine
benzerdir. DNS analiz Nelson- Somogyi analizinden daha kolaydir. DNS analizi selulaz
aktiviteleri icin tatmin edici olmakla birlikte, ksilanaz aktivitesini buyutme egilimindedir.
Somogyi- Nelson prosedurl indirgeyici sekerlerin belirlenmesinde, spesifik aktivitelerin
olculmesinde ve optimize edilmis buyume kosullarinda uretilen toplam ksilanaz
miktarinin tayin edilmesinde daha dogrudur, bkz. 6r. Breuil (1985) Comparison of the
3, 5- dinitrosalicylic acid and Nelson- Somogyi methods of assaying for reducing
sugars and determining cellulase activity, Enzyme Microb. Technol. 7:327-
332; Somogyi, M. 1952, Notes on sugar determination, J. Biol. Chem. 195:19- 23'Te'te
aciklandigi gibi. Any reducing sugar assay may be used, e.g., by Nelson- Somogyi,
e.g., based on references Nelson, N. (1944) J. Biol. Chem. 153:375- 380,
and Somogyi, M. (1952} J. Biol. Chem. 195:19- 23,

SEKID NO: 182'de (or. SEK ID NO: 181 ile kodlanan) ("SEK ID NO: 181/182") belirtilen
bir sekansa sahip olan ksilanazin ve SEK ID NO: 382'de (or. SEK ID NO: 381 ile
kodlanan) ("SEK ID NO: 381/382"} belirtilen bir sekansa sahip olan ksilanazin diger
enzimlere gore pH 8'de hamur parlakhidini arttirdi§i gosterilmigtir. Parlaklik artigi esit
miktarda birim dozlandiginda her iki enzim i¢in benzerdir. Bu iki Ust duzey performans
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SEK ID NO: 381/ 382'den daha buyuk parlakhk seviyelerine yol acacak sekilde SEK
ID NO: 182 (6r. SEK ID NO: 181 ile kodlanmig) ("SEK ID NO: 181/182") ile pH 10'da
denendiginde farkhlik gosterir. SEK ID NO: 181/182, 8,8'lik pl'ye ve SEQ ID NO: 382
(or. SEK ID NO: 381 tarafindan kodlanan) 7,9'luk bir pl'ye sahiptir. SEK ID NO: 381/382
197 amino asit uzunlugundadir. SEK ID NO: 384 ile sonuc¢lanacak sekilde (SEK ID
NO: 383 ile kodlanan) E195, G196 ve G194 ¢ikarildiginda, pl 8,5 olur. Bu yapinin
yuksek pH'ta daha iyi etkinligi vardir cunku proteinin pl'si kesik yapidaki SEK ID NO:
181/ 182'ye daha yakindr.

SEK ID NO: 182 (or. SEK ID NO: 181 tarafindan kodlanan}), SEK ID NO: 382 (or. SEK
ID NO: 381 tarafindan kodlanan) ve SEK ID NO: 384 (or. SEK ID NO: 383 tarafindan
kodlanan) ug gen eksprese edilmis ve gen urunleri Nelson- Somogyi indirgeyici seker
analizi kullanilarak analiz edilmigtir, enzimin U / mPsi bir birimin 1 ymol ksiloz dk -
serbest birakacak enzim miktaridir. Enzimler 2 U / g’k OD (firinda kurutulmus)
hamurda dozlanmis ve asagidaki Ornek 8'de tarif edilen uygulamalarin biyolojik

agartma protokolune gore analiz edilmistir.

“‘Biyoagartma” ¢calismasinin sonuclari, Sekil 12 ve pH 8'de gosteriimektedir; SEK ID
NO: 382 ve SEK ID NO: 182 gecmiste goruldudu uzere pH = 10'da kontrol, C- 0,21'den
daha iyi performans gostermistir: SEK ID NO: 382 performansi gecmiste goruldugu
gibi pH = 10'da kontrolun, C- 0,21, altina dusmustur, SEK ID NO: 182 performansi
gegmiste goruldudu gibi kontrolun, C- 0,21, altina dusmemistir, SEK ID NO: 384 pH =
8'de SEK ID NO: 382'den ve SEK ID NO: 182'den daha iyi performans gostermistir,
SEK ID NO: 384'un pH = 10'daki performansi kontrolun, C- 0,21, altina dugmemistir
ve SEK ID NO: 182'ninkiyle karsilastirilabilirdir. Bu sonuclar kesik SEK |ID NO: 384'un
(or. SEK ID NO: 383 tarafindan kodlanan), SEK ID NO: 182 (SEK ID NO: 181
tarafindan kodlanmig) gibi performans sergiledidini ancak SEK ID NO: 382°nin bu
kosullar altinda yetersiz performans sergiledigini gosterir. Enzimler SSWB'nin 0,18
Kappa Faktorunde muamele edilmesi icin kullanilimistir. Sekil 12'de siyah cizgiler 0,18
(alt gizgi) ve 0,21 (Ust ¢izgi) kontrol parlaklik seviyelerini temsil etmektedir. Bu "biyo-
agartma” calismasi, ksilanaz enzimlerinin ozelliklerini gelistirmek icin gen kesilmesi
kullanimini gostermektedir. Bu "biyo- agartma™ calismasi ayrica bir ksilanazin artmisg
pl'sinin, Southern Softwood Pine Brownstock'un (SSWB) daha yuksek performansina

yol actigini gdostermektedir.
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Bulusun polipeptitleri aktif veya inaktif bir formda ksilanazlan igerir. Ornegin bulugsun
polipeptitleri “aktif” bir olgun protein uretmek icin "olgunlagma”dan ya da " bir proprotein
konvertaz gibi bir proprotein- isleme enzimi gibi prepro sekanslarinin islenmesinden
once proproteinleri igerir. Bulusun polipeptitleri diger nedenlerden oturu, ornegin bir
translasyon sonrasi isleme olay! ile "aktivasyon"dan once, ornedin bir endo- veya
ekso- peptitaz veya proteinaz eylemi, bir fosforilasyon olayi, bir amidasyon, bir
glikozilasyon veya bir sulfasyon, bir dimerizasyon olayi ve benzerlerinden oturl inaktif
olan ksilanazlari igerir. Bulusun polipeptitleri ksilanazin aktif alt sekanslar, ornegin

katalitik alanlar veya aktif yerler dahil olmak Uizere tum aktif formlarini icerir.

“Prepro” alan sekanslarinin ve sinyal sekanslarinin tanimlanmasi igin yontemler,
teknikte iyi bilinmektedir, bakiniz 6rnedin Van de Ven (1993) Crit. Rev. Oncog.
4(2):115- 136. Omegin bir prepro sekansini tanimlamak igin protein hucre digi
bosluktan arindiriir ve N- uglu protein sekansi belirlenir ve islenmemis form ile
karsilagtirilir.

Bulus bir sinyal sekansi olan ve olmayan polipeptitleri ve / veya bir prepro sekansini
icerir. Bulus heterolog sinyal dizileri ve / veya prepro dizileri olan polipeptitleri i¢erir.
Prepro dizisi (bir heterolog prepro alani olarak kullanilan bulusun bir sekansi da dahil
olmak uzere), proteinin amino terminali veya karboksi terminali ucunda bulunabilir.
Bulug ayrica bulusun sekanslanni igeren izole edilmis, sentetik veya rekombinant
sinyal dizilerini, prepro dizilerini ve katalitik bolgeleri (ornegin "aktif yerler") icerir.

Sekans yuzdesi 0zdesligi polipeptitin tam uzunlugu boyunca olabilir veya 6zdeslik en
az yaklasik 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600,
650, 700 veya daha fazla kalinti iceren bir bolge uUzerinde olabilir. Bulusa ait
polipeptitler ayni zamanda ornek polipeptitlerin tam uzunlugundan daha kisa olabilir.
Alternatif yonlerde bulus yaklasik 5 ile bir polipeptitin, drnegin bir ksilanaz gibi bir
enzimin tam uzunlugu arasinda degisen boyutlarda polipeptitler (peptitler, fragmanlar)
sadlar, ornek boyutlar yaklasik 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,
80, 85, 90, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700
veya daha fazla kalinti, drnegin bulusun bir 6rnek ksilanazinin bitisik kalintilaridir.

Bulusa ait peptitler (6r. bulusun ornek bir polipeptitinin bir alt sekansi), dregin
etiketleme problari, antijenler, tolerojenler, motifler, ksilanaz aktif yerleri (or. "katalitik
alanlar"), sinyal sekanslan ve / veya prepro alanlan olarak faydali olabilirler.
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Bulusa ait polipeptitler ve peptitler dogal kaynaklardan izole edilebilir, sentetik olabilir
veya rekombinant olarak uretilen polipeptitler olabilirler. Peptitler ve proteinler
rekombinant olarak in vitro veya in vivo olarak eksprese edilebilir. Bulusa ait peptitler
ve polipeptitler teknikte bilinen herhangi bir yontem kullanilarak yapilabilir ve izole
edilebilir. Bulusa ait polipeptit ve peptitler ayrica teknikte iyi bilinen kimyasal yontemler
kullanilarak kismen veya tamamen sentezlenebilir. Bakiniz 6rnegin Caruthers (1980)
Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 215- 223; Horn (1980) Nucleic Acids Res. Symp. Ser.
225- 232; Banga, A. K., Therapeutic peptides and Proteins, Formulation, Processing
and Delivery Systems (1995) Technomic Publishing Co. , Lancaster, PA. Ornegin
peptit sentezi cesitli kati faz teknikleri kullanilarak gerceklestirilebilir (bakimz or.
Roberge (1995) Science 269: 202; Merrifield (1997) Methods Enzymol. 289: 3- 13 ) ve
otomatik sentezler, or. uretici tarafindan saglanan talimatlara gore ABI 431A peptit

Sentezleyici {(Perkin Elmer) kullanilarak gerceklestirilebilir.

Bulusa ait peptitler ve polipeptitler ayrica glikozile edilebilir. Glikozilasyon ya kimyasal
olarak ya da hucresel biyosentetik mekanizmalarla translasyonel olarak eklenebilir,
burada daha sonra bilinen glikozilasyon motiflerinin kullanimi diziye dogal olabilir ya
da bir peptit olarak eklenebilir ya da nukleik asit kodlama sekansina eklenebilir.

glikozilasyon O baglantili veya N baglantili olabilir.

Burada kullanildigi sekliyle "amino asit” veya "amino asit sekansi” bir oligopeptit, peptit,
polipeptit veya protein sekansi veya bunlarin herhangi birinin bir fragmani, kismi veya
alt birimini ve dogal olarak olugan veya sentetik molekulleri belirtir. “Amino asit” veya
"amino asit sekansi” bir oligopeptit, peptit, polipeptit veya protein sekansi veya bunlarin
herhangi birinin bir fragmani, kismi veya alt birimi ve dogal olarak olusan veya sentetik
molekulleri igerir. Burada kullanildigi sekliyle "polipeptit" terimi peptit baglan veya
modifiye edilmis peptit baglan, yani peptit izosterleri ile birbirine baglanmis amino
asitleri belirtir ve 20 gen kodlu amino asitler disinda modifiye amino asitleri icerebilir.
Polipeptitler ya translasyon sonrasi igsleme gibi dodal islemlerle ya da teknolojide iyi
bilinen kimyasal modifikasyon teknikleriyle modifiye edilebilir. Modifikasyonlar peptit
omurgasi, amino asit yan zincirleri ve amino veya karboksil uclari dahil olmak uzere
polipeptitin herhangi bir yerinde meydana gelebilir. Ayni tip modifikasyonun, belirli bir
polipeptitteki gesitli bolgelerde ayni veya degisken derecelerde mevcut olabilecegi
takdir edilecektir. Ayrica belirli bir polipeptitin birgcok tipte modifikasyonu olabilir.
Modifikasyonlar arasinda asetilasyon, agilasyon, ADP- ribozilasyon, amidasyon, flavin
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kovalent bagi, bir heme grubunun kovalent bagi, bir nukleotit veya nukleotit turevinin
kovalent bagi, bir lipit veya lipit turevinin kovalent bagi, bir fosfitidinilinositolun kovalent
bagi, capraz siklizasyon, disulfit bag olusumu, demetilasyon, kovalent capraz
baglarinin olusumu, sistein olusumu, piroglutamat olusumu, formilasyon, gama-
karboksilasyon, glikozilasyon, GPl ankor olusumu, hidroksilasyon, iyodinasyon,
metilasyon, miristolivasyon, oksidasyon, pegilasyon, Kksilan hidrolaz isleme,
fosforilasyon, prenilleme, rasemizasyon, selenoilasyon, sulfasyon ve arjinilasyon gibi
aminoasitlerin proteine transfer- RNA aracili eklenmesini igerir. (Bakiniz Creighton, T.
E. , Proteins - Structure and Molecular Properties 2nd Ed. , W. H. Freeman and
Company, New York (1993); Posttranslational Covalent Modification of Proteins, B. C.
Johnson, Ed. , Academic Press, New York, sayfa 1- 12 (1983)). Bulusa ait peptitler ve
polipeptitler ayrica asadida daha detayli olarak tarif edildigi gibi tum "mimetik" ve

"peptitomimetik" formlari icerir.

“‘Rekombinant” polipeptitler veya proteinler, rekombinant DNA teknikleriyle uretilen
polipeptitleri veya proteinleri belirtir yani istenen polipeptiti veya proteini kodlayan bir
eksojen DNA vyapisi tarafindan donusturulmus hucrelerden Uretilir.  “Sentetik”
polipeptitler veya protein kimyasal sentezle hazirlananlardir. Kati- fazh kimyasal peptit
sentezi yontemleri bulugun polipeptitlerini sentezlemek icin de kullanilabilir. Bu yontem
1960'lann basindan beri bilinmektedir ( Merrifield, RB, J. Am. Chem. Soc. , 85: 2149-
2154, 1963 } (ayrica bakiniz Stewart, JM ve Young, J. D. , Solid Phase peptite
Synthesis, 2nd Ed. , Pierce Chemical Co. , Rockford, I111. , sayfa 11- 12 })) ve son
zamanlarda ticari olarak temin edilebilen laboratuvar peptit tasarim ve sentez kitlerinde
(Cambridge Research Biochemicals) kullaniimistir. Bu tur ticari olarak temin edilebilen
laboratuvar kitleri genellikle HM Geysen vd. , Proc. Natl. Acad. Sci. , ABD, 81: 3998
(1984 ) ogretilerini kullanirlar ve hepsi tek bir plakaya bagh olan ¢ok sayida "gubuk”

veya "igne"nin uglari uzerinde pepltitlerin sentezlenmesini saglarlar. Boyle bir sistem
kullanildiginda, bir gubuk veya igne plakasi ters cevrilmekte ve uygun bir amino asidin
ignenin veya gubugun uglarina tutturulmasi veya baglanmasi igin ¢ozeltiler iceren,
karsihk gelen kuyu veya rezervuarlarin ikinci bir plakasina sokulmaktadir. Boyle bir
islem adiminin tekrarlanmasiyla, vani cubuklanin ve ignelerin uclarinin  uygun
gozeltilere gcevriimesi ve sokulmasi ile amino asitler istenen peptitlere donusturalur. Ek
olarak birtakim kullanilabilir FMOC peptit sentezi sistemleri mevcuttur. Ornegin bir

polipeptit veya fragmanin bir araya getirilmesi, bir Applied Biosystems, Inc. Model
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431A otomatik peptit sentezleyicisi kullanilarak kati bir destek Uzerinde
gerceklestirilebilir. Bu tur ekipmanlar ya dogrudan sentez yoluyla ya da bilinen diger
teknikler kullanilarak birlestirilebilen bir dizi fragmanin sentezi yoluyla bulusun

peptitlerine kolay erisim saglar.

Burada kullanilan "fragmanlar’ en az iki farkli konformasyonda bulunabilen dogal
olarak olusan bir proteinin bir kismidir. Fragmanlar dogal olarak meydana gelen
proteinle ayni veya buylk olgude ayni amino asit sekansina sahip olabilir. “Buyuk
olgude ayni" ifadesi bir amino asit sekansinin buyuk olgude ayni oldu§u ancak
tamamen ayni olmadigi ancak ilgili oldugu sekansin en az bir fonksiyonel aktivitesini
muhafaza ettigi anlamina gelir. Genel olarak iki amino asit sekansi, en az yaklasik %
85 dzdes olduklarinda "buyuk dlgiide ayni" veya "buyuk dlgude homolog"dur. Dogal
olarak meydana gelen protein olarak farkh u¢ boyutlu yapilara sahip fragmanlar da
dahil edilmigtir. Bunun bir ornegi onemli olcude daha yuksek aktiviteye sahip olgun bir
enzim uretmek uzere bolunme ile modifiye edilebilen dusuk aktivite proproteini gibi bir
"pro- form" molekuludur.

Yukarida tarif edildigi gibi bulusun peptitleri ve polipeptitleri tum "mimetik" ve
"peptitomimetik” formlari icerir. “Mimetik” ve "peptitomimetik” terimleri bulusun
polipeptitlerinin buyuk olcude ayni yapisal ve / veya fonksiyonel ozelliklerine sahip olan
bir sentetik kimyasal bilesigi ifade eder. Mimetik tamamen sentetik, dodal olmayan
amino asit analoglarindan olugabilir veya kismen dogal peptit amino asitlerinin ve
kismen dogal olmayan amino asit analoglarinin kimerik bir molekuludur. Mimetik ayrica
bu tur substitusyonlar mimetik yapisini ve / veya aktivitesini onemli dlgude
degistirmedigi surece herhangi bir miktarda dogal amino asit muhafazakar
substitusyonlarini da icerebilir. Muhafazakar varyantlar olan bulusun polipeptitleri ile
ilgili olarak rutin deneyler bir mimetidin bulusun kapsami icinde olup olmadigini, yani
yapisinin ve [/ veya fonksiyonunun buyuk olgcude degistirilip degistiriimedigini
belirleyecektir. Dolayisiyla bir yonuyle bir ksilanaz aktivitesi varsa, bir mimetik bilesim

bulusun kapsami dahilindedir.

Bulusun polipeptit mimetik bilesimleri, dogal olmayan yapisal bilesenlerin herhangi bir
kombinasyonunu igerebilir. Alternatif agidan bulugsun mimetik bilesimleri asagidaki g
yapisal grubun birini veya hepsini igerir: a) dogal amid bagi ("peptit badi") baglayicilan
digindaki kalinti baglayici gruplar; b) dogal olarak meydana gelen amino asit kalintilan
yerine dogal olmayan kalintilar; veya ¢) sekonder yapisal taklidi indukleyen, yani ikincil
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bir yapiyl, ornedin bir beta donusu, gama donusu, beta tabakasi, alfa sarmal
konformasyonunu ve benzerlerini indukleyen veya stabilize etmek i¢cin kullanilan
kalintilar. Orneg@in bulusun bir polipeptiti kalintilarinin tumu veya bir kismi dogal peptit
baglar digindaki kimyasal yollarla birlestirildiginde bir mimetik olarak karakterize
edilebilir.  Bireysel peptitomimetik  kalintilari,  drnegin  glutaraldehit,  N-
hidroksisuksinimid esterleri, bifonksiyonel maleimidler, N, N’- disikloheksilkarbodiimid
(DCC) veya N, N'- diizopropilkarbodiimid (DIC gibi peptit badlari, dijer kimyasal baglar
veya birlestirme araclan ile birlestirilebilir. Geleneksel amid bagdi ( "peptit bagd")
baglayicilarina alternatif olabilecek haglayici gruplar, ornegin ketometilen (6rnegin -
C(=0)- NH- icin - C(=0)- CHz- ), aminometilen (CH2- NH), etilen, olefin (CH=CH), eter
(CH2- O), tiyoeter (CH2- S), tetrazol (CN4- ), tiyazol, retroamid, tiyoamid veya esteri
icerir (bakiniz, or. Spatola (1983) in Chemistry and Biochemistry of Amino Acids,
peptides and Proteins, Vol. 7, pp 267- 357, "peptite Backbone Modifications,” Marcell
Dekker, NY).

Bulusun bir polipeptiti dogal olarak meydana gelen amino asit kalintilarinin yerine tum
dogal olmayan kalintilari icererek bir mimetik olarak da karakterize edilebilir. Dogal
olmayan kalintilar bilimsel ve patent literaturunde iyi tanimlanmigtir, dogal amino asit
kalintilarinin taklitleri olarak faydal birkac ornek dogal olmayan bilesim ve kilavuzlar
asagida aciklanmaktadir. Aromatik amino asitlerin mimetikleri, or. D- veya L-
nafilalanin; D- veya L- fenilglisin; D- veya L- 2 tiyeneylalanin; D- veya L- 1, - 2, 3- veya
4- pirenilalanin; D- veya L- 3 tiyeneylalanin; D- veya L- (2- piridinil) - alanin; D- veya L-
(3- piridinil) - alanin; D- veya L- (2- pirazinil) - alanin; D- veya L- {4- izopropil) -
fenilglisin; D- (triflorometil) - fenilglisin; D- (triflorometil} - fenilalanin; D- p- floro-
fenilalanin; D- veya L- p- bifenilfenilalanin; D- veya L- p- metoksi- bifenilfenilalanin; D-
veya L- 2- indol(alkil} alaninler ve D- veya L- alkilalaninler, burada alkil substitue edilmis
veya substitu edilmemis metil, etil, propil, heksil, butil, pentil, izopropil, izo- butil, sek-
izotil, izopentil veya asidik olmayan bir amino asit olabilir, ile degistirilerek uretilebilir.
Dogal olmayan bir amino asidin aromatik halkalari, 6rnedin tiyazolil, tiyofenil, pirazolil,

benzimidazolil, naftil, furanil, pirolil ve piridil aromatik halkalari icerir.

Asidik amino asitlerin mimetikleri, ornegin bir negatif yuk muhafaza edilirken,
karboksilat olmayan amino asitlerle; (fosfono) alanin; sulfatlanmis treonin ile substitue
edilerek uretilebilir. Karboksil yan gruplan {(or. aspartil veya glutamil) ayrnica, ornegin 1-
sikloheksil- 3 (2- morfolinil- (4- etil) karbodiimid veya 1- etil- 3 (4- azonia- 4,4-
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dimetolpentil) karbodiimid gibi karbodiimidler (R'- NCN- R ') ile reaksiyona sokularak
segcici olarak modifiye edilebilir. Aspartil veya glutamil, amonyum iyonlan ile reaksiyona
sokularak asparajinil ve glutaminil kalintilarina da donusturulebilir. Bazik amino
asitlerin mimetikleri, ornegin (lizin ve arjinin ek olarak) ornitin, sitrulin veya (guanidino)
- asetik asit veya (guanidino) alkil- asetik asit ile substitue edilerek Uretilebilir, burada
alkil yukarida tanimlandidi gibidir. Nitril turevi (drmegin COOH yerine CN- grubu iceren)
asparaijin veya glutaminin yerini alabilir. Asparaijinil ve glutaminil kalintilan, ilgili aspartil
veya glutamil kalintilarina deamine edilebilir. Arjinin kalintis) mimetikleri, arjininin
ornegdin fenilpiroksal, 2,3- butanedion, 1,2- siklo- heksandion, veya ninhidrini iceren bir
veya daha fazla geleneksel reaktan ile tercih edilen sekliyle alkali kosullar altinda
reaksiyona sokularak uretilebilir. Tirosin kalintisi mimetikleri tirosilin, 6rnegin aromatik
diazonyum bilesgikleri veya tetranitrometan ile reaksiyona sokulmasiyla olugturulabilir.
Sirasayla O- asetil tirosil turleri ve 3- nitro turevlerini olusturmak igin N- asetilimidizol
ve tetranitrometan kullanilabilir. Sistein kalinti mimetikleri karboksimetil veya
karboksamidometil turevlerini vermek uzere sisteinil kalintilarinin, ornegin 2-
kloroasetik asit veya kloroasetamid gibi alfa- haloasetatlar ve karsilik gelen aminler ile
reaksiyona sokulmasiyla uretilebilir. Sistein kalinti mimetikleri sisteinil kalintilarinin,
ornedin bromo- trifloroaseton, alfa- bromo- beta- (5- imidozoil) propiyonik asit;
kloroasetil fosfat, N- alkilmaleimidler, 3- nitro- 2- piridil disulfar; metil 2- piridil disulfur;
p- kloromerkuribenzoat; 2- kloromerkiri- 4 nitrofenol; veya kloro- 7- nitrobenzo- oksa-
1,3- diazol ile reaksiyona sokulmasiyla da uretilebilir. Lisin mimetikleri lisinilin, drnegdin
suksinik veya diger karboksilik asit anhidritleri ile reaksiyona sokulmasiyla uretilebilir
(ve amino terminal kalintilar degistirilebilir). Lizin ve diger alfa- amino igceren kalnti
mimetikleri metil pikolinimidat, piridoksal fosfat, piridoksal, kloroborchidrit, trinitro-
benzensulfonik asit, O- metilizolre, 2,4, pentandion gibi imidoesterlerle reaksiyona
sokularak ve glioksilat ile transamidaz katalizli reaksiyonlar ile uretilebilir. Metiyonin
mimetikleri, or. metiyonin sulfoksit ile reaksiyonu yoluyla uretilebilir. Prolin mimetikleri,
ornegdin pipekolik asit, tiyazolidin karboksilik asit, 3- veya 4- hidroksi prolin,
dehidroprolin, 3- veya 4- metilprolin veya 3,3- dimetilprolini icerir. Histidin kalintisi
mimetikleri, histidilin ©r. dietilprokarbonat veya para- bromofenasil bromur ile
reaksiyona sokulmasiyla uretilebilir. Diger mimetikler, ornegin prolin ve lisinin
hidroksilasyonu, seril veya treonil kalintilarinin hidroksil gruplannin fosforilasyonu;

lizin, arginin ve histidin alfa- amino gruplarinin metilasyonu; N- uglu aminin
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asetilasyonu; ana zincir amid kalintilarinin metilasyonu veya N- metil amino asitlerle

substitusyonu veya C- uglu karboksil gruplarinin amidasyonu ile uretilenleri igerir.

Bulusa ait bir polipeptitin bir kalintisi, ornegin bir amino asidi ayni zamanda zit
kiralitede bir amino asit (veya peptitomimetik kalintisi) ile de dedgistirilebilir. Bu nedenle
dogal olarak L- konfigurasyonunda meydana gelen {kimyasal varligin yapisina bagl
olarak R veya S olarak da adlandinlabilir} herhangi bir amino asit, ayni kimyasal
yapisal tipte, fakat zit kiraliteye sahip, D- amino asit olarak adlandirilan ancak ayni
zamanda R- veya S- formu olarak da adlandirilabilen bir amino asitle veya bir

peptitomimetik ile degistirilebilir.

Bulusun polipeptitlerini modifiye etmeye yonelik yontemler ya translasyon sonrasi
islem (0rnegin fosforilasyon, acilasyon, vb. ) gibi dogal islemlerle ya da kimyasal
modifikasyon teknikleri ile gerceklestirilebilir. Modifikasyonlar peptit omurgasi, amino
asit yan zincirleri ve amino veya karboksil uglari dahil olmak Uzere polipeptitin herhangi
bir yerinde meydana gelebilir. Ayni tip modifikasyonun belirli bir polipeptitteki cesitli
bolgelerde ayni veya degisken derecelerde mevcut olabilecedi takdir edilecektir.
Ayrica belirli bir polipeptitin bircok tipte modifikasyonu olabilir. Modifikasyonlar
asetilasyon, acilasyon, ADP- ribozilasyon, amidasyon, flavin kovalent bagi, bir heme
grubunun kovalent bagi, bir nukleotit veya nukleotit turevinin kovalent bagi, bir lipit
veya lipit turevinin kovalent bagi, bir fosfatidilinositolun kovalent bagi, capraz
siklizasyon, disulfit bag olusumu, demetilasyon, kovalent ¢apraz badlarin olugsumu,
sistein  olusumu, piroglutamat olusumu, formilasyon, gama- karboksilasyon,
glikozilasyon, GPIl ankor olusumu, hidroksilasyon, iyodinasyon, metilasyon,
miristolyasyon, oksidasyon, pegilasyon, proteolitik iglem, fosforilasyon, prenilleme,
rasemizasyon, selenoilasyon, sulfasyon ve arginilasyon gibi proteine amino asitlerin
transfer- RNA aracili eklenmesini icerir. Bakiniz, 6rnegin Creighton, T. E. , Proteins -
Structure and Molecular Properties 2. baski, W. H. Freeman and Company, New York
(1993); Posttranslational Covalent Modification of Proteins, B. C. Johnson, Ed. ,
Academic Press, New York, sayfa 1- 12 (1983).

Kati- fazl kimyasal peptit sentezi yontemleri bulusun polipeptitlerini sentezlemek icin
de kullanilabilir. Bu yontem 1960’larin basindan beri bilinmektedir ( Merrifield, RB, J.
Am. Chem. Soc. , 85: 2149- 2154, 1963 ) (ayrica bakiniz Stewart, JM ve Young, J. D.
, Solid Phase peptite Synthesis, 2nd Ed. , Pierce Chemical Co. , Rockford, |11., sayfa
11- 12 )) ve son zamanlarda ticari olarak temin edilebilen laboratuvar peptit tasarim ve
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sentez kitlerinde (Cambridge Research Biochemicals) kullamimigtir. Bu tur ticari olarak
temin edilebilen laboratuvar kitleri genellikle HM Geysen ve arkadaslar, Proc. Natl.
Acad. Sci. , ABD, 81: 3998 (1984 ) ogretilerini kullanirlar ve hepsi tek bir plakaya bagh
olan ¢ok sayida "cubuk" veya "igne"nin uclan Uzerinde peptitlerin sentezlenmesini
sadlarlar. Boyle bir sistem kullanildidinda, bir cubuk veya igne plakasi ters cevrilmekte
ve uygun bir amino asidin ignenin veya cubugun uglarina tutturulmasi veya baglanmasi
icin cozeltiler iceren, karsihik gelen kuyu veya rezervuarlarin ikinci bir plakasina
sokulmaktadir. Boyle bir islem adiminin tekrarlanmasiyla, yani gcubuklarn ve ignelerin
uglarinin uygun cozeltilere gevriimesi ve sokulmasiyla amino asitler istenen peptitlere
donusturilur. EkK olarak birtakim kullanilabilir FMOC peptit sentezi sistemleri
mevcuttur. Ornegin bir polipeptit veya fragmanin birlestirilmesi, bir Applied Biosystems,
Inc. Model 431A ™ otomatik peptit sentezleyicisi kullanilarak kati bir destek Uzerinde
gergeklestirilebilir. Bu tur ekipmanlar ya dogrudan sentez yoluyla ya da bilinen diger
teknikler kullanilarak birlestirilebilen bir dizi fragmanin sentezi yoluyla bulusun

peptitlerine kolay erisim saglar.

Bulus sinyal iceren ve icermeyen bulusun ksilanazlarini icerir. Bulusun bir sinyal
sekansini iceren polipeptit, bulugun bir ksilanazi veya bagka bir ksilanaz veya bagka

bir enzim veya bagska bir polipeptit olabilir.

Bulusun polipeptitleri cesitli kosullar altinda, ornedin pH ve / veya sicakliktaki
asiriliklara, oksitleyici ajanlara ve benzerleri altinda bir ksilanaz aktivitesine sahip
olabilir. Burada, ornegin sicaklk, oksitleyici ajanlar ve dedigsen yikama kosullar gibi
farkh katalitik verim ve stabilitelere sahip alternatif ksilanaz preparatlarina yol agan
yontemler agiklanmaktadir. Ksilanaz varyantlan alana- yonelik mutagenez ve / veya
rasgele mutagenez teknikleri kullanilarak uretilebilir. Yonlendiriimis evrim alternatif

ozgunlukler ve stabilite ile cok cesitli ksilanaz varyantlar uretmek icin kullanilabilir.

Bulusa ait proteinler, ksilanaz modulatorlerini, ornegin aktivatorleri veya ksilanaz
aktivitesinin inhibitorlerini tanimlamak icin arastirma reaktifleri olarak da yararlidir.
Kisaca test numuneleri (bilesikler, sivi besiyerler, 6zutler ve benzerleri), substrat
bolunmesini engelleme yeteneklerini belirlemek icin ksilanaz analizlerine eklenir. Bu
sekilde tanimlanan inhibitorler, istenmeyen proteolizi azaltmak veya onlemek igin
endustride ve arastirmada kullanilabilir. Ksilanazlarda oldugu gibi inhibitorler aktivite
spektrumunu artirmak igin birlestirilebilir.
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Bulusun enzimleri, proteinleri sindirmek i¢in veya protein sekanslamasinda arastirma
reaktifleri olarak da yararhdir. Ornegin ksilanazlar, ornedin bir otomatik sekanslayici
kullanilarak sekanslama igin polipeptitleri daha kuguk pargalara ayirmak uUzere

kullanilabilir.

Yeni ksilanlan kesfetme yontemleri, bulusun nukleik asitlerini ve polipeptitlerini kullanir.
Fajmid kiutuphaneleri ksilanazlarin ekspresyona dayall kesfi icin taranir. Lambda faj
kKutuphaneleri ksilanazlann ekspresyona dayal kesfi icin taranir. Faj veya fajmid
Kutuphanelerinin taranmasi toksik klonlarin saptanmasina, substrata daha iyi erigsime,
kutuphanenin kitlesel eksizyonundan kaynaklanan herhangi bir yanlihgin potansiyelini
baypas ederek bir konak tasarlama ihtiyacini azaltmaya ve dusuk klon yogunluklarinda
daha hizli buyumeye izin verebilir. Faj veya fajmid kutuphanelerinin taranmasi sivi
fazda veya kati fazda olabilir. Bu, analiz kosullarinda daha buyuk bir esneklik, ek
substrat esnekligi, zayif klonlar icin daha yuksek hassasiyet ve katl faz taramasi

uzerinde otomasyon kolayligi saglar.

Tarama yontemleri bulusun proteinlerini ve nukleik asitlerini ve robotik otomasyonu
kullanarak binlerce biyokatalitik reaksiyonun ve tarama analizlerinin kisa bir surede,
ornedin gunluk olarak gerceklestiriimesini ve yuksek duzeyde dogruluk ve
tekrarlanabilirligin garanti edilmesini saglar (asagidaki dizilerin tartismasina bakiniz).
Sonug olarak bir turev bilesikleri kutuphanesi birka¢ hafta icinde uretilebilir. Kuguk
molekuller dahil olmak Uzere molekullerin modifikasyonu hakkinda daha fazla bilgi igin
PCT /US94 / 09174'e bakiniz .

Bir izole edilmis veya saflagtinlmig bir polipeptit, bulusun bir dizisini ve bunlara buyuk
olgude 0zdes olan dizileri veya bunlarin en az yaklasik 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 75, 100 veya 150 ardisik amino asitlerini iceren fragmanlar igerebilir. Yukarida
tartisildi@r gibi bu tur polipeptitler, polipeptiti kodlayan bir nukleik asidin bir vektore
kodlanmasiyla boylece kodlama sekansinin kodlanmig polipeptitin ekspresyonunu
uygun bir konak hucrede tahrik edebilen bir sekansa islevsel olarak baglanmasiyla
elde edilebilir. Ornegdin ekspresyon vektoru translasyon baslatma ve bir transkripsiyon
sonlandincist igin bir promotor, bir ribozom baglanma alani igcermektedir. Ayni

zamanda vektor, ekspresyonu amplifiye etmeye yonelik uygun sekanslari da icerebilir.

Homolog polipeptitler veya fragmanlar biyokimyasal zenginlestirme veya saflagtirma
prosedurleri ile elde edilebilir. Potansiyel olarak homolog polipeptitlerin veya
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fragmanlarin dizisi ksilan hidrolaz sindirimi, jel elektroforezi ve / veya mikrosekanslama
ile belirlenebilir. Prospektif homolog polipeptit veya fragmaninin sekansi, yukarida tarif
edilen programlardan herhangi biri kullanilarak bulusun polipeptitlerinden biri ile veya
bunlarin en az yaklasik 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 veya 150 ardisik

amino asidini iceren bir fragman ile karsilastirilabilir.

Varyantlarin fragmanlarinin bulusun polipeptitlerinin enzimatik aktivitesini muhafaza
edip etmedidini belirlemek icin analiz asadidaki adimlan icerir: polipeptit fragmaninin
veya varyantinin galismasina izin veren kosullar altinda bir substrat molekulu ile
polipeptit fragmaninin veya varyantinin temas ettiriimesi ve ya substrat seviyesinde bir
azalma ya da polipeptit ve substrat arasindaki reaksiyonun spesifik reaksiyon urtint

seviyesinde bir artisin belilenmesi.

Hak talebinde hulunulan bulusa gore olan polipeptitler veya bunlarin en az 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 veya 150 ardisik amino asidini iceren fragmanlar (hak
talep edilmemigtir) cesit uygulamalarda kullanilabilic. Ornedin polipeptitler veya
bunlarin fragmanlar biyokimyasal reaksiyonlar katalize etmek icin kullanilabilir. Bir
islem, bulusun polipeptitlerini veya glikozidik baglar hidrolize etmek icin bu gibi
polipeptitleri kodlayan polinukleotitleri kullanir. Bu prosedurlerde bir glikosidik baglanti
(or . bir nisasta) igeren bir madde bulusun polipeptitlerinden biri ile veya glikozidik
baglantinin hidrolizini kolaylastiran kosullar altinda buyuk olcude 6zdes sekanslarla

temas ettirilir.

Mevcut bulug enzimlerin esgsiz katalitik ozelliklerini kullanir. Kimyasal donugsumlerde
biyokatalizorlerin (yani saflastinlmis veya ham enzimler, yagamayan veya yasayan
hucreler) kullanimi normal olarak spesifik bir baslangic bilesigi ile reaksiyona giren
belirli bir biyokatalizoérun tanimlanmasini gerektirirken, mevcut bulug kuguk molekuller
gibi bircok baslangi¢ bilesiginde bulunan fonksiyonel gruplar igin spesifik olan, segilen
biyokatalizorleri ve reaksiyon kosullarini kullanir. Her bir biyokatalizor bir fonksiyonel
gruba veya birkag ilgili fonksiyonel gruba dzgudur ve bu fonksiyonel grubu iceren

bircok baslangig¢ bilesigdi ile reaksiyona girebilir.

Biyokatalitik reaksiyonlar tek bir baslangic bilesiginden bir turevler populasyonu Uretir.
Bu turevler ikingci bir turev bilesikleri populasyonu uretmek igin baska bir tur biyokatalitik
reaksiyona tabi tutulabilir. Orijinal kuguk molekulun veya bilesidin binlerce varyasyonu
her bir biyokatalitik turevlendirme yinelemesi ile uretilebilir.



10

15

20

25

30

179

Enzimler molekulun geri kalamnm etkilemeden bir baglangic bilesiginin  belirli
bolgelerinde reaksiyona girer, bu da geleneksel kimyasal yontemler kullanilarak elde
edilmesi ¢ok zor olan bir islemdir. Bu yuksek derecede biyokatalitik ozgulluk,
kutuphane igcindeki tek bir aktif bilesigin tanimlanmasi icin araglar saglar. Kutuphane,
"biyosentetik tarih™ olarak adlandirilan, onu uretmek icin kullanilan biyokatalitik
reaksiyonlar dizisi ile karakterizedir. Biyolojik aktiviteler icin kutuphanenin taranmasi
ve biyosentetik oykunun izlenmesi aktif bilesigi Ureten spesifik reaksiyon dizisini
tanimlar. Reaksiyon dizisi tekrarlanir ve sentezlenen bilesigin yapisi belirlenir. Bu
tanimlama bicimi, diger sentez ve tarama yaklasimlarindan farkh olarak
immobilizasyon teknolojilerini gerektirmez ve bilesikler hemen hemen her tur tarama
analizi kullamlarak ¢ozelti icinde serbestce sentezlenebilir ve test edilebilir.
Fonksiyonel gruplar uUzerindeki enzim reaksiyonlarinin  yuksek derecedeki
ozgullugunun, biyokatalitik olarak Uretilen kutuphaneyi olusturan spesifik enzimatik

reaksiyonlarin "izlenmesini* mumkun kildigini belirtmek onemlidir.

Prosedurel adimlarin bircogu binlerce biyokatalitik reaksiyonun ve tarama analizlerinin
gunde bir kez gerceklestirimesini saglamanin yani sira yuksek bir dogruluk ve
tekrarlanabilirlik saglayarak robotik otomasyon kullanilarak gerceklestirilir. Sonug
olarak mevcut kimyasal yontemler kullanilarak uretilmesi yillar surecek bir turev

bilesikler kuitiphanesi bir hafta icinde Uretilebilir.

Kucuk molekulleri modifiye etmek igin bir usul, burada tarif edilen bir polinukleotit
tarafindan kodlanan bir polipeptitin veya bunun enzimatik olarak aktif fragmanlarinin,
modifiye edilmis kuguk bir molekul uretmek icin kuguk bir molekul ile temas ettiriimesini
icerir. Modifiye edilmis kugcuk molekullerden olusan bir kuituphane, istenen aktiviteyi
sergileyen kutuphanede modifiye edilmis kuguk bir molekulun mevcut olup oclmadigini
belirlemek icin test edilir. Arzu edilen aktiviteye sahip modifiye edilmis kigik molekuli
ureten spesifik bir biyokatalitik reaksiyon, kutuphanenin bir bolumunu uretmek igin
kullanilan her bir biyokatalitik reaksiyonun sistematik olarak ortadan kaldirnimasiyla ve
daha sonra kutuphanenin bir kisminda bulunan istenen aktiviteye sahip degistirilmis
kuguk molekullerin variginin veya yoklugunun test edilmesiyle tanimlarur. Istenen
aktiviteye sahip modifive edilmis kuguk molekuli ureten spesifik biyokatalitik
reaksiyonlar bir yonuyle (istege bagh olarak) tekrarlanir. Biyokatalitik reaksiyonlar
kuguk bir molekuluin yapisi iginde bulunan ayr yapisal kisimlarla reaksiyona giren bir
grup biyokatalizor ile gergeklestirilir, her bir biyokatalizor bir yapisal pargaya veya ilgili
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yapisal gruplara ozgudur ve her bir biyokatalizor farkh yapisal parcayi iceren birgok
farkh kuguk molekul ile reaksiyona girer.

Ksilanaz sinyal sekanslari, prepro ve katalitik alanlar

Ksilanaz sinyal sekanslan (or. sinyal peptitleri (SP'ler)), prepro alanlari ve katalitik
alanlar (CD'ler) izole, sentetik veya rekombinant peptitler olabilir veya bir fuzyon
proteininin bir pargasi, or. bir kimerik protein igindeki bir heterolog alan olabilir.
Tarifname bu katalitik alanlar (CD'ler), prepro alanlarini ve sinyal dizilerini (SP'ler, or.
bulusun bir polipeptitinin amino ucu kalintilarina sahip / iceren bir sekansa sahip olan
bir peptit) kodlayan nukleik asitler saglar. Bir sinyal sekansi bulugsun bir polipeptitinin 1
ila12,1ila13,1ila14,1ila 15, 1ila 16, 1ila 17, 1ila 18, 1ila 19, 1ila 20, 1 ila 21, 1
ila 22, 1ila23, 1ila24,1ila25,1ila26,1ila27,1ila28, 1ila28,1ila 30, 1ila31,1
ila 32 1ila 33, 1ila34, 1ila 35, 1ila36, 1ila37, 1ila38, 1ila39, 1ila40, 1ila41, 1
ila 42, 1 ila 43, 1ila 44, 1 ila 45, 1ila 46, 1 ila 47, 1 ila 48, 1 ila 49 veya 1 ila 50
kalintilarinda belirtilen bir sekanstan meydana gelen / iceren bir peptiti igerir.

Bir sinyal sekans| asagidaki Tablo 4'te belirtilen bir sekanstan meydana gelen / iceren
bir peptiti icerir. Ornedin Tablo 4'Un okunmasinda SEK ID NO: 102'nin 1 ila 23
kalintilarindan meydana gelen / iceren bir sinyal dizisi (or. SEK ID NO: 101 tarafindan
kodlanan), SEK ID NO: 104-un 1 ila 41 kalintilarindan meydana gelen / iceren bir sinyal
dizisi (or. SEK ID NO: 103 tarafindan kodlanan) saglanmistir.

Tablo 4:

SEK ID NO: Sinyal sekansi {amino asit

pozisyonlan)

101,102 1- 23
103, 104 1- 41
105, 106 1- 22
109, 110 1- 26
11,12 1- 28

113, 114 1- 28
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119, 120 1- 33
121,122 1- 20
123,124 1- 20
131, 132 1- 26
135, 136 1- 25
139, 140 1- 24
141, 142 1- 25
143, 144 1- 32
147,148 1- 28
149, 150 1-18
15,16 1- 20
151, 152 1- 21
1563, 154 1- 16
155, 156 1- 21
157, 158 1-29
159, 160 1- 23
161, 162 1- 32
163, 164 1- 26
165, 166 1-23
167, 168 1- 36
169, 170 1- 24
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17,18 1- 31
171,172 1- 29
173,174 1-22
175,176 1-27
177,178 1- 26
179, 180 1-19
181, 182 1- 25
183, 184 1- 32
185, 186 1- 27
187,188 1- 28
19, 20 1-29
191, 192 1- 27
193, 194 1- 21
195, 196 1- 23
197, 198 1- 28
189, 200 1- 30
203, 204 1- 30
205, 206 1-29
207,208 1-27
209, 210 1- 25
21,22 1- 28
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211, 212 1- 29
215, 216 1- 31
217,218 1-29
219, 220 1-23
221,222 1- 24
223,224 1- 28
225,226 1- 25
227,228 1- 39
229, 230 1- 28
23,24 1- 29
231, 232 1- 41
233,234 1- 26
235, 236 1- 28
237,238 1- 32
239, 240 1- 30
241, 242 1- 28
243, 244 1- 33
245, 246 1- 32
249, 250 1- 33
253, 254 1- 24
255, 256 1- 51
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259, 260 1- 24
261, 262 1- 26
263, 264 1-29
267, 268 1- 30
27,28 1- 27
271,272 1-22
273,274 1-74
277,278 1-19
279, 280 1- 22
283, 284 1- 28
287,288 1-23
289, 290 1- 22
295, 296 1- 26
299, 300 1- 24
301, 302 1- 28
303, 304 1-74
305, 306 1- 32
309, 310 1- 20
311, 312 1- 33
313, 314 1- 22
315, 316 1- 28
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319, 320 1- 27
325, 326 1- 27
327, 328 1-29
329, 330 1- 35
33,34 1- 23
331, 332 1- 28
333, 334 1- 30
335, 336 1- 50
339, 340 1- 23
341, 342 1- 45
347, 348 1- 20
349, 350 1- 20
351, 3562 1-73
353, 354 1-18
355, 356 1- 21
357, 358 1- 25
359, 360 1- 31
361, 362 1- 26
365, 366 1- 65
367, 368 1- 23
369, 370 1-27
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39, 40 1- 24
41, 42 1- 37
45, 46 1- 25
47,48 1- 26
56 1- 47
o1, 52 1- 30
53, 54 1- 37
55, 56 1- 24
57, 58 1- 22
59, 60 1- 21
63, 64 1- 20
65, 66 1- 22
67, 68 1- 28
69, 70 1- 25
7,8 1- 57
73,74 1- 21
75,76 1- 22
77,78 1-27
79, 80 1- 36
83, 84 1- 30
87,88 1-29
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89, 90 1- 40

9,10 1- 36

95, 96 1- 24

99, 100 1- 33
SEK | Sinyal Sinyal Sekansi KAYNAK
ID sekansi
NO: |(amino asit

pozisyonlari}

385, |1-25 ADLRRRRLLQAAATLPLLGWCSAQA Cevresel
386
387, | 1-28 MLKVLRKPVLSGLSLALLLPVGITSVGA | Cevresel
388
389, |1-25 MSVKPFWRQWILCFMVMFFSAQAAA Cevresel
390
391, [1-22 MMKGFRWCVMAMVVMAATNVRA Cevresel
392
393, |1-36 MVMEGKGLLMRRRSVSLLGLAGLLAVP | Bakteri
394 L TVLPQAQA
395, | 1-30 MKVFRNSIIRKSVVLFCAVLWILPAGLSL | Cevresel
396 A
397, Cevresel
398
399, [1-28 MTSGRNTCVCLLLIVLAIGLLSKPPASA | Cevresel

400
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401, [1-26 MLKVLRKPIISGLALALLLPAGAAGA Cevresel
402

403, |1-34 MSQLDLNLKLFRRVFFALVLTSIIASVLS | Cevresel
404 ASVAS

405, Cevresel
406

407, | 1-26 MAFSKDKASFTRRSAIAAGLAAGVSA Cevresel
408

409, [1-19 MKVTAAFAGLLATVLAAPA Cevresel
410

411, | 1-19 MVAFTSLLAGFAAIAGVLS Cevresel
412

413, |1-34 MKKRQGFIKKG {Cevresel
414 LVLGVSLLLLALIMMSATSQTSA

415, [1-22 MKGFRWCVLAVLMLAATNLRAA Cevresel
416

417, | 1- 21 MNVLRSGLVTMLLLAAFSVQA Cevresel
418

419, [1-19 MLVRLLIAMTVLFSAFAHA Cevresel
420

421, [1-16 MKANIIFCLLAPLVAA Cevresel
422

423, |1-35 MPTGLRAKPCLTRWLAASACALAPLLL | Cevresel
424 GAPASALA
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425, | 1-23 MLQTIALIFLALVILIALLISFR Cevresel

426

427, Cevresel

428

429, |1-21 MNVLRSGIVTMLLLAAFSVQA Cevresel

430

431, | 1-19 MVQIKAAALAVLFASNVLS Cevresel

432

433, | 1-39 MNTLLPRRRLWSSTAILRTLAAGALAAG | Cevresel

434 MVLAPVSAANA

435, Cochliobolus

436 heterostrophusA
TCC 48331

437, |1-23 MRKPACATLAVMMSLLFTPFSQA Cevresel

438

439, Cevresel

440

441, Cevresel

442

443, Cevresel

444

445, | 1-21 MKNIILNLSPVVFALLILTAA Cevresel

446

447, | 1-22 MNALRTGAILVLMLAAAQVSAA Cevresel

448
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449, [1-22 MMKAFRWCVIALMLAAAPLRAA Cevresel

450

451, Cevresel

452

453, Cochliobolus

454 heterostrophus
ATCC 48332

455, Bakteri

456

457, Cevresel

458

459, Cochliobolus

460 heterostrophus
ATCC 48333

461, | 1-22 MWQRSKTLVLVLGLLLSHQAFA Cevresel

462

463, Cevresel

464

465, Cevresel

466

467, | 1-16 MKFFTVLLFFLSFVFS Bakteri

468

469, Cevresel

470

471, | 1-21 MRIHWLGLSSRASLMTAALLA Cevresel

472
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473, Cevresel
474
475, | 1-28 MKTHSFNLRSRITLLTAALLFIGATAGA Cevresel
476
477, [ 1-29 MKRFLSWSLTGILVASALVALALPGSSQ | Cevresel
478 A
479, | 1-16 MKVFATLAGLLATALA Cevresel
480
SEK ID | Sinyal Sinyal Sekansi
NO: sekansi
(amino asit
pozisyonlari)
483, 1- 33 MKKRLLALIVTLVFIISLFNPIFTTPLTNVAKA
484
485,
486
487, 1- 23 MQTVLLTVSLVFLASCMMATTNS
488
489, 1- 18 MKPILRSSLSCLGILVLA
490
491, 1- 65 MNNYRAFVLGLCWLGGLMLTGCGADQGSPDPGTSSAT
492 SSTSSSSEGFSSAVSESSASAISSSASS
493, 1-23 MHVLAKICLVVLIALSTCASTMA
494
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495, 1-23 MRTRVLTLLGGFLGSTIAASVTV

496

497,

498

499, 1- 26 MITFRNTLFTVVILAIVGSGLPACEA

500

501, 1-24 MKYSHVVTLSLALVLCIAGLGVSA

502

503, 1-37 MNTTQTTSKKSSRKRFAYTAFVVLISALTIFVSTALA
504

505, 1-28 MRLKPTLKWAVSLLVTTAAMTFTSAVNA
506

507, 1-29 MLTAKRSRPWVWSLLVTASALLLSAAAHS
508

509,

510

511, 1-27 MKFSHIRSLSLALVLCFTGFGVSTVHA
512

513, 1-27 MRSKRMMFFFIMLVSFALALPAVNVSA
514

515, 1-28 MLHILRKPIAG LALSLVFSGGMGSVSA
516

517, 1- 31 MSFFKTITRNSKTCAATLALAATVSAVSANA

518
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519,
520

1-33

MSFASVKNITIAGKGLVALFTFALLSGISSVNA

521,
522

1-28

MSFSRRRFILSATAMLAATQLKSRALAA

523,
524

1-29

MNLKNKLTLKSSIAAAACVAAMSFSTANA

925,
526

1-28

MNNSKDFFYKARGFLSALLLLVPIAAHA

927,
528

1- 30

MTAISRRKFLLSSAGALALAQMKVSAIAKA

529,
530

1- 34

MKHNVFSTRALRRVLPGGLLIAGLIGATATGLQA

531,
532

1-29

MKLTNKITLKGSLAAAACVAAMGFSTANA

533,
534

535,
536

537,
538

1-29

MPSRRQFLLGSAQVTGLMMLAKHQAIASA

539,
540

1-28

MKTLLKITLSTLFAFIVLMGCDMGLRDA

541,
542

1- 27

MKRKSVKLFLAILFCILLILPAGMVSA
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543,
544

545,
546

1-24

MNKTFRLPIILMGILLTFSSARCS

547,
548

1-20

MTRLSRRNFLVGSAAVAAMA

549,
550

551,
552

553,
554

1- 35

MTGISTGRGKNPGRIYTTLSTALVFVVMGALESWA

955,
556

1- 27

MKFSHIRSLSLALVLCFTGFGVSTVHA

557,
558

1-27

MSSLIAGTIACCMMMMPLILAPSQVHA

559,
560

561,
562

1- 35

MSLSKHKSLLLAVSRYTCAALLAGSLVACGGNTTT

563,
564

1- 20

MQSLFLFLVVFFFTQTQVFG

565,
566

1- 60

MNSYRALMLGLLGGLILTGCGAGQDSPTPGSSSAISSSS
ESFSSVTSESSSSAISSTASS
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567,
568

1-28

MTFSRRNFIWGTAAVLAATQLKARALAA

569,
570

571,
572

1-25

MNNSIKIVLGLIVLVFLLPACSGNS

973,
574

9795,
576

577,
578

1-29

MFMLSKKILMVLLTISMSFISLFTVTAYA

579,
580

581,
582

1-23

MSIRNFFTATVILVALGASLTWG

583,
584

1- 27

MVKLKLKLKNLLLVISILTLIGNNVFS

585,
586

587,
588

589,
590

1-29

MKKRITSIAIVFALVFGFGVLGCSSNKQG
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591, 1- 39 MLKQIGDQTVNLPLNKLTLKSSLTAAACVAAMSFSTANA
592

593, 1-29 MNLLSTLPIKRSLTAAACIAAMGFSAANA

594

595, 1- 31 MVRSDTRRTRRFALLAVGAMLAGLAALPAAA
596

997, 1- 31 MVRSDTTRTRRFALLVVSAMVAGMAVLPAAA
598

599, 1-29 MGRQLKKISMVLAFALLIPMMPITAAAA

600

601, 1-23 MENKKFVRAIFLITTACCLSANA

602

603, 1- 30 MKKILKKLKETSVLHFVVIASIFLSSCGNA

604

600, 1- 30 MTFSRRQFLLQTSAGLALLSTAKMRAFARA
606

607, 1- 33 MSFASVKNITTAGKGLVALFTFALLFGTSSVNA
608

609, 1- 31 MTISRRKFMWGTAALLAATQLKTRALAAAMA
610

611,

612

613, 1- 30 MTFSRRQFLLQTSAGLALLSTAKMRAFARA

614
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615, 1-27 MIKRAIFLMTAVLLFSLAFLLPPPAGA

616

617, 1- 20 MRTFILIPLMLLVLSACTNG

618

619,

620

621, 1-22 MQLRRFTGGALIMVLCASAAKG

622

623, 1- 41 MHIVKSSAYLLLASVSLALSACSSSSSSGSETSSSSASSS
624 S

625, 1- 30 MNPLINRLALKSSLAAATCVAAMSFSTANA
626

627, 1-24 MWKKFKVSLAYVLISVLLYVSQGWA

628

629, 1-27 MHSRRKFLLRSAQATGLMLFAKQQAFA
630

631, 1- 26 MNNLSRRKFLLGSAGLAALTNLKACA

632

633, 1-20 MRKLLIWIVLILALLPVIS

634

635, 1- 30 MNPLINRLALKSSLAAATCVAAMSFSTANA
636

Ksilanaz sinyal sekanslari (SP'ler) ve / veya prepro sekanslari, izole edilmis peptitler

veya baska bir ksilanaza veya bir ksilanaz olmayan polipeptite, or. Bir fuzyon (kimerik)

protein olarak eklenmis sekanslar olabilir. polipeptitler bu gibi ksilanaz sinyal

sekanslarini SP'leri igerebilir ve / veya prepro agiklanan bir ksilanaza heterolog

sekanslar icerebilir (6rnegin bir SP ve / veya prepro ve baska bir ksilanaz veya bir
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ksilanaz olmayan proteinden sekanslar igeren bir fuzyon proteini). Ksilanazlar,
heterolog SP'ler ve / veya prepro dizileri, érnedin bir maya sinyal sekansina sahip
sekanslar olabilir. Bir ksilanaz bir vektor icinde bir heterolog SP ve / veya prepro,

ornegin bir pPIC seri vektoru (Invitrogen, Carlsbad, CA) icerebilir.

Yeni ksilanaz polipeptitlerinin tanimlanmasindan sonra SP'ler ve / veya prepro dizileri
tanimlanir. Proteinlerin uygun hucresel lokasyonlarina gore sekanslandigi ve tasindig
yollar genellikle protein hedefleme vyollar olarak adlandirnilir., Tom bu hedefleme
sistemlerinde en onemli unsurlardan biri sinyal sekansi olarak adlandirilan yeni
sentezlenmig bir polipeptitin amino ucunda kisa bir amino asit sekansidir. Bu sinyal
sekansi bir proteini hucre igindeki uygun konumuna yonlendirir ve tasima sirasinda
veya protein nihai hedefine ulastiinda cikanlir. Cogu lizozomal, membran veya
salgilanmis proteinler kendilerini endoplazmik retikulumun [umenine translokasyon icin
isaretleyen bir amino- uclu sinyal sekansina sahiptir. Bu gruptaki proteinler i¢cin 100'den
fazla sinyal sekansi belirlenmistir. Sinyal sekanslar yaklasik 11 ila 41 arasinda veya
yaklasik 13 ila 36 amino asit kalintisi arasinda degisebilir. Sinyal sekanslarinin
tanimlanmasina yonelik yontemler teknikte uzman kisilerce bilinmektedir. Ornegin yeni
ksilanaz sinyal peptitleri, SignalP olarak adlandirilan bir yontemle tanimlanir. SignalP,
hem sinyal peptitlerini hem de bunlarin bélunme yerlerini taniyan bir kombine noral ag
kullanir; bakiniz, 6rnedin Nielsen (1997) "ldentification of prokaryotic and eukaryotic

signal peptides and prediction of their cleavage sites. ” Protein Engineering 10:1- 6.

Bazi agilardan ksilanazlarin SP ve / veya prepro dizileri veya "alan adlari"na sahip
olmayabilecedi anlagiimahdir. Bir yonde bulus bir SP'nin ve / veya bir prepro alanin bir
kismini iceren veya hi¢ bir kismini icermeyen bulusun ksilanazlanni saglar. Bir yonde
bulus farkh bir ksilanazin bir nukleik asit sekansina iglevsel olarak bagh bir ksilanazdan
bir sinyal sekansini (SP) ve / veya preproyu kodlayan bir nukleik asit sekansi saglar
veya bir yonde (istege bagh olarak) bir sinyal sekansi (SP'ler) ve / veya ksilanaz

olmayan bir proteinden prepro alani istenebilir.

Bulus ayrica agiklandigi gibi heterolog sekanslar olarak sinyal dizileri (SPler), prepro
alani ve / veya katalitik alanlar (CD'ler) iceren izole edilmis, sentetik veya rekombinant
polipeptitler saglar. Heterolog sekanslar, bir SP, prepro alani ve / veya CD ile dogal
olarak iligkili olmayan (ornedin bir ksilanaza} sekanslardir. SP, prepro alani ve / veya
CD'nin dogal olarak iligkili olmadidi sekans SP, prepro alani ve / veya CD'nin amino
terminal ucu, karboksi terminal ucu ve / veya SP ve / veya CD'nin her iki ucunda olabilir.
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Bir yonde bulus dogal olarak iligkili oldugu (ornegin bir ksilanaz sekansi) herhangi bir
sekansla iligkili olmamasi kosuluyla bir sinyal sekansi (SP), prepro alan ve / veya
katalitik alan (CD) iceren bir polipeptiti iceren (veya bundan meydana gelen) izole
edilmis, sentetik veya rekombinant bir polipeptit saglar. Benzer sekilde bir yonuyle
bulus bu polipeptitleri kodlayan izole edilmis, sentetik veya rekombinant nukleik asitler
saglar. Dolayisiyla bir yonuyle bulusun izole edilmig, sentetik veya rekombinant nukleik
asidi bir sinyal sekansi (SP), prepro alani ve / veya katalitik alan (CD) ve bir heterolog
sekansin (yani bir sinyal dizisi (SP), prepro alani ve / veya katalitik alan (CD) ile dogall
olarak iliskili olmayan bir sekansin} kodlama dizisini icerir. Heterolog sekans 3* terminal
ucu, 5' terminal ucu Uzerinde ve / veya SP'nin her iki ucunda, prepro alani ve / veya

CD kodlama sekansinda olabilir.

Hibrit (kimerik) ksilanazlar ve peptit kutuphaneleri

Peptit kutuphaneleri dahil clmak Uzere hibrit ksilanazlar ve fuzyon proteinleri bulusun
sekanslarini icerebilir. peptit kutuphaneleri ksilanaz substratlar, reseptorleri, enzimleri
gibi hedeflerin peptit modulatorlerini (or. aktivatorleri veya inhibitorleri) izole etmek icin
kullanilabilir. Peptit kutuphaneleri ligandlar, ornegin sitokinler, hormonlar ve benzerleri
gibi hedeflerin resmi baglayici partnerlerini tanimlamak icin kullanilabilir. Kimerik
proteinler bir sinyal dizisi (SP), prepro alani ve / veya katalitik alan (CD) veya bunlarin

bir kombinasyonunu ve bir heterolog diziyi icerebilir (yukariya bakiniz).

Bir yonde fuzyon proteinleri (or. peptit grubu) hedefler i¢in daha yuksek bir baglanma
afinitesine izin vermek Uzere konformasyonel olarak (dogrusal peptitlere gore) stabilize
edilmistir. Bulusun ksilanaz fuzyonlan ve diger peptitler bilinen ve rastgele peptitleri
icerebilir. Bunlar ksilanazlarin yapisinin onemli olgude bozulmadigi ve peptitin
metabolik veya yapisal olarak konformasyonel olarak stabilize olacagi sekilde
kaynastinlabilir. Bu, hem hucre igindeki varhdi hem de miktarn agcisindan kolaylkla

izlenebilen bir peptit kUtuphanesinin olusturulmasina izin verir.

Bulusa ait amino asit sekansi varyantlari, varyasyonun énceden belirlenmig bir niteligi
ile karakterize edilebilir; bu, onlar bir ksilanaz sekansinin bir allelik veya turler arasi
varyasyonu gibi dogal olarak olusan bir formdan ayiran bir ozelliktir. Bir yonuyle
bulusun varyantlari dogal olarak olusan analog olarak ayni niteliksel biyolojik aktiviteyi
sergiler. Alternatif olarak varyantlar degistirilmis 6zelliklere sahip olmak icin segilebilir.

Bir yonde bir amino asit sekansi varyasyonunu sokmak igin bolge veya bolge onceden
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belirlenirken, mutasyonun onceden belirlenmis olmasi gerekmez. Ornegdin belirli bir
yerdeki bir mutasyonun performansini optimize etmek icin hedef kodon veya bolgede
rastgele mutagenez gergeklestirilebilir ve istenen aktivitenin optimal kombinasyonu icin
ksilanaz varyantlar taranabilir. Bilinen bir diziye sahip DNA'da 6nceden belirflenmis
bolgelerdeki substitusyon mutasyonlart yapma teknikleri, ormegin M13 primer
mutagenez ve PCR mutagenezi gibi burada tartisildigi gibi iyi bilinmektedir.
Mutantlarin taranmasi, ornedin ksilan hidrolizinin analizleri kullanilarak yapilabilir.
Alternatif yonlerde amino asit substitusyonlari tek kalinti olabilir, daha buylk eklemeler
yapilabilmesine ragmen, eklemeler yaklagik 1 ila 20 amino asit arasinda yapilabilir.
Silinmeler yaklasik 1 ila yaklasik 20, 30, 40, 50, 60, 70 kalinti veya daha fazla olabilir.
Optimal 6zellikler ile bir son turev elde etmek igcin substitusyonlar, silinmeler, eklemeler
veya bunlarin herhangi bir kombinasyonu kullanilabilir. Genel olarak bu degigiklikler
molekulun degdisimini en aza indirmek igin birkag amino asit uzerinde yapilir. Bununla
birlikte bazi durumlarda buyuk degisiklikler tolere edilebilir.

Bulus, polipeptit omurgasinin, ikincil veya uguncul yapinin, oernegin bir alfa- sarmal
veya beta- yaprak yapisinin modifiye edildigi ksilanazlar saglar. Bir yonde yuk veya
hidrofobiklik modifiye edilmistir. Bir yonde bir yan zincirin buyuklugu modifiye edilmistir.
Fonksiyonda veya immunolojik 6zdeslikte onemli degisiklikler, daha az muhafazakar
olan substitusyonlar segilerek yapilir. Ornegin daha belirgin olarak asagidakileri
etkileyen substitusyonlar yapilabilir: 6rnedin alfa- sarmal veya beta- yaprak yapisi gibi
alterasyon alaninda polipeptit omurgasinin yapisi; aktif bir bdlgede bulunabilen
molekulun bir yuku veya hidrofobik bolgesi veya bir yan zincir. Bulus bulusun
polipeptitinde (a) bir hidrofilik kalintinin, or. seril veya treonilin bir hidrofobik kalintinin,
ornedin losil, izolosil, fenilalanil, valil veya alanin vyerini aldigi (veya bununla
dedistirildigi); (b) bir sistein veya prolinin baska herhangi bir kalintinin yerini aldig
(veya bununla degistirildigi); (c) bir elektropozitif yan zincire sahip bir kalintinin, érnegin
lisil, arjinil veya histidilin, bir elektronegatif kalintinin, drnedin glutamil veya aspartilin
yerini aldig1 (veya bununla degistirildigi); veya (d) bir hacimli yan zincire sahip bir
kalintinin, érnegin fenilalaninin, bir yan zincire sahip bir digerinin, dérnegin glisinin yerini
aldidi (veya bununla degistirildigi) stuibstitusyonlar saglar. Varyantlar, ihtiyag halinde
ksilanazlarin ozelliklerini modifiye etmek icin varyantlarin secilebilmesine ragmen, ayni

kalitatif biyolojik aktiviteyi (yani ksilanaz aktivitesi) sergileyebilirler.
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Bir yonde bulusun ksilanazlan epitoplan veya saflagstirma etiketlerini, sinyal
sekanslarini veya diger fuzyon sekanslarini, vs. igerir. Bir yonuyle bulusun ksilanazlari,
bir fuzyon polipeptitini olusturmak icin rastgele bir peptite kaynastirilabilir. Burada
"kaynasmis” veya "iglevsel olarak bagh" ifadesi ile, ksilanaz yapisinin stabilitesinin
bozunmasini en aza indirecek sekilde, ornegdin ksilanaz aktivitesini koruyacak sekilde
rastgele peptit ve ksilanazin birbirine bagh oldugu kastedilmektedir. Fuzyon polipeptiti
(veya fuzyon polipeptitini kodlayan fuzyon polinukleotiti), coklu ilmeklerde c¢oklu

peptitler de dahil olmak uzere baska bilesenler de icerebilir.

Bir yonde onlan kodlayan peptitler ve nukleik asitler randomize edilir, ya tamamen
randomize edilir ya da randomizasyonlarinda, ornegin genel olarak nukleotid / kalinti
frekansinda ya da pozisyon basina yanhdir. “Randomize” her nukleik asit ve peptitin
sirasiyla rasgele nuklectitler ve amino asitlerden olustudunu ifade eder. Bir yonde
peptitlere yol acan nukleik asitler kimyasal olarak sentezlenebilir ve bu nedenle
herhangi bir pozisyonda herhangi bir nukleotit icerebilir. Dolayisiyla nukleik asitler
peptitler olusturmak icin eksprese edildiginde, herhangi bir amino asit kalintisi herhangi
bir pozisyonda dahil edilebilir. Sentetik proses, rasgele nukleik asitlerin Uretilmesi icin
nukleik asidin uzunlugu boyunca olasi kombinasyonlarnin hepsinin veya ¢cogunun
olusturulmasini saglamak ve boylece bir randomize nukleik asit kuUtuphanesi
olusturmak Uzere tasarlanabilir. Kutuphane, arzu edilen bir yaniti sergileyen bir veya
daha fazla hiicreyi temin etmek igin olasiliksal olarak yeterli bir hticresel tepki araligini
etkilemek Uzere yeterince yapisal olarak cesitli randomize ekspresyon urunleri
populasyonu saglayabilir. Bu nedenle bulug uyelerinden en az birini bazi molekul,
protein veya baska faktorler icin afiniteye sahip kilacak bir yapiya sahip olacagi sekilde

yeterince buyuk bir etkilesim kutuphanesi saglar.

Ksilanazlar bir yonden (istege bagli olarak) bir sinyal peptiti, bir karbonhidrat haglanma
modulu, bir ksilanaz katalitik alani, bir baglayici ve / veya baska bir katalitik alandan
olusan cok alanli enzimlerdir.

Kimerik polipeptitler biyolojik olarak aktif hibrit polipeptitleri (or. hibrit ksilanazlar)
kodlayabilir. Orijinal polinukleotidler biyolojik olarak aktif polipeptitleri kodlayabilir. Yeni
hibrit polipeptitler, orijinal polinukleotidlerin sekansini entegre eden hucresel surecler
kullanilarak uretilehilir, boylece elde edilen hibrid polinukleotit, orijinal biyolojik olarak
aktif polipeptitlerden turetilen aktiviteleri gosteren bir polipeptiti kodlar. Omegin orijinal
polinukleotitler farkli mikroorganizmalardan belirli bir enzimi kodlayabilir. Bir organizma
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veya varyanttan bir birinci polinukleotid tarafindan kodlanan bir enzim, 6rnegin belirli
bir cevresel kosulda, ornegin yuksek tuzlulukta etkili bir sekilde iglev gorebilir. Farkl bir
organizma veya varyanttan ikinci bir polinukleotit tarafindan kodlanan bir enzim, asir
yuksek sicakliklar gibi farkli bir cevresel kosul altinda etkili bir sekilde iglev gorebilir.
Birinci ve ikinci orijinal polinukleotidlerden sekanslar iceren bir hibrid polinukleotid,
orijinal polinukleotidler tarafindan kodlanan her iki enzimin ozelliklerini sergileyen bir
enzimi kodlayabilir. Bu nedenle hibrid polinukleotid tarafindan kodlanan enzim, birinci
ve ikinci polinukleotidler, ornegin yuksek tuzluluk ve asin sicakhklar tarafindan
kodlanan enzimlerin her biri tarafindan paylasilan gevresel kosullar altinda etkili bir

sekilde islev gorebilir.

Glikozidaz hidrolazlar ilk olarak 1991'de ailelere simiflandinimigtir, bakiniz érmegin
Henrissat (1991) Biochem. J. 280:309- 316. O zamandan beri siniflandirmalar surekli
olarak guncellenmistir, bakiniz, ormedin Henrissat (1993) Biochem. J. 293:781-
788; Henrissat (1996) Biochem. J. 316:695- 696; Henrissat (2000) Plant Physiology
124:1515- 1519. 87 belirlenmis glikosidaz hidrolaz ailesi vardir. Ilgili ksilanazlar 8, 10,
11, 26 ve 30 numaral ailelerde kategorize edilebilir. Ksilanaz kodlayan nukleik asitler
ortak bir aileden, ornegin agsagida Tablo 5'de gosterildigi gibi, ornegin aile 5, 6, 8, 10,
11, 26 veya 30'dan turetildiklerinden ortak bir yenilige sahiptir.

Tablo 5
SEK ID AILE
9, 10 8
1,2 8
5,6 8
7,8 8
99, 100 10
11,12 10

127,128 10
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27,28

97, 98

45, 46

141, 142

107, 108

129, 130

93, 94

63, 64

25, 26

49, 50

67, 68

85, 86

29, 30

51, 52

35, 36

147,148

119, 120

123,124

249, 250

149, 150

83, 84

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10



43, 44

133, 134

113, 114

105, 106

75,76

111, 112

117,118

115, 116

125, 126

137, 138

135, 136

69, 70

89, 90

31, 32

13,14

65, 66

57,58

77,78

73,74

109, 110

59, 60

204

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10



71,72

139, 140

o5, b6

15, 16

131,132

95, 96

101, 102

39, 40

143,144

103, 104

17,18

53, 54

21,22

151, 152

23,24

121,122

41,42

47,48

247,248

33, 34

19, 20

205

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10



87, 88

81, 82

91, 92

61, 62

37,38

79, 80

231, 232

157, 158

189, 190

167, 168

207, 208

251, 252

213, 214

177,178

187, 188

205, 206

211, 212

197, 198

209, 210

185, 186

229, 230

206

10

10

10

10

10

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11



223,224

179, 180

193, 194

173,174

217,218

153, 154

219, 220

183, 184

253, 254

199, 200

255, 256

155, 156

169, 170

195, 196

215, 216

191, 192

175,176

161, 162

221,222

225,226

163, 164

207

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11



159, 160

233, 234

171,172

203, 204

181, 182

227,228

165, 166

257,258

237,238

241, 242

239, 240

245, 246

235, 236

313, 314

345, 346

321, 322

323, 324

315, 316

201, 202

265, 266

145, 146

208

11

11

11

11

11

11

11

26

30

30

30

30

30

30

10

10

10

10

10

10

10



287, 288

293, 294

351, 352

311, 312

279, 280

289, 290

283, 284

373,374

337, 338

371, 372

201, 292

3,4

307, 308

343, 344

349, 350

329, 330

355, 356

339, 340

295, 296

333, 334

281, 282

209

10

10

10

10
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Burada agiklanan yontemden kaynaklanan bir hibrid polipeptit, orijinal enzimlerde
gosteriimeyen ozel enzim aktivitesi sergileyebilir. Ornedin hidrolaz aktivitelerini
kodlayan polinukleotidlerin rekombinasyon ve [/ veya indirgeyici yeniden
siniflandinimasini takiben bir hibrid polinukleotid tarafindan kodlanan nihai hibrid
polipeptit, orijinal enzimlerin her birinden elde edilen 6zel hidrolaz aktiviteleri, yani
hidrolazin uzerinde etkin oldugu bag tipi ve hidrolazin calistigi sicaklik icin taranabilir.
Bu nedenle, ornedin hidrolaz agagidaki gibi orijinal hidrolazlardan hibrid hidrolazi ayirt
eden kimyasal islevsellikleri belirlemek igin taranabilir: (a) amid (peptit baglar), yani
ksilanazlar; (b) ester baglari, yani esterazlar ve lipazlar; (c) asetaller, yani glikosidazlar

ve ornegdin hibrit polipeptitin islev gordugu sicaklik, pH veya tuz konsantrasyonu.
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Orijinal polinukleotidlerin kaynaklari tek tek organizmalardan ("izolatlar"), tammh
ortamlarda ("zenginlestirme kulturleri") yetistirilen organizmalarin koleksiyonlari veya
ekilmemis organizmalardan ("gevresel numuneler") izole edilebilir. Cevresel
numunelerden yeni biyoaktiviteleri kodlayan polinukleotidleri turetmek igin kulturden
bagimsiz bir yaklasimin kullanilimasi, biyolojik cesitliligin kullaniimayan kaynaklarina
erisime izin verdiginden en cok tercih edilendir.

“Cevre kutuphaneleri” cevresel orneklerden uretilir ve uygun prokaryotik konakgilarda
codalhlabilecek klonlama vektorlerinde arsivlenen dogal olarak meydana gelen
organizmalarin kolektif genomlarini temsil eder. Klonlanmis DNA baslangicta
dogrudan gevresel oOrneklerden c¢ikanldigr igin  kutuphaneler saf kulturde
yetistirilebilecek prokaryotlarin kiucuk fraksiyonlan ile sinirli degildir. Ek olarak bu
orneklerde bulunan cevresel DNA'nin normallesmesi, orijinal numunede bulunan tum
turlerden DNA'nin daha esit sekilde temsil edilmesine izin verebilir. Bu, baskin turlere
kiyasla birkag buyukluk kertesi az temsil edilen numunenin kuiguk bilesenlerinden ilging
genler bulma etkinligini onemli olcude artirabilir.

Ornegin bir veya daha fazla ekilmemis mikroorganizmadan uretilen gen kutuphaneleri
ilgi konusu bir aktivite icin taranir. ilgi konusu olan biyoaktif molekulleri kodlayan
potansiyel yollar, ilk olarak gen ekspresyon kitapliklari formunda prokaryotik
huicrelerde yakalanir. ligi aktivitelerini kodlayan polinitkleotidler bu kituphanelerden
izole edilir ve bir konak hucreye dahil edilir. Konak hucre, yeni veya gelistirilmis
aktivitelerle potansiyel olarak aktif biyomolekuller olugturan rekombinasyonu ve / veya
indirgeyici yeniden siniflandirmay tesvik eden kosullar altinda buyutulur.

Ek olarak ilgili sekanslarn daha fazla izole etmek igin alt klonlama yapilabilir. Alt
klonlamada DNA'nin bir kismi istenen sekansi kesmek igin genellikle kisitlama
enzimleri tarafindan amplifiye edilir, sindirilir, istenen sekans bir alici vektorune
baglanir ve amplifiye edilir. Alt klonlamada her adimda yapisal proteini kodlayan
DNA'nin disarida tutulmadigindan emin olmak igin bu kisim ilgili aktivite agcisindan
incelenir. Ek, alt klonlamanin herhangi bir asamasinda, ornegin bir vektore
baglanmadan ©nce jel elektroforezi ile saflastirilabilir veya alici vektoru ihtiva eden
hiucreler ve alici vektoru ihtiva etmeyen hucreler, 6rnegin bir antibiyotik iceren segici
ortamlara yerlestirildiginde, ki bu alici vektoru igcermeyen hucreleri oldurecektir,
saflagtinlabilir. Vektorler icine cDNA'nin alt klonlanmasiyla ilgili 0zel yontemler teknikte

iyi bilinmektedir { Sambrook vd. , Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. baski,
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Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)). Bu gibi alt klonlar, ornegin uzunluk, bir
mutasyon, bir etiket veya bir isaret ile ana klondan farkh olabilir.

Bulusa ait ksilanazlarin bazilarinin sinyal dizileri icerebilecegi veya icermeyebilecegi
anlasiimalidir. Farkli bir ksilanazin bir nukleik asit sekansina islevsel olarak baglh bir
ksilanazdan bir sinyal sekansini kodlayan bir nukleik asit sekansinin veya bir yonde
(iste§e baglh olarak) bir ksilanaz olmayan proteinden gelen bir sinyal sekansinin

iceriimesi arzu edilebilir.

PolinUkleotitin  hazirlanabilecedi mikroorganizmalar arasinda, Eubacteria ve
Archaebacteria gibi prokaryotik mikroorganizmalar ve mantarlar, bazi algler ve
protozoa gibi daha dusuk okaryotik mikroorganizmalar bulunur. Polinukleotidler
gevresel numunelerden izole edilebilir, bu durumda nukleik asit bir organizmanin
kulturlenmesi olmaksizin geri kazanilabilir veya bir veya daha fazla kulturlenmis
organizmadan geri kazanilabilir. Bu tur mikroorganizmalar hipertermofiller, psikrofiller,
psikrotroflar, halofiller, barofiller ve asidofiller gibi ekstremofiller olabilir. Ekstremofilik
mikroorganizmalardan izole edilen enzimleri kodlayan polinukleotidler kullanilabilir. Bu
tur enzimler karasal sicak sularda ve derin deniz 1si1l deliklerinde 100 T'nin Uzerindeki
sicakliklarda, kutup sularinda 0 T'nin altindaki s icakliklarda, Olu Deniz'in doymus tuz
ortaminda, komur yataklarinda ve kukurtten zengin jeotermal kaynaklarda O civaninda
pH degerlerinde veya atik ¢amurda 11'den buyuk pH dederlerinde calisabilirler.
Ornegin ekstremofilik organizmalardan klonlanan ve eksprese edilen ¢esitli esterazlar
ve lipazlar, genis bir sicakhk ve pH aralhidinda yuksek aktivite gosterir.

Yukarida tarif edildigi gibi segilen ve izole edilen polinukleotidler uygun bir konak hucre
icine sokulur. Uygun bir konak hicre rekombinasyonu ve / veya indirgeyici yeniden
siniflandirmayi destekleyebilen herhangi bir hucredir. Secilen polinukleotitler tercih
edilen sekliyle uygun kontrol sekanslarini iceren bir vektdrde zaten mevcuttur. Konak
hucre bir memeli hiucresi gibi daha yuksek bir okaryotik hlucre veya bir maya hucresi
gibi bir alt okaryotik hucre olabilir veya tercih edilen sekliyle konak hucre bir bakteri
hucresi gibi bir prokaryotik hucre olabilir. Yapinin konak hucreye sokulmasi, kalsiyum
fosfat transfeksiyonu, DEAE- Dekstran aracili transfeksiyon veya elektroporasyon
yoluyla gerceklestirilebilir (Davis vd. , 1986).

Uygun konaklarin temsili ornekleri olarak asagidakilerden so6z edilebilir. E. coli,

Streptomyces, Salmonella typhimurium gibi bakteriyel hucreler; maya gibi mantar
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huicreleri; Drosophila S2 ve Spodoptera Sf9 gibi bocek hucreleri; CHO, COS veya
Bowes melanoma gibi hayvan hucreleri; adenovirusler ve bitki hucreleri. Uygun bir
konagin sec¢imi, buradaki ogretilerden yola cikarak teknikte tecrubeli Kisilerin bilgi

kapsami dahilinde kabul edilir.

Rekombinant proteini eksprese etmek icin kullanilabilen cesitli memeli hucre kulturu
sistemlerine 9zel referanslar ile memeli ekspresyon sistemlerinin ornekleri arasinda
"SV40- transformed simian cells support the replication of early SV40 mutants”
(Gluzman, 1981) belgesinde tarif edilen maymun bobrek fibroblastlari COS- 7 hatlari
ve ornegin C127, 3T3, CHO, HeLa ve BHK hucre hatlan gibi uyumlu bir vektoru
eksprese edebilen diger huicre hatlarn bulunmaktadir. Memeli ekspresyon vektorleri bir
replikasyon kokeni, gerekli herhangi bir ribozom bagdlanma yeri, bir poliadenilasyon
yeri, uchirlestirme donor ve akseptor yerleri, transkripsiyonel sonlandirma sekanslari
ve & yan ftranskribe edilmemis sekanslar igcerebilir. SV40 ugbirlestirme ve
poliadenilasyon alanlarindan turetilen DNA sekanslari, transkribe edilmemis genetik

elementlerin saglanmasi icin kullanilabilir.

Burada tarif edilen yontemler bir veya daha fazla operon veya gen kuimesinden veya
bunlarin bolumlerinden biyokimyasal yollari kodlayan yeni polinukleotitlerin uretiimesi
icin kullanilabilir. Ornegin bakteriler ve bircok okaryot, urunleri ilgili sureglere katilan
genleri duzenlemek igin koordineli bir mekanizmaya sahiptir. Genler tek bir kromozom
uzerinde "gen kumeleri" olarak adlandinlan yapilarda kiimelenir ve butun kiimenin
transkripsiyonunu baslatan tek bir promotor dahil olmak uzere tek bir duzenleyici
sekansin kontrolu altinda birlikte transkribe edilir. Dolayisiyla bir gen kumesi genellikle
fonksiyonlarina gore ozdes veya iligkili olan bir bitisik gen grubudur. Gen kumeleri

tarafindan kodlanan bir biyokimyasal yolun bir 6rnegi poliketidlerdir.

Gen kume DNA'si farkh organizmalardan izole edilebilir ve vektorlere, ozellikle de
baglanabilir gen kumelerinden saptanabilir bir proteinin uretimini veya proteinle ilgili
dizilim aktivitesini kontrol edebilen ve duzenleyen ekspresyon duzenleyici sekanslar
iceren vektorlere baglanabilir. Ekzojen DNA girisi igin son derece buyuk bir kapasiteye
sahip olan vektorlerin kullanimi, bu tur gen kumeleriyle kullamm igin ozellikle uygundur
ve E. coli'nin - faktorunl (veya dogurganlik faktorunu) icermek Uzere buradaki ornek
yoluyla aciklanmaktadir. E. coli'nin bu f- faktoru konjugasyon sirasinda kendi yuksek
frekansh transferini etkileyen bir plasmiddir ve kanigik mikrobiyal numunelerden alinan

gen kumeleri gibi buyuk DNA fragmanlarinin elde edilmesi ve stabil olarak ilerletiimesi
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igin idealdir. “Fosmidler" veya bakteriyel yapay kromozom (BAC) vektorleri olarak
adlandirilan klonlama vektorleri, genomik DNA'nin buyuk bolumlerini kararli bir sekilde
butunlestirebilen E. coli f faktorunden turetilir. Kansik bir kulturlenmemis g¢evre
numunesinden gelen DNA ile entegre edildiginde, bu, kararh bir "cevresel DNA
kutuphanesi" bigiminde genis genomik fragmanlarin elde edilmesini mumkun kilar.
Kullanim igin bir baska vektor turu bir kozmid vektordur. Kozmid vektorleri orijinal
olarak genomik DNA'nin buyuk bolumlerini klonlamak ve gcogaltmak icin tasarlanmisgtir.
Kozmid vektorleri igine klonlama Sambrook vd. , Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2. baski, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989) belgesinde ayrintili
olarak agiklanmigtir. Uygun bir vektore baglandiktan sonra, farkli poliketid sentaz geni
kumeleri iceren iki veya daha fazla vektdor uygun bir konakgl hiucre igine sokulabilir.
Gen kumeleri tarafindan paylasilan kismi dizi homaoloijisinin bolgeleri, bir hibrid gen
kumesine neden olan sekansin yeniden organize edilmesiyle sonuclanan surecleri
destekleyecektir. Yeni hibrit gen kumesi, daha sonra orijinal gen kumelerinde

bulunmayan gelistirilmis aktiviteler icin taranabilir.

Biyolojik olarak aktif hibrid polipeptit ve gelistiriimis aktivite icin boyle bir polipeptitin
taranmasi su sekilde olabilir:

1) islevsel bir badlantidaki en az bir birinci polinukleotidin ve islevsel bir baglantidaki
en az bir ikinci polinukleotidin uygun bir konak huicre icine sokulmasi, en az bir birinci

polintikleotit ve ikinci polinukleotidin en az bir kismi sekans homoloji bolgesini

paylasmasi,

2) konak hucrenin iglevsel olarak baglanabilen bir melez polinukleotit ile sonuglanan

sekansin yeniden duzenlenmesini tegvik eden kosullar altinda buyutulmesi;
3) hibrid polinukleotid tarafindan kodlanan bir hibrid polipeptiti eksprese etmesi;

4) gelistiriimis biyolojik aktivitenin tanimlanmasini destekleyen kosullar altinda hibrid
polipeptitin taranmasi; ve
5) hibrid polipeptiti kodlayan bir polinukleotitin izole edilmesi.

Cesitli enzim aktivitelerinin taranmasi icin yontemler, teknikte uzman kisilerce bilinir ve
mevcut tarifname boyunca tartisiir. Bu tur yontemler bulusun polipeptitlerini ve

polinukleotidlerini izole ederken kullanilabilir.
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Tarama Metodolojileri ve "On- line" izleme Cihazlan

Bulusun polipeptitleri ve nukleik asitleri ile birlikte, ormegin ksilanaz aktivitesi igin
polipeptitleri taramak uzere (0rnedin zimogramlarda kazeinin hidrolizi, jelatinden
floresanin salinmasi veya cesitli kucuk peptit substratlarindan p- nitroanalidin
salinmasi gibi analizlerde), bulusun bir nukleik asidine hibridize olan nukleik asitler igin,
bulusa ait bir polipeptite baglanan antikorlar icin bir ksilanaz aktivitesinin potansiyel
modulatorleri, ornedin aktivatorleri veya inhibitorleri olarak bilesikleri taramak Uzere
Bulusun asidi, bulusun bir polipeptitini ve benzerlerini eksprese eden hucreleri taramak
uzere cesitli aparatlar ve metodolojiler kullanilabilir. Orneklerin taranmasi icin asagida
detayll olarak agiklanan dizilim formatlarina ek olarak, alternatif formatlar da
kullanilabilir. Bu formatlar arasinda, érmegin kutle spektrometreleri, kromatograflar, or.
yuksek verimli HPLC ve diger sivi kromatografisi formlan ve 1536- kuyucuklu plakalar,
384- kuyucuklu plakalar ve benzerleri gibi daha kuguk formatlar bulunur. Yluksek
verimli tarama aparati uyarlanabilir ve kullamlabilir, bakiniz, drnegin ABD Patent
Basvurusu No. 20020001809 .

Kapiler Diziler

Bulugsa ait nukleik asitler veya polipeptitler bir dizide sabitlenebilir veya bir
uygulanabilir. Diziler bir nukleik asit veya bulusun bir polipeptitinin aktivitesine
baglanma veya module etme yetenekleri icin bilesimlerin (ornegdin kiigiik molekuller,
antikorlar, nukleik asitler, vb. ) kiituphanelerini taramak veya izlemek icin kullanilabilir.
GIGAMATRIX ™ Diversa Corporation, San Diego, CA gibi kapiler diziler; ve
ornedin U. S. Patent Bagvuru No. 20020080350 A1; WO 0231203 A; WO 0244336 A
belgelerinde tarif edilen diziler numunelerin tutulmasi ve taranmasi icin alternatif bir
aparat saglar. Kapiler dizi bitigik kapiler bir dizi halinde olusturulan ¢ok sayida kapiler
icerebilir, burada her bir kapiler bir numuneyi tutmak icin bir lumeni tanimlayan en az
bir duvar igcerir. Lumen, duvarlarin bir sivi veya numunenin tutulmasi igin bir lumen
olusturdugu surece, silindirik, kare, altigen veya baska herhangi bir geometrik sekilde
olabilir. Kapiler dizinin kapilerleri duzlemsel bir yapr olusturmak icin birbirine yakin
olarak tutulabilir. Kapilerler kaynastinlarak (or. kapilerlerin camdan yapildigi yerde),
yapistirilarak, baglanarak veya kenetlenerek yan yana birlestirilebilir. Ek olarak kapiler
dizi, dizideki bitisik kapilerler arasina yerlestirilmis interstisyel materyali icerebilir,

boylece cok sayida acik delidi iceren bir kati duzlemsel cihaz olusturur.
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Bir kapiler dizi herhangi bir sayida bireysel kapiler kisimdan, ornegin 100 ila 4,000,000
arasinda degisen kapilerlerden olusturulabilir. Ayrica standart laboratuar ekipmanina
takilmak Uzere bir Microtiter® plakanin standart boyutu ve sekli icinde yaklasik 100,000
veya daha fazla bireysel kapilere sahip bir kapiler dizi olusturulabilir. Lumenler elle
veya otomatik olarak ince bir igne kullanilarak kilcal hareket veya mikroenjeksiyon ile
doldurulur. Daha sonra yapilacak analizler ya da karakterizasyon icin sonrasinda ilgili
numuneler bireysel kapilerlerden ¢ikarnilabilir. Ornegdin ince, igne benzeri bir prob
lUmene materyal eklemek veya ¢ikarmak igcin secgilen bir kapiler ile sivi iletisiminde

konumlandirilir.

Bir tek- kap tarama analizinde analiz bilesenleri kapiler diziye yerlestiriimeden dnce bir
ilgi konusu ¢ozeltiyi vermek Uzere karigtinlir. LUumen, dizinin en az bir kismi ilgilenilen
bir cozelti icine daldinldiginda kapiler eylemle doldurulur. Her bir kapilerdeki kimyasal
veya biyolojik reaksiyonlar ve / veya aklivite, saptanabilir olaylar igin izlenir.
Saptanabilir bir olay genellikle "isabet" olarak adlandinlir; bu, genellikle "isabetsiz"
kapiler damarlardan optik saptama ile ayirt edilebilir. Boylece kapiler diziler
"isabetlerin” buyuk dlgude paralel tespiti icin izin verir.

Cok kapl bir tarama analizinde bir polipeptit veya nukleik asit, ornegin bir ligand bir
kapiler dizinin bir kapiler kisminin en azindan bir kismina sokulan bir birinci bilesene
sokulabilir. Bir hava kabarcigi daha sonra birinci bilesenin arkasindaki kapilere
sokulabilir. Ikinci bir bilesen daha sonra kapilere sokulabilir, burada ikinci bilegen biringi
bilesenden hava kabarcigi ile ayrilir. Birinci ve ikinci bilesenler daha sonra kabarcigi
gokertmek igin kapiler dizinin her iki tarafina hidrostatik basing uygulanarak
kanistirilabilir. Kapiler dizi daha sonra iki bilesenin reaksiyonundan veya reaksiyondan

kaynaklanmadan saptanabilir bir olay icin izlenir.

Bir baglanma tarama analizinde ilgi konusu bir numune bir kapiler dizinin bir kapiler
kismina saptanabilir bir pargacik ile igsaretlenmis bir birinci sivi olarak verilebilir, burada
kapilerin lumeni algilanabilir pargcacidi lumene baglamak icin bir baglanma malzemesi
ile kaplanir. Birinci sivi daha sonra kapiler borudan gikarilabilir, burada badl tespit
edilebilir parcacik kapiler icinde muhafaza edilir ve ikinci bir sivi kapiler boru igcine
sokulabilir. Kapiler daha sonra partikulun ikinci sivi ile reaksiyona girmesi veya

reaksiyon girmemesi sonucu ortaya cikan tespit edilebilir bir olay igin izlenir.
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Diziler veya 'Biyocipler’

Bulugsa ait nukleik asitler ve / veya polipeptitler bir diziye, ornedin bir "biyogip"e
immaobilize edilebilir veya uygulanabilir. Diziler bir nukleik asit veya bulusun bir
polipeptitinin aktivitesine baglanma veya module etme yetenekleri igcin bilesimlerin
(ornedin kuguk molekuller, antikorlar, nukleik asitler, vb. ) kutuphanelerini taramak
veya izlemek igin kullanilabilir. Ornegin izlenen bir parametre bir ksilanaz geninin
transkript ekspresyonudur. Bir veya daha fazla veya bir hicrenin tum transkriptleri
hucrenin transkriptlerini  veya bir hlcrenin transkriptlerinin  temsilcisi  veya
tamamlayicisi olan nukleik asitleri iceren bir numunenin hibridizasyonuyla, bir dizi veya
“biyocip” uzerinde hareketsizlestiriimis nukleik asitlere hibritleme yoluyla olgulebilir. Bir
mikrocip Uzerinde nukleik asitlerin bir "dizisini" kullanarak bir hticrenin transkriptlerinin
bir kismi veya tamami es zamanl olarak dlgulebilir. Alternatif olarak genomik nukleik
asit iceren diziler de yeni tasarlanmis bir susun genotipini belirlemek igin kullanilabilir,
Polipeptit dizileri birden fazla proteinin ayni anda olgulmesi icin de kullanlabilir.
*Mikrodizi" veya "nukleik asit dizisi” veya "polipeptit dizisi" veya "antikor dizisi" veya
"biyogip" veya bunlarin varyasyonlari olarak da bilinen herhangi bir "dizi" kullanilabilir.
Diziler genetik olarak ¢cok sayida "nokta" veya "hedef eleman” olup, her bir hedef
eleman bir numune molekulune, ornedin mRNA transkriptlerine spesifik bir baglanma
icin bir substrat yuzeyinin belirli bir alani uzerine hareketsizlestirilmis bir veya daha
fazla biyolojik molekulun, drnegin oligonukleotidlerin belirli bir miktarini icerir.

Burada kullanildigi sekliyle "dizi" veya "mikrodizi" veya "biyogip" veya "¢ip" terimleri
gok sayida hedef elemandir, her bir hedef eleman asagdida daha ayrintih olarak
tartisildigr  gibi  bir substrat yuzeyinin alaminin  tanimlanan bir alaninda
hareketsizlestirilen bir veya daha fazla polipeptitin (antikorlar dahil) veya nukleik asitin

belirlenmis bir miktarini igerir.

Dizileri yapmak ve kullanmak igin bilinen diziler ve / veya yontemler érnegin asagidaki
kaynaklarda tarif edildidi gibi tamamen veya kismen veya bunlarin varyasyonlari olarak
dahil edilebilir U. 8. Patent No. 6,277,628; 6,277,489; 6,261,776; 6,258,606;
6,054,270; 6,048,695; 6,045,996; 6,022,963; 6,013,440; 5,965,452; 5,959,098;
5,856,174, 5,830,645, 5,770,456; 5,632,957, 5,556,752; 5,143,854; 5,807,522;
5,800,992; 5,744,305; 5,700,637; 5,556,752; 5,434,049; bkz. ayrica, orn., WO
99/51773; WO 99/09217; WO 97/46313; WO 96/17958; bakiniz ayni zamanda, or.
Johnston (1998) Curr. Biol. 8:R171- R174; Schummer (1997) Biotechniques 23:1087-
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1092; Kern (1997) Biotechniques 23:120- 124; Solinas- Toldo (1997} Genes,
Chromosomes & Cancer 20:399- 407; Bowtell (1999) Nature Genetics Supp. 21:25-
32. Ayrica bkz. yayinlanmis US Patent Basvuru No. 20010018642; 20010019827,
20010016322; 20010014449; 20010014448; 20010012537; 20010008765.

Antikorlar ve Antikor bazli tarama yontemleri

Bulusun bir ksilanazina spesifik olarak baglanan izole ediimis, sentetik veya
rekombinant antikorlar, bulusun ksilanazlarini veya ilgili polipeptitleri izole etmek,
tanimlamak veya olgmek icin kullanilabilir. Bu antikorlar bulus kapsamindaki dider
polipeptitleri veya diger ilgili ksilanazlar izole etmek igin kullanilabilir. Antikorlar bir

ksilanazin aktif bir bolgesine badlanmak Uzere tasarlanabilir.

Bulusg, bulusun bir polipeptitini veya peptitini ve adjuvanlan veya tasiyicilari ve

benzerlerini iceren bilesimler saglar.

Antikorlar immunogcokturme, boyama, immunoafinite kolonlar ve benzerlerinde
kullanilabilir. Istenirse, spesifik antijenleri kodlayan nukleik asit sekanslari
immunizasyon, ardindan polipeptit veya nukleik asit izolasyonu, polipeptitin
amplifikasyonu veya klonlanmasi ve bir dizi Uzerine immobilizasyonu ile Uretilebilir.
Alternatif olarak yontemler modifiye edilecek bir hiicre tarafindan uretilen bir antikorun
yapisini degistirmek icin kullanilabilir, ornedin bir antikorun afinitesi arttirilabilir veya

azaltilahilir.

Ayrica antikorlan yapma veya maodifiye etme kabiliyeti, burada tarif edilen metotlarla
bir hucreye donusturulmus bir fenotip olabilir.

“‘Antikor" terimi, bir antijen veya epitopu spesifik olarak baglayabilen bir
immunoglobulin geni veya immunoglobulin genleri veya bunlarnin fragmanlarindan
turetilmis, bunlarla modellenmis veya buyuk élgude bunlarla kodlanmig bir peptit veya
polipeptiti icerir, 6rnegdin bakiniz Fundamental Immunology, Ugunc Baski, W. E. Paul,
ed. , Raven Press, NY (1993); Wilson (1994) J. Immunol. Methods 175:267-
273; Yarmush (1992) J. Biochem. Biophys. Methods 25:85- 97. Antikor terimi antijen
baglama kapasitesini koruyan antijen baglayici kisimlari, yani "antijen baglama yerleri"
(or. fragmanlarn, alt sekanslar, tamamlayicilik belirleyici bolgeleri (CDR'ler)) igerir,
bunlar (i} bir Fab fragmani, VL, VH, CL ve CHI alanlarindan meydana gelen tek
degerlikli bir fragman; (ii) bir f (ab ') 2 fragmani, mentese bolgesinde bir disulfur
koprusuyle baglanan iki Fab fragmanini igeren bir iki degerlikli fragman; (iii) VH ve CHI
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alanlarindan olusan bir Fd fragmani; (iv) bir antikorun tek bir kolunun VL ve VH
alanlarindan olusan bir Fv fragmam, (v) bir VH alanindan meydana gelen bir dAb
fragmani ( Ward vd, (1989) Nature 341: 544- 546 ) ve (vi) izole bir tamamlayicihk
belirleme bolgesini (CDR) igerir. Tek zincirli antikorlar "antikor” terimine de referans

olarak dahil edilmistir.

Antikorlarin (poliklonal ve monoklonal) immunizasyon, uUretim ve izole edilmesi
yontemleri teknikte uzman kisilerce bilinir ve bilimsel literaturde ve patent literaturunde
anlatiir, bkz. ornegin Coligan, CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY,
Wiley/Greene, NY (1991); Stites (ed. } BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY (7th ed.
} Lange Medical Publications, Los Altos, CA ("Stites"); Goding, MONOCLONAL
ANTIBODIES: PRINCIPLES AND PRACTICE (2. baski) Academic Press, New York,
NY (1986), Kohler (1975) Nature 256:495; Harlow (1988) ANTIBODIES, A
LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Publications, New York. Antikorlar
ayrica in vitro olarak, ornegin hayvanlar kullanan geleneksel in vivo yontemlere ek
olarak faj gosterim kutuphanelerini ekaprese eden rekombinant antikor baglama
bolgesi kullanilarak uretilebilir. Bakiniz 6rnedin  Hoogenboom (1997) Trends
Biotechnol. 15: 62- 70; Katz (1997) Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26:27- 45.

Buluga gore olan polipeptitler veya bunlarin en az 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75,
100 veya 150 ardisik amino asitlerini igeren (hak talep edilen bulusun bir pargasi
olmayan) fragmanlar ayrica spesifik olarak polipeptitlere veya fragmanlara baglanan
antikorlar uretmek icin kullanilabilir. Elde edilen antikorlar polipeptiti izole etmek veya
saflastirmak veya polipeptitin bir biyolojik numunede mevcut olup olmadigini
belirlemek icin immunoafinite kromatografisi prosedurlerinde kullanilabilir. Bu tur
prosedurlerde bir ekstrakt veya bir biyolojik numune gibi bir protein preparati bulusa ait
polipeptitlerden veya bunlarin en az 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 veya 150
ardisik amino asit iceren fragmanlarindan birine spesifik olarak baglanabilen bir antikor
ile temas ettirilir.

Immunoafinite prosedirlerinde antikor bir boncuk veya basgka bir kolon matrisi gibi bir
kati destege baglanir. Protein preparasyonu antikorun bulusa ait polipeptitlerden birine
veya bunun fragmanina spesifik olarak baglandi§i kosullar altinda antikora temas
ettirilir. Spesifik olarak bagh olmayan proteinleri uzaklagtirmak icin bir yikamadan
sonra, spesifik olarak bagh polipeptitler aynistirihir.
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Bir biyolojik numunedeki proteinlerin antikorlara baglanma yetenedi, teknikte uzman
kisilerce bilinen cesitli prosedurlerden herhangi biri kullanilarak belirlenebilir. Ornegin
baglanma antikorun bir fluoresan ajan, bir enzimatik etiket veya bir radyoizotop gibi
algilanabilir bir etiket ile etiketlenmesiyle belirlenebilir. Alternatif olarak antikorun
numuneye baglanmasi, Uzerinde bdyle bir saptanabilir etikete sahip olan bir ikincil
antikor kullanilarak tespit edilebilir. Ozel deneyler arasinda ELISA deneyleri, sandvig

analizleri, radyoimmuno analizler ve Western Blots bulunur.

Bulusun polipeptitlerine karsi uretilen poliklonal antikorlar veya bunlarin en az 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 veya 150 veya daha fazla ardisik amino asitlerini
iceren fragmanlar polipeptitlerin bir hayvana dogrudan enjekte edilmesi veya
polipeptitlerin bir hayvana, ornegin insan olmayanlara uygulanmasi yoluyla elde
edilebili. Bu sekilde elde edilen antikor daha sonra polipeptitin kendisine
baglanacaktir. Bu sekilde polipeptitin sadece bir parcasini kodlayan bir sekans bile tum
dodal polipeptide badlanabilen antikorlar Uretmek icin kullanilabilir. Bu gibi antikorlar
daha sonra polipeptiti bu polipeptiti eksprese eden hucrelerden izole etmek igin
kullanilabilir.

Monoklonal antikorlarin hazirlanmasi igin kesintisiz hucre cizgisi kulturleri tarafindan
uretilen antikorlan sadlayan herhangi bir teknik kullanilabilir. Ornekler arasinda
hibridom teknigi ( Kohler ve Milstein, Nature, 256: 495- 497, 1975 ), trioma teknigi,
insan B- hiicresi hibridom teknigi ( Kozbor vd. , Immunology Today 4:72, 1983 ) ve
EBV- hibridom teknidi ( Cole, vd. , 1985, in Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, Inc. , pp. 77- 96 ) bulunur.

Tek zincirli antikorlann Uretimi icin tarif edilen teknikler { US Patent No. 4,946,778 )
bulusun polipeptitlerine veya bunlarin en az 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100
veya 150 ardisik amino asidini igeren fragmanlarina tek zincirli antikorlar uretilmesi icin
adapte edilebilir. Alternatif olarak transgenik fareler bu polipeptitlere veya

fragmanlarina insanlastinimis antikorlar eksprese etmek icin kullanilabilir.

Bulusun polipeptitlerine veya bunlann en az 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100
veya 150 ardisik amino asitlerini iceren fragmanlarina kars! Uretilen antikorlar diger
organizmalardan ve numunelerden gelen benzer polipeptitlerin taranmasinda
kullanilabilir. Bu tekniklerde organizmadan gelen polipeptitler antikor ile temas ettirilir

ve antikora spesifik olarak baglanan polipeptitler tespit edilir. Yukarida tarif edilen
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prosedurlerden herhangi biri antikor baglanmasini tespit etmek icin kullanmilabilir. Boyle
bir tarama testi "Methods for Measuring Cellulase Activities”, Methods in Enzymology,
cilt 160, sayfa 87- 116belgesinde tarif edilir.

Kitler

Kitler, 6rnedin nukleik asitler, ekspresyon kasetleri, vektorler, hucreler, transgenik
tohumlar veya bitkiler veya bitki kisimlar, polipeptitler (ksilanazlar) ve / veya bulusa ait
antikorlar gibi bilesimleri icerir. Kitler ayrica metodolojileri ve endustriyel, arastirma,
tibbi, farmasotik, gida ve yem ve gida ve yem takviyesi islemlerini ve burada tarif edilen

diger uygulamalan ve islemleri 6greten ogretim materyallerini igerebilir.

Butun huicre miihendisligi ve metabolik parametrelerin o6lculmesi

Hucrenin genetik bilesimine modifiye ederek yeni bir fenctipe, ornegin yeni veya
modifiye bir ksilanaz aktivitesine sahip yeni bir hiicre susu gelistirmek icin bir hiicrenin
butiin hiuicre evrimi veya tam hucre muhendislidi. Genetik bilesim bulusun bir nukleik
asidinin hucresine ilave edilerek, ornegin bulusun bir enzimi icin bir kodlama sekansi
ile modifiye edilebilir. Bakiniz or. W00229032; W0O0196551 .

Yeni fenotipi saptamak igin modifiye edilmis bir hucrenin en az bir metabolik
parametresi "gercek zamanl" veya "on- line" zaman g¢ergevesinde hucrede izlenir. Bir
hucre kulturl gibi bir gok hucre "gercek zamanl" veya "on- line" olarak izlenebilir. Cok
sayida metabolik parametre "gercek zamanl" veya "on- line" olarak izlenebilir.

Metabolik parametreler, bulugun ksilanazlari kullanilarak izlenebilir.

Metabolik akis analizi (MFA) bilinen bir biyokimya cercevesine dayanmaktadir.
Dogrusal bagimsiz bir metabolik matriks, kutle korunumu yasasina ve hucre igi
metabolitlere iliskin psodo- kararli durum hipotezine (PSSH) dayanilarak olusturulur.

Asagidakileri iceren metabolik aglar kurulur:

» tum yolak substratlaninin, Urunlerin ve ara metabolitlerin 0zdesligi,

. yolak metabolitlerini, vyolak reaksiyonlarinin  stokiyometrisini  birbirine
doénusturun tum kimyasal reaksiyonlarin 6zdeslidi,

. reaksiyonlan katalize eden tum enzimlerin 6zdeslidi, enzim reaksiyon kinetigi,

. yolak bilesenleri arasindaki duzenleyici etkilesimler, omegin alosterik

etkilegsimler, enzim- enzim etkilesimleri vb.
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. enzimlerin huicre ici bolumlere ayrilmasi veya enzimlerin herhangi bagka bir

supramolekuler organizasyonu, ve

. metabolitlerin, enzimlerin veya efektor molekullerin herhangi bir konsantrasyon

gradyaninin veya hareketleri icin difuzyon engellerinin varlig.

Belirli bir sus icin metabolik ag olusturulduktan sonra matris nosyonuyla matematiksel
sunum, on- line metabolom verileri mevecut ise hucre i¢ci metabolik akislar tahmin
etmek icin eklenebilir. Metabolik fenotip bir hicre igindeki tum metabolik adin
degisikliklerine dayanir. Metabolik fenotip cevre kosullarina, genetik duzenlemeye,
gelisim durumuna ve genotipe ve benzerleri igcin yolak kullaniminin degismesine
dayanir. On- line MFA hesaplamasindan sonra yolak kullanimi arastirilarak hiicrelerin
dinamik davranisi, fenotipi ve diger 6zellikleri analiz edilir. Ornedin glikoz kaynagi artar
ve maya fermantasyonu sirasinda oksijen azalirsa, solunum yollarinin kullanimi
azaltilacak ve / veya durdurulacak ve fermentatif yollarin kullanimi hakim olacaktir.
Hucre kulturlerinin fizyolojik halinin kontrolu, yolak analizi sonrasi mumkun olacaktir.
Yontemler arzu edilen dogrultuda hareket etmek uzere hucrelerin fizyolojik durumunu
kontrol etmek icin substrat tedarikinin, sicakhgin, indukleyicilerin kullaniminin vb. nasil
degistirilecegini belirleyerek fermantasyonun nasil manipule edilecegini belilemeye
yardimci olabilir. MFA sonuglari ayrica metabolik muhendislik veya gen karistirma, vb
icin deney ve protokolleri tasarlamak igin transkriptom ve proteom verileri ile
kargilagtirilabilir.

Hucrede yeni veya gelistiriimis ozellikler dahil olmak Uzere degistiriimis veya yeni bir
fenotip verilebilir ve tespit edilebilir. Metabolizmanin veya buyumenin herhangi bir yonu

izlenebilir.
Bir mRNA transkriptinin ekspresyonunu izleme

Tasarlanan fenotip bir mRNA transkriptinin  (6rnegin  bir ksilanaz mesaji)
ekspresyonunun arttirilmasi veya azaltiimasi veya bir hucrede yeni (ornegin ksilanaz)
transkriptlerin Uretilmesini icerebilir. Bu artmis veya azaltilmis ekspresyon bulusun bir
ksilanazinin varhidina veya ksilanaz aktivitesi analizlerine gore test edilerek izlenebilir.
mRNA transkriptleri veya mesajlan ayrica, or. Northern blotlan, kantitatif amplifikasyon
reaksiyonlan, dizilere hibridizasyon ve benzerleri dahil olmak uzere teknikte bilinen
herhangi bir yontemle tespit edilebilir ve nicel olarak tayin edilebilir. Kantitatif
amplifikasyon reaksiyonlari arasinda, ornegin kantitatif ters transkripsiyon polimeraz
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zincir reaksiyonu veya RT- PCR dahil olmak uzere kantitatif PCR; kantitatif gergek
zamanh RT- PCR veya "gercek zamanl kinetik RT- PCR" bulunur (bakiniz or. Kreuzer
(2001) Br. J. Haematol. 114.313- 318, Xia (2001) Transplantation 72:907- 914).

Tasarlanan fenotip, homolog bir genin ekspresyonunu nakavt ederek uretilebilir. Genin
kodlama sekansi veya bir veya daha fazla transkripsiyonel kontrol elemani, drnegin
promotorler veya hizlandincilar nakavt edilebilir. Boylece bir transkript ekspresyonu

tamamen kesip cikarilabilir veya sadece azaltilabilir.

Tasarlanan fenotip, homolog bir genin ekspresyonunu arttirmay! icerebilir. Bu, cis-
veya trans- iginde hareket eden bir transkripsiyonel duzenleyici eleman dahil olmak
Uzere bir negatif kontrol elemaninin nakavt edilmesiyle veya bir pozitif kontrol
elemaninin mutagenize edilmesiyle gergeklestirilebilir. Bir veya daha fazla transkript
ya da bir hucrenin tum transkriptleri, bir hucrenin transkriptlerini veya bir hiicrenin
transkriptlerini temsil eden veya bunlar igcin tamamlayici nukleik asitlerini igceren bir
numunenin hibridizasyonu yoluyla, bir dizi uzerinde hareketsiz hale getirilmis nukleik

asitlere hibridizasyonu ile olculebilir.
Bir polipeptit, peptit ve amino asit ekspresyonunun izlenmesi

Bulusun bir yonunde tasarlanan fenotip bir polipeptitin (ornegin bir ksilanaz)
ekspresyonunu arttirmayl veya azaltmayr veya bir hucrede yeni polipeptitlerin
uretilmesini icerir. Bu artmis veya azalmis ekspresyon mevcut ksilanaz miktarinin veya
ksilanaz aktivitesi analizlerinin saptanmasiyla izlenebilir. polipeptitler, peptitler ve
amino asitler aym zamanda, ornedin nukleer manyetik rezonans (NMR),
spektrofotometri, radyografi (protein radyo etiketleme), elektroforez, kapiler
elektroforez, yuksek performansh sivi kromatografisi (HPLC), ince tabaka
kromatografisi {TLC), hiper difuzyon kromatografisi, cesitli immunolojik yontemler,
ornegin immunopresipitasyon, immunodifuzyon, immuno- elektroforez,
radyoimunoanalizler (RIA), enzim bagdlantih immunosorban analizleri (ELISA),
immunofloresan analizler, jel elektroforezi (or. SDS- PAGE), antikorlarla boyama,
floresanla aktive edilmis hucre siniflandinct (FACS), piroliz kiutle spektrometrisi,
Fourier- Transform Kizildtesi Spektrometresi, Raman spektrometrisi, GC- MS ve LC-
Elektrosprey ve cap- LC- tandem- elektrosprey kutle spektrometreleri ve benzerleri
dahil olmak Uzere teknikte bilinen herhangi bir yontemle saptanabilir ve nicel olarak
tayin edilebilir. Yeni biyoaktiviteler US Patent No. 6,057,103'te agiklanan usuller veya



10

15

20

25

30

225

bunlarin varyasyonlan kullanilarak da taranabilir. Ayrnica asadida detayh olarak
tartisildigi gibi bir hucrenin bir veya daha fazla veya tum polipeptitleri bir protein dizisi

kullanilarak olculebilir.

Endustriyel, Eneriji, ilac, Tibbi, Gida isleme ve Diger Uygulamalar

Bulusun polipeptitleri herhangi bir endustriyel, tarimsal, gida ve yem ve gida ve yem
takviyesi isleme, farmasotik, tibbi, arastirma (laboratuar) veya baska bir islemde
kullanilabilir. Bulusun enzimlerini kullanan endustrivel prosesler, ornegin gida
hazirlama yontemlerinde, ornedin farmasotik veya besin (diyet) takviyesi
endustrisinde, enerji endustrisinde (ornegin "temiz" biyoyakitlarin yapilmasi icin) ve
ornedin yem urunleri ile gida ve yem katki maddelerini yapmak icin yontemlerde gida
ve yem endustrilerinde mevcuttur. Tip endustrisinde bulusun enzimlerini kullanan
islemler, oredin farmasotikler veya diyet yardimcilan veya takviyeleri veya gida
takviyeleri ve katki maddelerinin yapilmasi ig¢indir. EK olarak bulusun enzimleri
biyoyakit uretiminde, drnegin biyoetanol, biyometanol, biyobutanol veya biyopropanol
gibi bir biyoalkol dahil olmak uzere, "temiz" bir yakit uretimini igeren biyoyakit
uretiminde kullanihr.

Bulusun ksilanaz enzimleri, yuksek derecede secgici katalizorler olabilir. Bunlar,
geleneksel sentetik kimyada benzeri olmayan mukemmel stereo, regio ve kemo-
seciciliklerle reaksiyonlarn katalize edebilirler. Dahasi enzimler dikkate deder dlgcude
gok yonludur. Bulusun ksilanaz enzimleri, organik gozuculer icinde islev gdrmek tzere
uyarlanabilir, agiri pH'larda (6rnegin yuksek pH'lar ve dusuk pH'lar) asin sicakliklarda
(ornegdin yuksek sicakliklar ve dusuk sicakliklar), agir tuzluluk seviyelerinde (6rnegin
yuksek tuzluluk ve dusuk tuzluluk) calisabilir ve dogal, fizyolojik substratlar ile yapisal

olarak iligkili olmayan bilesiklerle reaksiyonlar katalize eder.
Ahsap, kagit ve kagit hamuru

Bulusun ksilanazlar herhangi bir ahsap, ahsap urun, odun atig1 veya yan urun, kagit,
kadit urunt, kadit veya odun hamuru, Kraft hamuru veya ahsap veya kadit geri
donusum islemi veya endustriyel proseste, érnedin herbangi bir odun, odun hamuru,
kagit atigy, kagit veya kagit hamuru igleme veya ahsap veya kagit kesme prosesinde
kullanilabilir. Bulusun ksilanazlan kagit hamurunu ya da geri donusturulmus kagidi
veya kagit hamurunu ve benzerlerini islemek / on igleme tabi tutmak igin kullanilir.
Bulugsun enzimi(leri) kagit hamurunun ya da donusturulmus kagidin veya kagit
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kuspesinin ve benzerlerinin iglenmesinde / on isleme tabi tutulmasinda kullanimlar
yoluyla kagidin "parlakhigini” arttirmak icin kullanilir. Kagit derecesi arttikgca parlakhk
artar; kagit parlakhgi, optik tarama ekipmaninin tarama yetenegini etkileyebilir bu
nedenle bulugsun enzimleri, drnegin murekkep puskurtmeli, lazer ve fotograf baski
kalitesinde kagit dahil olmak Uzere optik tarama ekipmaninda kullanim icin yuksek
dereceli, "parlak™ kagit yapmak icin kullanilabilir.

Ornegin bulusun enzimleri teknikte bilinen ksilanazlarn kullanan herhangi bir
endustrivel proseste, ornedin USPN 6,767,728 veya 6,426,200'de agiklandid) gibi atik
kagidin iglenmesi; ormnedin USPN 6,623,953'te agiklandid1 gibi ornegin gida
endustrisindeki uygulamalar igin odunun kurutulmasinda; USPN 6,512,110'da
aciklandigr gibi kagit dereceli bir sert aga¢c hamurundan ksiloz uretimi igin; fibroz
lignoselulozik ham maddenin, drnedin USPN 6,287,708'de acgiklandidi gibi bir sulu
ortamda bir ksilanaz ile islenmesi; ormegin USPN 6,254,722'de acgiklandigi gibi
selulozik elyaftan hamurun gézundurulmesi; USPN 6,241,849 |, 5,834,301 veya
5,582,681'de aciklandigi gibi basili bir kagittan murekkep ve rengin giderilmesi veya
odun hamurundan rengin ¢ikariimasi; USPN 5,645,686 veya 5,618,386'da agciklandidi
gibi bir ksilanaz kullanilarak bir kimyasal kagit hamuru veya lignoseluloz hamurunun
agartiilmasi; USPN 5,591,304'de aciklandi§i gibi tam olarak yikanmamis kutukleri
iceren odun hamurunun islenmesi igin; ornegin USPN 5,503,709'da aciklandi§i gibi
atik lignoselulozik bir malzemenin saflastiriimasi igin; ornedin USPN 5,110,412'de
aciklandidi gibi, geri donusturulmus seluloz elyafindan kagit veya karton uretmek igin;
USPN 5,103,883'te aciklandidi gibi kutuklerin soyulmasi igin; ornegin USPN
5,068,009'da ve benzerlerinde tarif edildigi gibi gelistiriimis parcalama ozelliklerine
sahip olan havli hamurunun uretiimesi igin kullanilabilir. Bulugun ksilanazlari, 6rnegdin
selulozik malzemeyi, 6rnegdin odun, pamuk, kenevir, keten veya keten liflerini islemek

veya muamele etmek igin kullanilabilir.

Bulusun ksilanazi hem klorin dioksit (6rnedin asadidaki Ornek 6'yva bakiniz) gibi bir
kimyasal agartma maddesi ihtiyacinin azaltiimasinda, hem de yuksek alkali ve yuksek
sicakliktaki ortamlarda uygulanabilir. Codu lignin, hamur hazirlama isleminin pigirme
asamasinda gozunur. Artik lignin, beyazlatma isleminde hamurdan cikarilir. Hamurun
ksilanaz agartmasi (ornegin bulusun bir enzimi kullanilarak), hemiselulozun ana
bilegeni olan ksilanin kismi hidrolizine dayanir. Enzimatik etki (ornegin bulugun bir

enziminin) hemiseluloza bagh lignini agiga g¢ikarir ve sonraki agartma isleminde,
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ornegdin klor ve oksijen kimyasallan kullanilarak ligninin 6zutlenmesini arttirir. Bulusun
ksilanazlan, hamurun nihai parlakhdini sabit bir ajartma kimyasallan seviyesinde
arttirmak icin kullanilabilir. Bulusun ksilanazlari, hamurun kappa sayisini azaltmak icin

kullanilabilir.

Bulusun bir ksilanazi kullamlarak yapilan odun, odun hamuru, kagit, kagit hamuru,
kagit atig1 veya ahsap veya kagit geri donusum muamele igslemlerinde (yontemieri)
muamele suresi (ksilanazin kadit hamuru, kagit, odun vb. ile temas etti§i surenin
uzunlugu) ve / veya alikonma suresi vaklasik 1 dakika ila 12 saat arasinda veya
yaklasik 5 dakika ila 1 saat arasinda veya yaklasik 15 ila 30 dakika arasinda olabilir
veya muamele ve / veya alikonma suresi yaklasik 0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12 saat veya daha uzun bir sure olabilir.

Bulusun ksilanazi bir yonuyle kraft hamurunun % 0,5'den daha az hamur verim kaybi
ile klorin dioksit gereksiniminde % 25'ten daha fazla bir azalmayi etkileyebilen bir
termostabil alkalin endoksilanaz olabilir. Sinir parametreleri agirhkga % 0,001'den
daha az bir enzim yuklemesinde pH 10, 65- 85 T ve 60 dakikadan daha az bir
muamele suresi olabilir; alternatif yonlerde muamele ve / veya tutulma suresi yaklasik
0,1,0,25,0,5,0,75,1,1,5,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11 veya 12 saatten daha azdir.

Bir ksilanaz havuzu, ornegin pH 10 ve 60 T'de boya etiketli ksilanin hidroli ze edilmesi
icin test edilebilir. Bu kosullar altinda pozitif olan enzimler daha sonra drnegin pH 10
ve 70 C'de de Jerlendirilebilir. Alternatif olarak enzimler 70 T'de pH 8 ve pH 10'da
test edilebilir. Kagit hamuru ve kagit endustrisinde istenen ksilanazlarin kegfinde
yuksek sicaklik veya yuksek alkali ortamlarda kutuphaneler hedeflenmigstir. Spesifik
olarak bu kutuphaneler alkali pH'da ve yaklasik 45 T'lik bir sicakhkta ¢ali san enzimler
igin taranmistir. Bulusun ksilanazlari lignini serbest birakmak igin lignin- hemiseluloz

baginin bozulmasiyla kagit hamuru ve kagit endustrisinde yararlidir.

Bulusun enzimleri USPN 6,767,728 veya 6,426,200; Neo (1986) J. Wood Chem. Tech.
6(2):147:de aciklandidi gibi gazete gibi basili atik kagidin murekkebinin giderilmesi icin
veya ornedin kserografik ve lazer baskili kagit gibi basili atik kagidin ve temash ve
temassiz baskili atik kagidin murekkebinin giderilmesi icin de kullanilabilir. Bulusun
enzimleri hamurun icinde bulunan ksilanin bir sivi faza ekstrakte edilmesiyle kagit
dereceli kereste hamurundan elde edilen ksilozun Uretiimesi icin islemlerde
kullanilabilir, elde edilen sivi fazda bulunan ksilan ksilanin ksiloza hidrolize edilmesi
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igin yeterli olan kosullara maruz birakilir ve ksiloz geri kazanilir, burada ekstraksiyon
basamagi, ornedin USPN 6,512,110'da aciklandigi gibi bir ksilanaz enziminin sulu bir
suspansiyonu veya bir alkali- ¢ozunur materyalin en az bir iglemini icerir. Bulusun
enzimleri ornegin 6,254,722'de aciklandidi gibi sert odun elyafindan yapilmig geri
donusturulmis kadit urunleri, sert adac elyafi ve yumusak agac elyafi, atik kagidr,
ornedin baskisiz zarflar, murekkepsiz zarflar, baskisiz kadittan elde edilen geri
donusturulmis kagit Urunleri gibi selulozik elyaflardan hamurun cozulmesi islemlerinde
kullanilabilir.

Bulusun ksilanazlan ayrica herhangi bir odun, agag¢ urunu, kagit, kagit urunt, kagit
veya odun hamuru, Kraft hamuru veya ahsap veya kagit geri donusum muamelesi
veya endustriyel islemlerde, ornedin herhangi bir odun, odun hamuru, kagit atigi,
antimikrobiyal veya mikrobik bir kovucu olarak kagit veya kagit hamuru veya ahsap
veya kagit kesme isleminde kullanilabilir. Alternatif olarak bulusun ksilanlari bir odun,
adag urunu, kagit, kagit urunu, kagit veya odun hamuru, Kraft hamuru veya geri
donusturulmus kagit bilesiminin bir parcasi ve / veya bir veya daha fazla odun, adag
urunu, kagit, kagit urunu, kagit veya odun hamuru, Kraft hamuru veya geri
donusturulmus kagit bilesimleri iceren bir bilesimin pargaci olabilir, burada bulustaki
ksilanazlar bilesimde bir antimikrobiyal veya mikrobiyal bir itici madde olarak iglev
gorur.

Elyaf ve tekstil GrUnleri

Elyaflan ve kumasglan islemek icin yontemler, bulusun bir veya daha fazla ksilanazini
kullanabilir. Ksilanazlar teknikte iyi bilinen herhangi bir elyaf veya kumas isleme
yonteminde kullanilabilir, bkz. , or. US Patent No. 6,261,828; 6,077,316; 6,024,766;
6,021,536,; 6,017,751; 5,980,581; US Patent Yayim1 No. 20020142438 Al . Ornegin
bulusun ksilanazlar elyaf ve / veya kumasta hasil sokmede kullanilabilir. Bir kumasin
hissi ve gorunumu, kumasin bir ksilanaz ile bir ¢ozelti icinde temas ettirilmesini igceren
bir yontemle gelistirilebilir. Kumas basing altinda ¢cozelti ile muamele edilebilir. Ornegin

bulusun ksilanazlan lekelerin ¢cikariimasinda kullanilabilir.

Bulusun ksilanazlan elyaflar (ornegin pamuk, kenevir veya keten elyaflarn), dikilmis ve
islenmemis kumaslar, or. pamuk, pamuk karisimlari veya dogal ya da sentetik
selulozikler (ornegdin odun hamuru gibi ksilan iceren seluloz liflerinden kaynaklanan) ya

da bunlarin harmanlarnndan yapilan érguler, dokumalar, denimler, iplikler ve havlular
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dahil olmak uzere selulozik herhangi bir materyali islemek icin kullanilabilir.
Kangimlann ornekleri yun veya sentetik elyaflar (ornegin poliamid elyaflar, akrilik
elyaflar, polyester elyaflar, polivinil alkol elyaflan, polivinil klorur elyaflari, poliviniliden
klorur elyaflar, poliuretan elyaflar, poliure elyaflar, aramid elyaflari) ve seluloz iceren
elyaflar (érnegin suni ipek / viskoz, rami, kenevir, keten / keten, jut, seluloz asetat
elyaflan, liyosel) gibi bir veya daha fazla yardimci malzeme ile pamuk veya suni ipek /

viskoz karisimlarndir.

Bulusun ksilanazlannin kullanildi§i tekstil muamelesi iglemleri, ornedin ovma ve
agartma gibi diger tekstil islemleriyle birlikte kullanilabilir. Temizleme selulozik olmayan
malzemenin pamuk elyafi, dornegin Kutikul (gogunlukla balmumlari icerir) ve birincil
hiicre ceperinden (esas olarak pektin, protein ve ksiloglukandan olugsan) ¢ikarilmasidir.
Yuksek bir 1slanabilirlik elde etmek icin uygun bir balmumu gikarma gereklidir. Bu
boyama icin gereklidir. Primer hucre duvarlarinin bu gibi islemlerle g¢ikarilmasi,
balmumunu giderir ve daha duzgun bir boyama saglar. Tekstillerin bu gibi igslemlerle
islenmesi, agartma islemindeki beyazhgd arttirabilir. Temizleme isleminde kullanilan
ana kimyasal, yuksek konsantrasyonlarda ve yuksek sicakliklarda sodyum hidroksittir.
Agartma tekstilin oksitlenmesini icerir. Agartma tipik olarak tamamen agartiimis
(beyaz) bir kumas elde etmek veya boyanin temiz bir golgesini saglamak icin oksitleyici

ajan olarak hidrojen peroksidin kullanilmasini icerir.

Bulug ayrica alkali ksilanazlar (alkali kosullar altinda aktif ksilanazlar) saglar. Bunlar
tekstil islemede genis ¢caph uygulamalara, bitkisel elyaflarin (or. bitki bast elyaflari)
gamlarinin giderilmesine, pektik atiksularin arttilmasina, kagit yapimina ve kahve ve
gay fermentasyonlarina sahiptir. Bakiniz érnegin Hoondal (2002} Applied Microbiology
and Biotechnology 59:409- 418.

Bulusun ksilanazlan ayrica antimikrobiyal veya mikrobik bir kovucu olarak herhangi bir
lif ve / veya kumas muamelesi isleminde kullanilabilir. Alternatif olarak bulusun
ksilanazlari bulusun ksilanazlar elyaf ve / veya kumasta bir antimikrobiyal veya
mikrobiyal itici olarak hareket eden bir elyaf ve / veya kumas bilesiminin bir pargasi

olabilir.
Deterjan, Dezenfektan ve Temizlik Maddeleri

Deterjan, dezenfektan veya temizleyici (temizleme veya temizleme) bilesimleri,

bulugun bir veya daha fazla polipeptitini (or. ksilanaz) icerehilir. Deterjan, dezenfektan
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veya temizleyici bilesimleri yapma ve kullanma yontemleri, ornedin US Patent No.
6,413,928, 6,399,561; 6,365,561; 6,380,147 belgelerinde gorulur. Deterjan,
dezenfektan veya temizleyici bilesimler bir ve iki kisimli sulu bilesim, bir sulu olmayan
sivi bilesim, bir ddkme kati, bir granullu form, bir tanecikli form, bir sikistinlmis tablet,
bir jel ve / veya bir macun ve bir bulamag formu olabilir. Bulusun ksilanazlari ayrica bir
kati veya sivi halde bir deterjan, dezenfektan veya temizleyici katki maddesi Urunu
olarak kullanilabilir. Bu gibi ilave uUrunler, geleneksel deterjan bilesimlerinin
performansint desteklemeyi veya arttirmay) amaglar ve temizleme isleminin herhangi

bir asamasinda eklenebilir.

Gergek aktif enzim igeridi bir deterjan, dezenfektan veya temizleyici bilesimin uretim
yontemine baghidir ve deterjan ¢ozeltisinin istenen enzimatik aktiviteye sahip oldugu
varsayilarak kritik degildir. Nihai gozeltide bulunan ksilanaz miktan deterjan bilegiminin
grami basina yaklasik 0,001 mg ila 0,5 mg arasinda degisir. Bu bulusun igleminde ve
urunlerinde kullanilmak Uzere segilen belirli enzim fiziksel urun formu, kullamm pH",
kullanim sicakligl ve bozunacak veya degistirilecek kir tipleri dahil olmak Uzere nihai
kullanim kosullarina baghdir. Enzim herhangi bir kullanim kosulu takimi igin optimum
aktivite ve stabilite saglamak igin segilebilir. Bu bulugun ksilanazlar yaklagik 4 ila
yaklasik 12 arasinda degisen pH'da ve yaklasik 20 T ila yaklasik 95 T sicaklik
arahdinda aktif olabilir. Deterjanlar katyonik, yar polar noniyonik veya cift kutuplu

yluzey aktif maddeler veya bunlarin karigimlari olabilir.

Bulusun ksilanazlar agirhkga yaklagik % 4,0 ila yaklagik % 5 (tercih edilen sekliyle %
0,1 ila % 0,5) seviyelerinde 4,0 ila 12,0 arasinda pH'a sahip olan toz ve sivi
deterjanlara, dezenfektanlara veya temizleyicilere formule edilebilir. Bu deterjan,
dezenfektan ya da temizleyici bilesimler ksilanazlar, selulazlar, lipazlar, esterazlar,
proteazlar ya da endoglikozidazlar, endo- beta- 1,4- glukanazlar, beta- glukanazlar,
endo- beta- 1,3(4) - glukanazlar, kutinazlar, peroksidazlar, katalazlar, lakkazlar,
amilazlar, glukoamilazlar, pektinazlar, reduktazlar, oksidazlar, fenoloksidazlar,
ligninazlar, pullulanazlar, arabinanazlar, hemiselulazlar, mannanazlar,
ksiloglukanazlar, ksilanazlar, pektin asetil esterazlar, ramnogalakturonan asetil
esterazlar, poligalakturonazlar, ramnogalakturonazlar, galaktanazlar, pektin liyazlar,
pektin metilesterazlar, selobiyohidrolazlar ve / veya transglutaminazlar gibi diger
enzimleri de igerebilir. Bu deterjan, dezenfektan veya temizleyici bilesimleri ayrica
boyalar, renklendiriciler, koku gidericiler, agarticilar, tamponlar, yapilandiricilar, enzim
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"guglendirici maddeler” (bakiniz, ornedin U. S. Patent Bagvuru No. 20030096394 ) ve
stabilizanlar igerebilir.

Bulusun ksilanazlarinin geleneksel temizleme bilesimlerine eklenmesi, herhangi bir
ozel kullanim sinirlamasi olusturmaz. Bagka bir deyisle deterjan icin uygun olan
herhangi bir sicaklik ve pH, istenen kullanimda enzimin bu pH ve / veya sicaklikta aktif
oldugu veya buna tolerans gosterdigi surece uygundur. Ek olarak bulusun ksilanazlari,
deterjan icermeyen bir temizleme bilesiminde, yine tek bagina veya yapilandiricilar ve

stabilizanlar ile kombinasyon halinde kullanilabilir.

Bu tur deterjan bilesimlerini iceren temizlik bilesimleri, sert yuzeylerin temizlenmesi
icin, kumaslarin temizlenmesi, bulasik yikama bilesimleri, agiz temizleme bilesimleri,
protez temizleme bilesimleri ve kontakt lens temizleme solusyonlan igcin deterjan

bilegimleri olarak uygundur.

Bulusun bir ksilanazi bir deterjan, dezenfektan veya temizleyici katki maddesi olarak
dahil edilebilir. Bulusun deterjan, dezenfektan veya temizleyici bilesimi, ornegin
bulusun bir polipeptitini iceren bir el veya makine ¢camasir deterjani, dezenfektan veya
temizleyici bilesim olarak formule edilebilir. Lekeli kumaslarin on- muamelesi icin
uygun bir camasir katkisi, bulugun bir polipeptitini icerebilir. Bir yumusatici bilesim
bulusun bir ksilanazini icerebilir. Alternatif olarak bulusun bir ksilanazi, genel ev sert
yuzey temizleme iglemlerinde kullaniimak Uzere bir deterjan, dezenfektan veya
temizleyici bilesim olarak formule edilebilir. Alternatif yonlerde bulusun deterjan,
dezenfektan veya temizleyici katki maddeleri ve deterjan, dezenfektan veya temizleyici
bilesimleri bir ksilanaz, bir lipaz, bir proteaz, bir kutinaz, bir esteraz, bir bagka ksilanaz,
bir karbohidraz, bir selulaz, bir pektinaz, bir mananaz, bir arabinaz, bir galaktanaz, bir
ksilanaz, bir oksidaz, ornegin bir laktaz ve / veya bir peroksidaz (ayrica bakiniz,
yukarida) gibi bir veya daha fazla baska enzim igerebilir. Bulusun enzimlerinin
ozellikleri secilen deterjanla (yani pH- optimum, diger enzimatik ve enzimatik olmayan
bilesenler ile uyumluluk vb. ) uyumlu olacak sekilde secilir ve enzim(ler) etkili
miktarlarda bulunur. Bir yonde bulusun ksilanaz enzimleri, kumaslardan kotu kokulu
materyalleri ¢ikarmak icin kullarilir. Bulusu uygulamada kullanilabilen gesitli deterjan
bilesimleri ve bunlar yapmak icin yontemler, 6rnegin U. S. Patent No. 6,333,301;
6,329,333, 6,326,341; 6,297,038, 6,309,871, 6,204,232; 6,197,070; 5,856,164
belgelerinde agiklanmaktadir.
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Bir camagir makinesi yilkama yonteminde kullanim igin uygun bilesimler olarak formule
edildidinde, bulusun ksilanazlan hem bir yuzey aktif madde hem de bir yapilandirici
bilesigi icerebilir. Ek olarak bir veya daha fazla deterjan bileseni, érnegin organik
polimerik bilesikler, agartma maddeleri, ek enzimler, kopuk baskilayicilar, dagiticilar,
kirec sabunu dispersanlan, kir suspansiyonu ve yeniden birikmeyi onleyici ajanlar ve
korozyon inhibitorlerini icerebilir. Camasir bilesimleri ayrica ilave deterjan bilesenleri
olarak yumusatici maddeler de icerebilir. Karbohidraz iceren bu tur bilesimler camasir
deterjani bilesimleri olarak formule edildijinde kumas temizlidi, leke gikarma, beyazlik
bakimi, yumusatma, renk gorunumu, boya transferi engelleme ve sanitizasyon

saglayabilir.

Camasir deterjani, dezenfektan veya temizleyici bilesimlerinin yogdunlugu bilesimin
yaklagik 200 ila 1500 g / litresi veya yaklasik 400 ila 1200 g/ litresi veya yaklasik 500
ila 950 g / litresi veya 600 ila 800 g/ litresi arasinda degisebilir, bu yaklasik 20 T'de
olgulebilir.

Bir yonde camasir deterjani, dezenfektan veya temizleyici bilesimlerin "kompakt" formu
en ivi sekilde yogunluga ve bilesime gore inorganik dolgu tuzu miktari ile yansitilir.
inorganik dolgu tuzlar toz halindeki deterjan bilesimlerinin geleneksel bilesenleridir.
Geleneksel deterjan bilesimlerinde dolgu tuzlar toplam bilesimin agirligina gore tipik
olarak % 17 ila % 35 oraninda dnemli miktarlarda bulunur. Dolgu tuzu toplam bilegimin
% 15'ini agmayan veya % 10'u agmayan veya bilegimin adirhdmin % 5'ini gegcmeyen
miktarlarda mevcut olabilir. inorganik dolgu tuzlar sulfat ve klorurlerin alkali ve alkali

toprak metal tuzlar, 6rnegin sodyum sulfattan segilebilir.

Sivi deterjan bilesimleri ayrica "konsantre formda" da olabilir. Siwvi deterjan,
dezenfektan veya temizleyici bilesimler geleneksel sivi deterjanlara, dezenfektanlara
veya temizleyicilere kiyasla daha az miktarda su icerebilir. Veya konsantre sivi
deterjanin su icerigi deterjan, dezenfektan veya temizleyici bilesimin agirhgina gore %
40'tan az veya % 30'dan az veya % 20'den azdir. Bulusun deterjan, dezenfektan veya
temizleyici bilesikleri WO 97 / 01629'da tarif edilen formulasyonlari icerebilir.

Bulusun ksilanazlan cesitli deterjan, temizlik, dezenfektan veya temizleyici bilesimlerin
formule edilmesinde yararli olabilir. Bilinen birgok bilesik noniyonik, anyonik, katyonik
veya cift kutuplu deterjanlari iceren uygun yuzey aktif maddelerdir, drnegin U. S. Patent
Nos. 4,404,128; 4,261,868; 5,204,015de tarif edildidi gibi kullanilabilirler. Ek olarak
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ksilanazlar, ornegin bar veya sivi sabun uygulamalarinda, bulasik bakim
formulasyonlarinda, kontakt lens temizleme solusyonlarinda veya urunlerinde, peptit
hidrolizinde, atik artiminda, tekstil uygulamalarinda, protein uUretiminde fuzyon-
boélunme enzimleri olarak ve benzerlerinde kullanilabilir. Ksilanazlar bagka bir deterjan
ksilanazi ile karsilastinldiginda bir deterjan bilesiminde arttinlmis bir performans
saglayabilir, yani enzim grubu standart bir yikama dongusunden sonra olagan
dederlendirmeyle belirlenen, cim veya kan gibi belirli enzim duyarh lekelerin
temizlenmesini arttirabilir. Ksilanazlar agirhkga yaklagik % 0,01 ila yaklasik % 5
(ornegin yaklasik % 0,1 ila % 0,5) seviyelerinde, 6,5 ve 12,0 arasinda pH'a sahip
bilinen toz haline getiriimis ve sivi deterjanlara formule edilebilir. Bu deterjan temizleme
bilesimleri bilinen ksilanazlar, ksilanazlar, proteazlar, amilazlar, selulazlar,
mannanazlar, lipazlar veya endoglikozidazlar, katalazlar ve lakkazlar gibi redoks
enzimleri, ayrica yapilandinicilar, stabilizanlar, kokular ve pigmentler gibi baska

enzimleri de igerebilir.

Ksilanaz aktivitesine sahip deterjan, dezenfektan veya temizleyici bilesimler meyve,
sebze ve / veya camur ve kil bilesikleri ile kullarum icin bulusun bir ksilanazini icerebilir
(bakinz, ornegin US Pat. No. 5,786,316).

Bulusun bir baska yonunde bulusun ksilanazlari herhangi bir deterjan, dezenfektan
veya temizleyici (temizleme solusyonu) imalat isleminde de kullanilabilir ki burada
ksilanaz bir antimikrobiyal veya mikrobiyal bir itici olarak kullanilir. Alternatif olarak
bulusun ksilanazlar, ksilanazin bir antimikrobiyal veya mikrobiyal itici olarak
kullanildig1 herhangi bir temizleme veya yikama isleminde kullanilabilir. Bulusun
ksilanazi herhangi bir deterjan veya temizleyici bilesime dahil edilebilir ki burada

bulusun ksilanazlari bilesimde bir antimikrobiyal veya mikrobiyal itici olarak iglev gorur.
Gidalarin muameleden gegmesi ve gida isleme

Bulusun ksilanazlar gida igsleme endustrisinde ¢ok sayida uygulamaya sahiptir.
Ornegdin bulusun ksilanazlari yad bakimindan zengin bitkisel materyalden, ornegdin yag
bakimindan zengin tohumlardan yagin ornegdin soya fasulyesinden soya fasulyesi yagu,
zeytinlerden zeytinyagl, kolza tohumundan kolza tohumu yagi ve / veya aycicedi

pekirdeginden aycicek yaginin ekstraksiyonunun iyilestiriimesi icin kullanilir.

Bulusun ksilanazlan bitki hucre materyallerinin bilesenlerinin  ayrilmasi igin

kullanilabilir. Ornegin bulusun ksilanazlan ksilan bakimindan zengin materyalin
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(ornegdin bitki hucreleri) bilesenlere ayrilmasinda kullanilabilir. Bir yonuyle bulusun
ksilanazlan ksilan bakimindan zengin veya yag bakimindan zengin mahsulleri degerli
protein ve yag ve govde fraksiyonlarina ayirmak igin kullanilabilir. Ayirma islemi

teknikte bilinen yontemler kullanilarak gerceklestirilebilir.

Bulusun ksilanazlar verimi artirmak icin meyve veya sebze sular, suruplari, ekstreleri
ve benzerlerinin hazirlanmasinda kullanilabilir. Bulusun ksilanazlari ¢esitli bitki hucresi
duvar turevli materyallerin veya atik malzemelerin, ornegin misir gevredi, tahil, sarap
veya meyve suyu Uretiminin veya tanimsal kalintilarin, ornegdin sebze kabuklari, fasulye
kabuklar, seker pancan kuspesi, zeytin kuspesi, patates kuspesi ve benzerleri gibi
tanmsal kalintilarin enzimatik olarak muamele edilmesinde {(ornegin ksilan igceren bitki
materyallerinin hidrolizi) kullamlabilir. Bulusun ksilanazlari iglenmis meyve veya
sebzelerin kivamini ve gorunumiinii degistirmek icin kullanilabilir. Bulugun ksilanazlari,
bitki materyallerinin islenmesini kolaylastirmak icin bitki materyallerini islemek, bitki
bilesenlerinin saflastirimasini veya ekstraksiyonunu kolaylagtirmak igin kullanilabilir.
Bulusun ksilanazlar besleme dederini artirmak, su baglama kapasitesini azaltmak,
atik su bitkilerinde parcalanabilirligi gelistirmek ve / veya bitki materyalinin ensilaja
donugumunu gelistirmek ve benzerleri icin kullanilabilir.

Bulusun ksilanazlan arabinoksilanlar gibi ksilanlari hidrolize etmek icin ornegin
kurabiye ve kraker gibi pisirme uygulamalarinda kullanilabilir. Bulusun ksilanazlari
makinede islenmesi zor olmayan yapiskan olmayan hamurlar olugturmak igin ve
biskuvi boyutunu azaltmak icin kullanilabilir. Bulugun ksilanazlari firinlanmig urinun
gevreklik kaybina ve raf dmrunun azalmasina neden olan hizl yeniden hidrasyonunu
engellemek icin arabinoksilanlari hidrolize etmek i¢in kullanilabilir. Bulusun ksilanazlan
hamur islemede katki maddesi olarak kullanilir. Bulusun ksilanazlari hamur
kosullandirmada kullanmlir ki burada ksilanazlar yaklasik 25- 35 Tllik bir sicakhk
araliginda ve notrale yakin pHta (7,0 - 7,5) yuksek akliviteye sahiptir. Hamur
kosullandirma enzimleri asin pisirme sicakliklarinda (> 500 ° F) inaktive edilebilir.
Bulusun enzimleri, ornegdin U. S. Patent Basvuru No. 20050281916'da oldudu gibi
herhangi bir hamur isleme protokoluyle birlikte kullanilabilir.

Bulusun ksilanazlarn hamurun pH'si ve sicaklik kosullan altinda hamur iglemeyi optimal
olarak gergeklestirmek igin katki maddesi olarak kullanihr. Bulugun bir enzimi hamurun
yumusatiimasi icin kullanilabilir. Bulusun bir ksilanazi 25- 35 Tl'lik bir sicaklik
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arahginda ve yaklasik notr pH'ta (7,0 - 7,5) yuksek aktiviteye sahiptir. Enzim firinin
asin sicakhiklarinda ornegin 500 F'da etkisiz hale getirilebilir.

Bulusun ksilanazlari, ksilanazin antimikrobiyal veya mikrobiyal bir kovucu olarak
kullanildig1 herhangi bir yiyecek veya icecek muamelesinde veya yiyecek veya icecek
isleminde de kullanilabilir. Bulusun ksilanazi herhangi bir gida veya icecek bilesimine
dahil edilebilir ki burada bulusun ksilanazlari bilesimde bir antimikrobiyal veya

mikrobiyal itici olarak iglev gorur.
Hayvan yemleri ve gida veya yem veya gida katki maddeleri (takviyeler)

Hayvan yemlerinin ve gidalarin ve gida veya yem katki maddelerinin (takviyelerin)
muamele edilmesine yonelik usuller, bulusun ksilanazlarini, memelileri (6r. insanlan),
kuslarn, bahklarn ve benzerlerini iceren hayvanlan kullanir. Bulusun ksilanazlarinin
kullaniimasiyla hayvan yemleri, gidalar ve katki maddelerinin muamele edilmesi,
hayvan yemi veya katki maddesinde (ek maddeler), 6rnegin nisasta, protein ve benzeri
gibi besin maddelerinin mevcudiyetinde yardimci olabilir. Sindirilmesi zor proteinlerin
parcalanmasi ya da dolayh ya da dogrudan nisastanin (ya da diger besinler) ortaya
cikariimasiyla (unmasking), ksilanaz besinleri diger endojen veya eksojen enzimler icin
daha erisilebilir hale getirir. Ksilanaz ayrica kolayca sindirilebilir ve kolayca emilen

besin ve sekerlerin serbest kalmasina neden olabilir.

Hayvan yemine ilave edildiginde bulusun ksilanazlari, kismen hagirsak viskozitesinin
azalmasindan dolayi bitki hUicresi duvar malzemesinin in vivo yikimini gelistirir (bakiniz
ornegdin,Bedford vd. , Proceedings of the 1st Symposium on Enzymes in Animal
Nutrition, 1993, sayfa 73- 77), bu sayede hayvan tarafindan bitki besin maddelerinin
daha iyi bir sekilde kullanilmasi sagdlanir. Boylelikle bulusun ksilanazlarinin
beslenmesinde, hayvanin buyume hizi ve / veya besleme donusumu orani (yani

yutulan yemin agirlik kazancina gore agirhgi) gelistiriimektedir.

Hayvan yemi katki maddesi yem bilesenleri ile kolayca kanigtirilabilen granul bir enzim
urtnu olabilir. Alternatif olarak yem katki maddeleri bir on karisimin bir bilesenini
olusturabilir. Granullu enzim Urunlu kaplanabilir veya kaplanmamis olabilir. Enzim
granullerinin pargacik boyutu yem ve on- karistirma bilesenlerininkiyle uyumlu olabilir.
Bu, enzimleri yemlere dahil etmenin guvenli ve uygun hir yolunu saglar. Alternatif
olarak hayvan yemi katki maddesi stabilize bir sivi bilegsim olabilir. Bu, sulu veya yag
bazl bir bulamag olabilir. Bakiniz, ornegin U. S. Patent No. 6,245,546.
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Mevcut bulusun ksilanazlar hayvan yemi veya bir gida maddesinin modifikasyonunda,
gida veya yemleri in vitro olarak (yem veya gida bilesenlerini degistirerek) veya in vivo
olarak isleyebilir . Ksilanazlar yuksek miktarda ksilan iceren hayvan yemi veya gida
bilesimlerine eklenebilir, ornedin gevrekler, tahillar ve benzerlerinden gelen bitki
maddesi iceren gida veya yemler. Yeme veya gidaya eklendiginde ksilanaz, ksilan
iceren materyalin, ornegin bitki huicre duvarlannin in vive yikimini dnemli dlgude
gelistirir, boylece bitki besin maddelerinin hayvan tarafindan (érnegin insan) daha iyi
bir sekilde kullaniimasi sadlanir. Hayvanin buyume hizi ve / veya besleme donusumu
orani (yani yutulan yemin agirlik artisina gore agirhigi) gelistirilebilir. Ornegin kismen
ya da sindirilemeyen ksilan igeren bir protein, bulusun bir ksilanaziyla, 6rnegin peptitler
ve galaktoz ve / veya galaktooligomerlere ornegin beta- galaktosidaz gibi baska bir
enzimle kombinasyon halinde tamamen ya da kismen aynstinhr. Bu enzim sindirim
urunleri hayvan tarafindan daha sindirilebilir. Boylece bulusun ksilanazlari beslemenin
veya yiyecegin mevcut enerjisine katkida bulunabilir. Ayni zamanda ksilan igeren
proteinlerin bozunmasina katkida bulunarak, bulusun bir ksilanazi, karbonhidrat ve
karbonhidrat olmayan besin veya protein, yag ve mineraller gibi gida bilesenlerinin

sindirilebilirligini ve ahimini arttirabilir.

Bulusun ksilanazi enzimleri dogrudan gevrekler, tahillar, misir, soya fasulyesi, kolza
tohumu, lupin ve benzerleri gibi transgenik yem mahsullerinde (6rnegin transgenik
bitkiler, tohumlar ve benzerleri gibi) eksprese etmek suretiyle sadlanabilir. Yukarida
tartisildigr gibi bulug, bulusun bir polipeptitini kodlayan bir nukleik asit sekans iceren
transgenik bitkiler, bitki kisimlari ve bitki hucreleri saglar. Nukleik asit bulugun ksilanazi
geri kazanilabilir miktarlarda uretilecek sekilde ekprese edilebilir. Ksilanaz herhangi bir
bitki veya bitki parcasindan geri kazanilabilir. Alternatif olarak rekombinant polipeptiti
iceren bitki veya bitki kismi, drnedin besin degeri, lezzetlilik ve reolojik Ozellikleri
ivilestirmek veya antibesinsel bir faktoru yok etmek gibi bir gida veya yem kalitesini
iyilestirmek icin kullanilabilir.

Bir hayvan denek tarafindan tuketiimeden once yemden oligosakkaritlerin
cikanimasina yonelik usuller, bulusun bir ksilanazini  kullanabilir. Bu islemde
metabolize edilebilir enerji degerinin arttinldigi bir yem olusur. Bulusun ksilanazlarina
ek olarak galaktosidazlar, selulazlar ve bunlarin kombinasyonlar da kullanilabilir.
Enzim yem malzemesinin agirhikca yaklagik % 0,1 ila % 1'ine esit bir miktarda
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eklenebilir. Yem bir gevrek, bir bugday, bir tahil, bir soya fasulyesi (ornegin bir yer soya
fasulyesi} malzemesi olabilir. Bakiniz, érnegin U. S. Patent No. 6,399,123.

Ksilanaz, bulusun bir sekansinin en az otuz bitisik amino asidini iceren bir rekombinant
ksilanaz enzimini iceren bir besin takviyesinin hazirlanmasiyla ve hayvan tarafindan
yutulan gidada bulunan ksilanin kullanimini artirmak icin bu besin takviyesinin bir
hayvana uygulanmasiyla hayvanlarin diyetlerinde hir besin takviyesi olarak

kullanilabhilir.

Bir yenilebilir peletlenmis enzim iletim matrisi, bir besin takviyesi olarak kullanilabilir.
Enzim iletim matrisi, 6rnegin bir hayvanin sindirim sivisi gibi sulu ortamlarda bulusun
bir amino asit dizisine sahip olan bir ksilanaz enzimini veya bunun en az 30 bitisik
amino asitini serbest birakir. Enzim iletim matrisi rekombinant enzimi kolayca dagitan
yagi cikarilan tahil tohumu, saman, alfalfa, timoti, soya govdesi, aygicedi tohumu
Kuspesi, bugday unu ve benzerleri gibi bilesenlerden secilen granullu bir yenebilir
tasiyicidan hazirlanir, tagiyici burada bulunan rekombinant enzimi kolayca sulu ortam
icinde dagitir. Kullamimda, yenilebilir peletlenmis enzim iletim matrisi ksilanaz vermek
uzere bir hayvana uygulanir. Uygun tahil bazh substratlar bugday, misir, soya, sorgum,
alfalfa, arpa ve benzerleri gibi herhangi bir uygun yenebilir tahildan olusabilir veya
bunlardan turetilebilir. Ornek bir tahil bazli substrat, misir bazh bir substrattir. Substrat
tahilin herhangi bir uygun kismindan turetilebilir, ancak tercih edilen sekliyle 1slak veya
kuru ogutme isleminde elde edilen misir tohumu gibi hayvan yemi kullamm igin
onaylanmig bir tahil tohumudur. Tahil tohumu tercih edilen sekliyle, presleme veya
heksan veya diger ¢dzucu ekstraksiyonu yoluyla yadin ¢ikarildigi tahil tohumu olan
zayif tohumu icerir. Alternatif olarak tahil tohumu ekspeller ekstraksiyona tabi tutulur,

yani presleme ile yadi cikarilir.

Enzim iletim matrisi ayri ¢odul parcaciklar, peletler veya granuller formundadir.
“Granuller” terimi ile 0rnegin peletleme, ekstruzyon ya da matrisden suyun ¢ikariimasi
icin benzer kompaktlama iglemi gibi yollarla sikistinimis ya da kompakt hale getirilmis
pargaciklar ifade edilir. Pargcaciklarin bu sekilde sikistirimas) veya kompakt hale
getiriimesi parcaciklarin birbirine yapigsmasini da tesvik eder. Ornegin granuller, tahil
bazli substrati bir pelet degirmeninde pelet haline getirerek hazirlanabilir. Bu gekilde
hazirlanan peletler, hayvan beslemesinde bir yardimci madde olarak kullaniimak Uzere
uygun bir granul boyutuna ogutulur veya pargalanir. Matriksin kendisi hayvan yeminde
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kullaniimak uzere onaylandigindan, hayvan yemlerinde enzimlerin iletilmesi igin bir

seyreltici olarak kullanilabilir.

Enzim iletim matrisi yaklasik 4 ila yaklasik 400 mesh (USS) arasinda degisen, daha
tercih edilen sekliyle yaklasik 8 ila yaklasik 80 mesh ve en cok tercih edilen sekliyle
yaklasik 14 ila yaklasik 20 mesh arasinda dedisen bir granul boyutuna sahip granuller
formunda olabilir. Tahil tohumu ¢bdzucu ekstraksiyonu vyoluyla zayiflatilirsa,
peletleyicide misir yagi gibi bir kayganlastirici maddenin kullaniimasi gerekli olabilir
fakat bu tur bir kayganlastirici madde tohum ekspeller ekstraksiyona tabi tutulursa,
normalde gerekli dedildir. Matris, ornegin tahil bazh substratin bir kaliptan ekstruzyonu
ve ekstrudatin uygun bir granul buyuklugiune ogutulmesi gibi diger sikigstirma veya
kompakt hale getirme islemiyle hazirlanabilir.

Enzim iletim matrisi ayrica matris granullerinin yapigkanhdini arttirmak igin bir
birlestirici madde olarak bir polisakkarit bilegeni icerebilir. Yapistinci maddenin matris
granul icindeki tahil proteinleri arasindaki bag guglendiren ek hidroksil gruplan
sagladigina inanilmaktadir. Ayrica ek hidroksil gruplarinin proteinlerin nisasta ve diger
proteinlere hidrojen baglanmasini arttirarak islev goérduklerine inanilmaktadir.
Yapistirici ajan enzim iletim matrisinin granullerinin yapiskanhgini arttirmak igin uygun
herhangi bir miktarda mevcut olabilir. Uygun yapiskanlik ajanlari arasinda bir veya
daha fazla dekstrin, maltodekstrin, nisasta, 6rnedin misir nigastasi, unlar, selulozik
maddeler, hemiselulozik maddeler ve benzerleri bulunur. Ornedin matriste (enzimi
icermeyen) tahil tohumu ve yapiskan madde yuzdesi, % 78 misir tohumu unu ve
agirhkeca % 20 misir nisastasidir.

Enzim salgilama matrisi biyo- bozunur malzemelerden yapildigindan ve nem
icerdiginden matris 6rnedin kaliplama ile bozulmaya maruz kalabilir. Bu tur kalhplamayi
onlemek ya da engellemek icin matris, bir enzim salma matrisinin kaliplanmasini
engellemek icin yeterli bir miktarda mevcut olabilecek bir propiyonat tuzu gibi bir kalip
inhibitarunu icerebilir, boylece stabil bir formulasyonda sogutma gerektirmeyen bir

iletim matrisi saglar.

Enzim iletim matrisinde bulunan ksilanaz enzimi, tercih edilen sekliyle burada
anlatildigi gibi termostabil bir ksilanazdir, boylece peletlestiriimis enzim iletim matrisini
hazirlamak igin yuksek sicakhk ve / veya buharin kullanilabilecedi imalat sirasinda

ksilanazin inaktivasyonuna direnir. Bulugun enzim iletim matrisini iceren yemlerin
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sindirimi sirasinda, sulu sindirim sivilan aktif enzimin salinmasina neden olacaktir.
Termostabil olan diger tipte termostabil enzimler ve besin takviyeleri de herhangi bir

sulu kosul altinda salim icin dagitim matrisine dahil edilebilir.

Hayvan yemi takviyeleri ve enzimlerin mide rahatsizliklarinda ve benzerlerinde
salimini geciktirmek i¢in hayvan yemine bir tat veya besin takviyesi eklemek gibi bir
gok farkli amag igin enzim matris partikullerine bir kaplama uygulanabilir. Veya
kaplama, ornedin enzimin matris parcaciklarindan yavas salinmasinin veya enzimin
serbest birakilacadi kosullarin kontrol altina alinmasinin istendigi durumlarda,
fonksiyonel bir hedefe ulasmak icin uygulanabilir. Kaplama malzemesinin bilesimi,
duyarl oldugu bir madde (isi, asit veya baz, enzimler veya dijer kimyasallar gibi)
tarafindan segici olarak pargalanacak sekilde olabilir. Alternatif olarak bu tur bozulma
ajanlarina duyarli iki veya daha fazla kaplama, matris pargaciklarina ardisik olarak

uygulanabilir.

Bir enzim agiga c¢ikaran matrisin hazirlanmasina yonelik bir iglem, tahil bazh bir
substratin ayn ¢ogul partikullerini bir enzim- salimh matris olarak kullanim igin uygun
bir partikul boyutunda temin etmeyi icerir, burada parcaciklar bulusun bir amino asit
sekansi tarafindan kodlanan bir ksilanaz enzimini veya bunlarin en az 30 ardisik amino
asidini icerir. Tercih edilen sekliyle islem enzim salgilama matrisinin partikullerinin
granul haline getiriimesini veya sikistinlmasini icerir, bu da peletleme ile
gerceklestirilebilir. Kullamldidi zaman kalip inhibitdrl ve yapigskan madde, uygun
herhangi bir zamanda eklenebilir ve tahil bazli substratin peletlenmesinden once
istenen oranlarda tahil bazli substrat ile karigtinlabilir. Pelet degirmeni beslemesindeki
nem icerigi, bitmis urundeki nem iceridine gore yukarida belirtilen araliklarda olabilir ve
yaklasik % 14- 15 olabilir. Besleme stogunu bu nem igerigine getirmek igin ham
maddeye enzimin sulu bir preparasyonu seklinde nem ilave edilebilir. Pelet
degirmendeki sicaklik buharla yaklagik 82 T'ye getirilebilir. Pelet de girmeni peletlerin
saglanmasi igin besleme stoguna vyeterli calisma veren herhangi bir kosul altinda
calistirilabilir. Peletleme prosesi suyu enzim igeren bilesimden uzaklagtirmak icin

uygun maliyetli bir prosestir.

Pelet dedirmeni peletleri vermek Uzere 100 Ib / dak'da 82 T basingta 1/8 ing 2 ing
kalipla galistirilabilir ki bunlar daha sonra bir pelet degirmeni odutucusu icinde 8
meshlik elek icinden gecebilen ancak 20 mesh’lik bir elek Uzerinde tutulabilen bir
parcacik boyutuna sahip olan ayri ¢ok sayida pargacigi temin etmek uzere ufalanir.
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Bulugsun termostabil ksilanazlar, bu tur pelletlerde kullanilabilir. Yuksek optimum
sicakliklara ve yuksek 1s1 direncine sahip olabilirler, dyle ki simdiye kadar yapiimayan
bir sicaklikta bir enzim reaksiyonu elde edilebilir. Mevcut bulugsa gore olan ksilanazi
kodlayan gen (or. bulustaki sekanslarin herhangi birinde belirtildigi gibi), bulusun
ksilanazlarindan farkh ozelliklere (optimum pH, optimum sicakhk, i1s1 direnci,
gozuculere karsi stabilite, spesifik aktivite, substrat icin afinite, salgilama yetenegi,
translasyon orani, transkripsiyon kontrolu ve benzerleri) sahip olan ksilanazlarin
hazirlanmasinda (ornegdin burada tarif edilen GSSM kullanilarak) kullanilabilir. Ayrica
bulusun bir polinukleotidi, gelistiriimis veya modifiye edilmis termostabilite veya
termotolerans gibi istenen bir aktiviteye sahip olanlari belirlemek icin burada tarif edilen
yontemlerle hazirlanan varyant ksilanazlann taranmasi igin kullanilabilir. Ornegin US
Patenti No. 5,830,732, bir ksilanazin termotoleransini belirlemek igin hir tarama

analizini aciklar.

Bulusun ksilanazlari ayrica herhangi bir hayvan yemi, hayvansal gida veya yem katki
maddesi uretim isleminde kullanilabilir ki burada ksilanaz bir antimikrobiyal veya
mikrobiyal itici olarak kullanihr. Bulusun ksilanazi herhangi bir hayvan yemi, hayvansal
gida veya yem katki maddesi bilesimine dahil edilebilir, burada bulusun ksilanazlan

bilesimde bir antimikrobiyal veya mikrobiyal itici olarak hareket eder.
Atik anitma

Bulusun ksilanazlari, drnegin atik islemlerinde, cesitli bagka endustriyel uygulamalarda
kullanilabilir. Ornegdin bir kati atik sindirim prosesi, bulugsun ksilanazlarini kullanir.
Yontemler buyuk olcude iglenmemis kati atik kutlesinin ve hacminin azaltilmasini
icerebilir. Kati atik kontrollu bir sicaklikta enzimatik bir ¢cozelti (bulusa ait ksilanazlar
dahil) mevcudiyetinde bir enzimatik sindirim islemi ile muamele edilebilir. Bu, eklenen
mikroorganizmalardan kayda deger bakteri fermantasyonu olmaksizin bir reaksiyona
neden olur. Kati atik sivilastiriimis bir atik ve herhangi bir kalinti kati atiga donusturulur.
Elde edilen sivilastinimis atik bahsedilen herhangi bir artik katilasmig atiktan ayrilabilir.
Bakiniz, ornegin U. S. Patent No. 5,709,796.

Bulusun ksilanazlarn ayni zamanda herhangi bir atik muamele isleminde de
kullanilabilir ki burada ksilanaz antimikrobiyal veya mikrobiyal bir itici olarak kullanilir.
Bulugsun ksilanazi herhangi bir attk muamele bilegsimine dahil edilebilir ki burada
bulusun ksilanazlari bilesimde bir antimikrobiyal veya mikrobiyal itici olarak iglev gorur.
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Agiz bakim urunleri

Agiz bakim Orunu bulusun enzim karnigimlan veya "kokteylleri” dahil olmak uzere
bulusun ksilanazlarini igerebilir. Ornek oral bakim Urunleri arasinda dis macunlari, dis
kremleri, jeller veya dis tozlari, odontikler, gargaralar, fircalama oncesi veya

sonrasindaki durulama formulasyonlar, cigneme sakizlari, pastiller veya seker
bulunur. Bakiniz, érnegin U. S. Patent No. 6,264,925,

Bulusa ait enzim karigimlari veya “kokteylleri" de dahil olmak uzere bulusun
ksilanazlar herhangi bir agiz bakim uretim isleminde de kullanilabilir, buradaki ksilanaz
bir antimikrobiyal veya mikrobiyal itici olarak kullanilir. Bulusun enzim karigimlari veya
"kokteylleri" de dahil olmak tizere bulusun ksilanazi herhangi bir agiz bakim bilegimine
dahil edilebilir, burada bulusun ksilanazlan bilesimde bir antimikrobiyal veya mikrobiyal
bir itici madde olarak hareket eder.

Mayalama ve fermantasyon

Bira mayalama yontemleri (érnegin fermente etme) bulusun enzim karnigimlar veya
"kokteylleri" dahil olmak uzere bulusun ksilanazlarini igerebilir. Bir islemde nisasta
iceren hammaddeler pargalanir ve bir malt olusturmak uzere islenir. Bulusun bir
ksilanazi fermantasyon igleminin herhangi bir noktasinda kullanilir. Ornegin bulusun
ksilanazlar arpa maltinin islenmesinde kullanilabilir. Bira mayalama ana hammaddesi
arpa malttir. Bu Ug asamali bir sUreg olabilir. Birincisi arpa tahillari su igerigini arttirmak
icin ornedin % 40 civarina kadar suda birakilabilir. ikinci olarak enzim sentezi
gibberellinlerin kontrolu altinda uyarnldiginda tahil 3 ila 6 gun sureyle 15 ila 25 T'de
inkubasyon ile cimlenebilir. Bir yonde bulusun ksilanazlari islemin bu (veya herhangi
bir baska) asamasinda eklenir. Bulusun ksilanazlan, ornegin U.S. Patent No.
5,762,991; 5,536,650; 5,405,624, 5,021,246, 4,788,066'da tarif edildigi gibi herhangi
bir bira veya alkollu igecek Uretme isleminde kullanilabilir.

Bulusun bir enzimi filirelenebilirligi ve wort viskozitesini gelistirmek ve endosperm
bilesenlerinin tam bir hidrolizini elde etmek icin kullanilabilir. Bulusa ait bir enzimin
kullanilmasi ayni zamanda ekstrakt verimini de artiracaktir. Mayalama islemi, arpa
tohumu (maltlama) gimlenmesini ve ardindan maya tarafindan alkolik fermantasyon
igin  kullanilan basit sekerler elde etmek igin ekstraksiyon ve depolanmis

karbonhidratlarin pargalanmasini igerir. Arpa endosperminde ve mayalama yardimci
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maddelerinde mevcut olan karbonhidrat rezervlerinin verimli bir sekilde pargcalanmasi

birkag farkli enzimin aktivitesini gerektirir.

Bulusa ait bir enzim, 6rnegin 95 T'de inaktivasyon ile birlikte 40 Tila 70 T sicakhk
arahginda hafif asidik pH (or. 5,5- 6,0) icinde aktiviteye sahip olabilir. Bu kosullar
altindaki aktivite optimal olacaktir ancak etkinlik icin gerekli bir sart degildir. Bulusa ait
bir enzim 40- 75 T ve pH 5,5- 6,0 arasinda aktivit eye sahip olabilir; en az 50 dakika
70 T'de stabildir ve 96- 100 T'de inaktive edilir . Bulugun enzimleri dijer enzimlerle,

ornedin beta- 1,4- endoglukanazlar ve amilazlar ile kullanilabilir.

Bulusun enzim karisimlar veya "kokteylleri" de dahil olmak Uzere bulusun ksilanazlari
herhangi bir mayalama veya fermentasyon isleminde de kullanilabilir ki burada
ksilanaz bir antimikrobiyal veya mikrobiyal bir itici olarak kullanihir. Bulugun ksilanazi
herhangi bir mayalanmig veya fermente olmug bilesime dahil edilebilir ki burada
bulusun ksilanazlari bilesimde bir antimikrobiyal veya mikrobiyal itici olarak islev gorur.
Biyokutle donusumu ve biyoyakit uretimi

Biyokutle donusumu, omegin biyoetanol, biyometanol, biyopropanol ve [/ veya
biyobutanol ve benzerleri gibi bir biyoyakit dénusturmeye yonelik usuller ve islemler,
bulusun enzim karigimlari veya "kokteylleri" dahil olmak Uzere bulusun enzimlerini
kullanir. Bu sekilde uretilen yakit, istege bagl olarak patates, soya fasulyesi (kolza),
arpa, c¢avdar, misir, yulaf, bugday, pancar veya seker kamigi igeren bir bitki
materyalinden turetilebilir ve istege badl olarak yakit bir biyoetanol veya bir benzin-

etanol kangimi icerir.

Yakit uretme yontemleri, bulugun bir polipeptiti ile bir ksilan, hemiseluloz, seluloz veya
bir mayalanabilir seker veya bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir polipeptiti
veya bulusun karisimlarini veya "kokteyllerini” iceren bir bilesimin temas ettirilmesini
igerir. Bir ksilan, hemiseluloz, bir seluloz veya bir mayalanabilir seker iceren bilesim bir
bitki, bitki urunu veya bitki turevi icerir ve bitki veya bitki Uruni seker kamisi bitkileri
veya bitki Urunleri, pancar veya seker pancari, bugday, misir, soya fasulyesi, patates,
piring veya arpa igerebilir. Polipeptit ic B- 1,4- ksilosidik badlarin veya endo- - 1,4-
glukanaz baglannin hidrolizini katalize eden ve / veya bir dogrusal polisakkarit beta-
1,4- ksilan ksiloza aynistiran aktiviteye sahip olabilir. Yakit bir biyoetanol veya bir

benzin- etanol karisimi veya bir biyopropanol veya bir benzin- propanol karigimi veya
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bir biyobutanol veya bir benzin- butanol karigimi veya bir biyometanol veya bir benzin-

metanol karigimi veya bunlarin herhangi bir kombinasyonunu igerebilir.

Biyoetanol, biyo- butanol, biyometanol ve / veya bir biyopropanol uretme yontemleri,
bulusun bir polipeptiti ile bir ksilan, hemi- seluloz, seluloz veya bir mayalanabilir seker
iceren bir bilesimin veya bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir polipeptitin
veya bulusun kansimlanindan veya “kokteyllerinden" herhangi birinin temas
ettinlmesini icerir. Bir seluloz veya bir mayalanabilir seker iceren bilesim bir bitki, bitki
urunu veya bitki turevi icerebilir ve bitki veya bitki urunu seker kamisi bitkileri veya bitki
uruinleri, pancar veya seker pancari, bugday, misir, soya fasulyesi, patates, piring veya

arpa icerebilir.

Bulus selulozik ve hemiselulozik polimerlerin bulusun bir polipeptitini iceren metabolize
edilebilir karbon gruplarina veya bulusun bir nukleik asidi tarafindan kodlanan bir
polipeptite depolimerizasyonu igin enzim topluluklari veya "kokteyl" saglar. Alternatif
duzenlemelerde polipeptit ic y- 1,4- ksilosidik baglarin veya endo- p- 1,4- glukanaz
baglarinin hidrolizini katalize eden ve / veya bir dogrusal polisakkarit beta- 1,4- ksilani
ksiloza ayristiran aktiviteye sahiptir. Bulusa ait enzim topluluklan veya "kokteylleri", bir

bilesim (ornedin bir formulasyon, sivi veya kati) formunda olabilir.

Bulus hemiseluloz ve seluloz- hidrolize edici enzimlerin bir karisimini (veya "kokteyli")
iceren bilesimleri (Uretim Urunleri, enzim topluluklari veya “"kokteyller" dahil} igerir,
burada ksilan- hidrolize edici enzimler bulugun ksilanazinin en az birini ve en az bir, bir
kag veya butun selulaz, glukanaz, bir selobiohidrolaz ve / veya bir p- glukosidazi icerir.
Alternatif duzenlemelerde bulusun ksilan- hidroliz ve / veya hemiseluloz- hidrolize edici
karisimlar, bulugun bir ksilanazinin en az birini ve bir p- ksilosidaz ve / veya bir

arabinofuranosidazin en azindan birini veya her ikisini de igerir.

Bulus ksilan hidrolize edici, hemiseluloz ve seluloz- hidrolize edici enzimlerin bir
kansimini (veya "kokteyli") iceren bilesimleri (Uretim urunleri, enzim topluluklar veya
"kokteyller" dahil} icerir, karisim en az bir, bir kag veya butun bir selulaz, bir glukanaz,

bir selobiohidrolaz ve / veya bir arabinofuranosidaz ve bu bulusun bir ksilanazini icerir.

Bulus ksilan hidrolize edici, hemiseluloz ve seluloz- hidrolize edici enzimlerin bir
karisimini (veya "kokteyli®) iceren bilegimleri (Uretim Urunleri, enzim topluluklari veya

"kokteyller" dahil} icerir, karigsim en az bir, bir kag veya butun bir selulaz, bir glukanaz,
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bir selobiohidrolaz, bir arabinofuranosidaz, bir ksilanaz, bir B- glukosidaz, bir B-

ksilosidaz ve bulusun en az bir enzimini igerir.

Bulus bulusa ait en az bir enzime ilave olarak, enzimlerin karisimini (veya "kokteyli")
iceren bilesimleri (Uretim urunleri, enzim topluluklari veya "kokteyller” dahil) icerir: (1)
daha kisa glukooligosakkaritlerle sonuglanan i¢ 3- 1,4 baglantilarini bélen bir glukanaz,
(2) sellobiyoz birimlerini (B- 1,4 glikoz - glikoz disakkarit) etkin bir sekilde salarak "ekzo"
bir sekilde etkiyen bir selobiohidrolaz; veya (3) glikoz monomeri kisa
sellooligosakkaritlerden (ornegin sellobiyoz) serbest birakmak igin bir - glukozidaz.
Biyokutle donusumu ve temiz biyo yakitlarin uretimi

Bilesimler ve islemler bir biyokutlenin veya herhangi bir organik materyalin, érnegin
herhangi bir ksilan iceren veya lignoselulozik malzemenin (érnedin bir ksilan, seluloz,
hemiseluloz ve / veya lignin iceren herhangi bilesim) yemler, gidalar, gida veya yem
takviyeleri (katki maddeleri), ilagclar ve kimyasallara ek olarak biyodizeller de dahil
olmak Uzere bir biyoyakita (drnegdin biyoetanol, biyobutanol, biyometanol ve / veya bir
biyopropanol) donusturulmesi icin mevcut bulusun enzimlerinin kansimlan veya
bulusun enzimlerinin "kokteyllerini” de igceren bulusun enzimlerini kullanir. Bu gibi
bilesimler ve yontemler petrol bazl urunlerin, ornedin biyoyakit (or. biyoetanol, biyo-
butanol, biyometanol ve / veya bir biyopropanol) ve benzin ve / veya dizel yakitin bir
kansimi olarak kullaniminda etkili ve surdurulebilir alternatifler veya ek maddeler
saglar.

Bulusg, dogal biyokutle (ornedin bitki} donusumunu iceren kimyasal dongulere katilim
igin bulusa ait enzimleri eksprese eden hucreler ve / veya organizmalar (or. burada
hucreler veya organizmalar bu bulusun bir sekansi olarak heterolog nukleik asitler
igerir) saglar. Enzimler ve donusum igcin yontemler ksilan iceren bilesimlerin veya
ksilan, selulozik ve hemiselulozik polimerlerin metabolize edilebilir karbon kisimlarina

etkin depolimerizasyonu igin enzim topluluklarinda (veya "kokteyller") kullanilabilir.

Yontemler ayrica donusturulmus biyokutle (or. lignoselulozik) malzemesinin (bulusa ait
enzimlerle islenmis) alinmasi ve fermantasyon ile ve / veya kimyasal sentez ile bir yakit
(ornegdin biyoetanol, biyobutanol, biyometanol, bir biyopropanol veya bir biyodizel gibi
bir biyoyakit) haline getiriimesini de igerir. Uretilen sekerler fermente edilebilir ve / veya

fermente olmayan urunler gazlastinilabilir.
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Bulusun enzimleri (ornedin bulugun rekombinant enzimlerini yapan ve bazi yonlerde
salgilayan mikroorganizmalar, ornedin mantarlar, maya veya bakteriler gibi
organizmalar ve bitkiler ve bitki hUicreleri ve bitki parcalari, érnegin tohumlar) herhangi
bir organik madde / biyokutle donusturme igleminin herhangi bir agsamasinda, ornegin
herhangi bir adimda, birkagc adimda veya adimlann tumunde veya biyokutle
donusturme islemlerinin asagidaki yontemlerinin hepsinde veya tum bu biyoyakit

alternatiflerinde yer alabilir veya dahil edilebilir veya entegre edilebilir:

. Dogrudan yanma: malzemenin dodrudan 1siyla yakilmasi ve en basit biyokutle

teknolojisidir; bir biyokutle kaynadi yakinsa cok ekonomik olabilir.

1 Piroliz: Biyokutlenin oksijenin yoklugunda isi ile termal bozunmasidir. Bir yonde
biyokutle yaklasik 800 ila 1400 Fahrenheit arasinda bir sicakliga isitiir ancak yanmayi
desteklemek icin gaz, akaryakit ve odun komurunun olusturuimasina yol agacak

sekilde oksijen verilmez.

2 Gazlastirma: Biyokutle isitma veya anaerobik sindirim yoluyla metan uretmek igin
kullanilabilir. Sentez gazi, karbon monoksit ve hidrojen karisimi biyokutleden elde

edilebilir.

. Cop Sahasi Gazi: Copluklerin gomulu coplerinin curumesi (anaerobik sindirim)

ile olusur. Organik atik aynstiginda, dodal gazin ana bileseni olan yaklasik % 50

metandan olusan bir gaz Uretir.

. Anaerobik sindirim: Organik maddeyi dogal gazin ana bileseni olan metan ve

karbondioksit karisimina donusturur. Bir durumda su atidi (kanalizasyon), gubre veya
gida isleme atigi gibi biyokutle suyla kanstirilhir ve hava olmadan bir sindirim tankina

beslenir.
. Fermantasyon
» Alkol Fermantasyonu: Yakit alkolu nisastanin sekere donusturulmesi, sekerin

alkole mayalanmasi ve ardindan alkol su karisiminin damitilarak ayrilmasiyla uretilir.
Budday, arpa, patates ve atik kagit, talas ve saman igeren seker, nisasta veya seluloz

gibi hammaddeler maya ile fermantasyon yoluyla alkole donusturulebilir.

. Transesterifikasyon : Yagin biyodizele donusturulmesi icin ornek bir reaksiyona

transesterifikasyon denir. Transesterifikasyon iglemi bitkisel yaglar, hayvansal yaglar

veya geri donusturilmus gres yaginda bulunan trigliserit yaglari ile bir alkolu (metanol
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gibi) tepkimeye sokmakta, yag asidi alkil esterleri (biyodizel) ve gliserin
olusturmaktadir. Reaksiyon i1s1 ve sodyum hidroksit veya potasyum hidroksit gibi guclu

bir baz katalizoru gerektirir.

. Biyodizel : Biyodizel bitkisel yadlardan, hayvansal yaglardan veya geri
donusturulmus greslerden yapilan yadh asit alkil esterlerinin bir kansimidir, Biyodizel
saf haliyle araglar igin yakit olarak kullanilabilir ancak genellikle dizel motorlu araglarda
partikul, karbon monoksit, hidrokarbon ve hava toksikligi duzeylerini azaltmak icin bir

petrol dizel katkisi olarak kullanilir.

. Hidroliz: Bir bilesigin, or. bu bulusun bir enzimi kullanilarak katalize edilen bir

lignoselulozik malzeme gibi bir biyokitle gibi bir bilesigin hidrolizini igerir.

. Konjenerasyon: Tek bir yakit ve tesis kullanarak birden fazla enerji formunun

ayni anda uretilmesidir. Bir yonuyle, biyokutle kojenerasyonunun tek basina biyokutle
olusumundan daha fazla potansiyel buyumesi vardir cunku kojenerasyon hem 1s1 hem
de elektrik Uretir.

Bir yonuyle bulusun polipeptitleri bir biyodizel veya bir yakit bir organik malzemeden,
ornedin herhangi bir tarim Urunu veya baska yenilenebilir besleme stodu, bir tarmsal
artik veya bir hayvan atigi veya belediye ve endustriyel atiklarin organik bilesenleri
veya alg veya maya gibi mikroorganizmalar gibi bitki ve hayvanlardan elde edilen
bilesimlerden, drnedin bir biyoetancl, biyobutanol, biyometanol, bir biyopropanol gibi
bir biyoyakit Uretmek icin bir islemde diger enzimler icin yeterli enzimatik aktiviteye
sahiptir veya bunlar ile kullanilabilir.

Buluga ait polipeptitler bir organik materyalin, ornegin bir lignoselulozik biyokutle gibi
bir biyokutlenin, bir biyoetanol, biyobutanol, biyometanol, bir biyopropanol gibi bir
biyoyakit haline donusturulmesi proseslerinde kullanilabilir veya biyo- yakit olarak
kullanilabilmeleri  (biyodizel veya biyoetanol, biyobutanol, biyometanol veya
biyopropanol dahil) ya da biyokutlenin bir yakita islenmesini kolaylastirmak igin
biyomalzemenin hidroliz islemlerinde veya sindiriminde kullanilabililer. Bulusa ait
polipeptitler bir bitkisel yad, hayvansal yag veya geri donusturulmus gres yaginda
bulunan bir trigliserit yagi ile (metanol, butanol, propanol, etanol gibi) bir alkolun
(metanol, biutanol, propanol, etanol gibi) reaksiyona girmesiyle yag asidi alkil esterlerini
(biyodizel) ve gliserini olusturan bir transesterifikasyon prosesi igin islemlerde
bulunabilir. Biyodizel soya fasulyesi yagi veya geri donusturulmus pigsirme yaglarindan
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yapilabilir. Hayvansal yaglar, diger bitkisel yaglar ve diger geri donusturulmus yaglar
maliyetleri ve kullanilabilirliklerine bagh olarak biyodizel uretmek igin de kullanilabilir.

Biyodizel yakit uretmek icin her turlu kati ve sivi yagin karisimi kullanilabilir.

Bulusun enzimleri gliserin rafinasyonunda da kullanilabilir. Gliserin yan urunt bir asit
ile notrlestirilen reaksiyona girmemis katalizor ve sabunlar igerir. Su ve alkol % 50 ila
% 80 ham gliserin uretmek icin uzaklastirilir. Geri kalan kirletici maddeler arasinda
reaksiyona girmemis kati yaglar ve sivi yaglar bulunur ki bu bulusun polipeptitlerini
kullanan islemlerden gelebilir. Buyuk bir biyodizel tesisinde gliserin, farmasotik ve
kozmetik endustrileri icin 0rnegin % 99 veya daha yuksek saflikta daha fazla

saflastinlabilir.

Bulusun polipeptitleri  kullanilarak yapilan biyoetanol ve biyodizel, yanma
karakteristiklerini gelistirmek icin yakit oksijenatlariyla birlikte kullanilabilir. Oksijen
eklemek karbon monoksit emisyonlarini azaltan daha komple yanma ile sonuglanir.
Bu, petrol yakitlarinin biyoyakitlarla degistirilmesinin bir baska gevresel faydasidir. Bu
tarifnamenin bilesimlerini ve / veya yontemlerini kullanarak hazirlanan bir biyoetanol,
bir E10 kansimi (yaklasik % 5 ila % 10 etanol ve yaklasik % 90 ila % 95 benzin)
olusturmak Uzere benzinle karigtirilabilir, ancak E85 veya saf form gibi daha yuksek
konsantrasyonlarda kullanilabilir. Bu tarifnamenin bilesimlerini ve / veya yontemlerini
kullanan bir biyocetanol, B100'e (saf biyodizel) kadar diger harman seviyeleri
kullanilabilmesine ragmen, bir B20 harmani (% 20 biyodizel ve % 80 petrol dizeli)

olusturmak igin petrol dizeli ile harmanlanabilir.

Bu bulusun polipeptitleri, organik materyalin, drnegin bir lignoselulozik biyokutle gibi
bir biyokutlenin, metanol, butanol, propanol ve / veya etanole donusturulmesi
islemlerinde kullanilabilir. Prosesler etanol ("biyoetanol") metanol, butanol ve / veya
propanolt organik materyal, or. bir lignoselulozik biyokutle gibi bir biyokutle iceren
bilesimlerden yapabilir. Organik materyal, or. bir lignoseluloz biyokutle malzemesi gibi
bir biyokutle, tarimsal urunlerden, gida veya yem Uretiminin bir yan urunu olarak veya
bitki artiklari ve atik kagidi gibi biyokutle atik urunleri olarak elde edilebilir. Bulugun
polipeptitleri ile muamele edilmek uzere uygun bitki kalintilannin omekleri arasinda
taneler, tohumlar, govdeler, yapraklar, kabuklar, kavuzlar, misir kogani, misir atiklari,
saman, ¢cimenler (or. Sorghastrum nutans gibi Hint otu; 6rnedin, Panicum virgatum gibi
Panicum turleri} ve benzerleri, ayrica odun, tahta parcalari, odun hamuru ve talas

bulunur. Bulusun polipeptitleri ile muamele edilmeye uygun kadit atik ornekleri
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arasinda fotokopi kagidi, bilgisayar yazici kadidi, defter kagidi, not defteri kadid,
daktilo kadidi ve benzerlerinin yan sira gazeteler, dergiler, karton ve kadit bazh

ambalaj malzemeleri bulunmaktadir.

Bir yonuyle bulusun enzimleri biyokutleden metanol, butanol, propanol ve / veya etanol
yapmak icin daha "geleneksel" vasitalarla, or. kuru biyokutle malzemesinin bir
reaktorde bir kuvvetli asit ve bir metal tuzunun seyreltik bir ¢cozeltisinden olusan bir
katalizore tabi tutulmasi ile biyokutlenin (6rnegin lignoselulozik malzemeler) hidrolize
edilmesini iceren yontemlerle bir arada kullanilabilir, bu daha yuksek seker verimleri
elde etmek icin aktivasyon enerjisini veya seluloz hidrolizinin sicakhgini azaltabilir,
bakiniz ornegin US Patent No. 6,660,508; 6,423,145.

Bulusun enzimlerinin kullaniimasini iceren bir baska drnek yontem, selulozun glikoza
buyuk depolimerizasyonu olmaksizin hemiseltlozun esas olarak depolimerizasyonunu
gergeklestirmek icin secilen bir sicaklik ve basingta malzemeyi sulu bir ortamda birinci
asama hidroliz asamasina tabi tutarak ksilan, hemiseluloz, seluloz ve / veya lignin
iceren biyokutlenin (or. lignoselulozik malzemeler) hidrolize edilmesini icerir. Bu asama
sivi sulu fazin hemiselulozun depolimerizasyonundan kaynaklanan ¢oézunmus
monosakkaritleri ve seluloz ve lignin iceren bir kati fazi iceren bir bulamagla sonuglanir.
Ikinci asama hidroliz adimi selulozun en azindan buyuk bir kisminin
depolimerlestirildigi kosullari icerir, bu tur bir asama selulozun ¢ézunmus / ¢cdézunebilir
depolimerizasyon Urlnlerini iceren bir sivi sulu faz ile sonuclanir. Bakiniz, érnegin U.
S. Patent No. 5,536,325. Bulugun enzimleri bu ornek islemin herhangi bir agsamasinda
eklenebilir.

Bulugsa ait enzimlerin kullanilmasini iceren bir baska ornek yontem bir biyokutle
materyalinin bir veya daha fazla seyreltik asit hidrolizi ile yaklasik % 0,4 ila % 2
arasinda guglu asit ile islenmesini ve asitle hidrolize biyokutle materyalinin reaksiyona
girmemis kati bir lignoselulozik bileseninin  biyolojik olarak pargalanabilen
termoplastikler ve turevler icin dnculerin Uretilmesi icin alkali delignifikasyonu ile islem
gormesini kapsar. Bakiniz, ornedin U. S. Patent No. 6,409,841. Bulusun enzimleri bu

islemin herhangi bir agsamasinda eklenebilir.

Bulusa ait enzimlerin kullaniimasini igeren bir baska yontem bir ©on- hidroliz
reaktorunde biyokutlenin (ornegin lignoselulozik malzemeler) onceden hidrolize
edilmesini; bir kanisim yapmak icin kati lignoselulozik malzemeye bir asidik sivi



10

15

20

25

30

249

eklenmesini; karigimin reaksiyon sicakhdina isitiimasini; lignoselulozik malzemeyi
lignoselulozik malzemeden en az yaklasik % 20'sini ve seluloz igceren bir kati
fraksiyonu igceren bir cozundurulmus kisim halinde pargalara ayirmak igin yeterli bir
sure boyunca reaksiyon sicakhginin muhafaza edilmesini; kati fraksiyondaki selulozun
enzimatik sindirime daha uygun hale getirildigi reaksiyon sicakliginda veya buna yakin
bir sicaklikta kati fraksiyondan ¢ozunmus bir kismin ¢ikarilimasini ve ¢ozundurulmus
bir kismin geri kazanilimasini igcerir. Bakiniz, ornegin U. S. Patent No. 5,705,369.

Bulusun enzimleri herhangi bir asamada eklenebilir.

Yakit sinifi alkol ile kanistinimis sivi hidrokarbonlara dayanan motor yakit bilesimleri
(ornegin kivilcim atesleme motorlan igin) bulusun bir enzimi kullanilarak yapilabilir.
Bulusun bir enziminin kullanilmasiyla yapilan yakitlar, érnegin komur gazi sivi- veya
dogal gaz sivi- etanol karnisimlari icerebilir. Bir yardimci gozucu biyokutle turevli 2-
metiltetrahidrofuran (MTHF) olabilir. Bakiniz, éregin U. S. Patent No. 6,712,866.

Biyokutlenin (6rnegin lignoselulozik malzemeler), bir biyokutleden veya herhangi bir
organik malzemeden, ornegin biyoyakitin, ornegin bir etanolun uretimi igin enzimatik
bozunmasi icin yontemler de bir biyokutle malzemesinin ultrasonik isleminin
kullanimini igcerebilir; bkz. , or. US Patenti No. 6,333,181.

Bir biyoyakitin, ornegin etanolun (bir biyoetanol) bir biyokutle (ornegin bir selulozik)
substrattan Uretilmesi icin bulusun yontemleri biyokutle (6érnegin sellilozik) substrati,
mevcut bulusun bir enzimi ve bir fermantasyon ajani (ornedin yan surekli kati beslemeli
biyoreaktor gibi bir reaksiyon kabinda) iceren bir bulamag formundaki bir reaksiyon
kansiminin - saglanmasini  igerebilir ve reaksiyon karnigimi  bir fermentasyon
reaksiyonunu baslatmak ve surdurmek igin yeterli kosullar altinda reaksiyona sokulur
(ornegin U. S. Pat. App. No. 20060014260'Daaciklandidiagiklandidi gibi). Deneme
veya teorik hesaplamalar optimum besleme sikhdini belirleyebilir. Biyokutle (drnegdin
bir selulozik) substratinin ve enzimin ilave miktarlari optimize edilmis besleme
frekansina gore bir aralikta reaksiyon kabina beslenir.

Biyoyakitlar ve biyodizeller yapmak igin bir islem US Pat. Basvuru Yayin No
20050069998; 20020164730°da tarif edilir ve biyokutlenin (or. lignoselulozik malzeme)
ogutulmesi (ornegin 15- 30 mm'lik bir boyuta), elde edilen Urunun bir reaktorde 1 ila 10
dakika arasinda buhar patlamasi on- igslemine (ornegin 190- 230 Tllik bir sicakhkta}

tabi tutulmasi; on- islemden gecirilmis malzemenin bir siklon ya da ilgili urun igcinde
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toplanmasi ve sivi ve kati fraksiyonlarin bir filtre presinde filtrasyon yoluyla ayriimasi,
kati fraksiyonun bir fermentasyon kalintisi icine sokulmasi ve bulusa ait bir veya daha
fazla enzimin eklenmesi asamalarini icerir ve ayrica bir selulaz ve / veya beta-
glukosidaz enzimi (or. sitrat tamponu pH 4,8 icinde gozulmus) benzeri bir baska

enzimin eklenmesi de mumkundur.

Bulusun enzimleri kullanilarak metanol, butanol, propanol ve / veya etanol iceren bir
biyo- yakit ve biyodizellerin yapilmasi icin bir baska islem, en az bir ksilan, bir
hemiseluloz ve / veya bir seluloz ihtiva eden bir biyokutle (or. bir lignoselulozik)
besleme stogu iceren bir baslangic malzemesinin on- islemden gecirilmesini igerir.
Baslangic malzemesi patates, soya fasilyesi (kolza), arpa, cavdar, misir, yulaf,
bugday, pancar veya seker kamigi veya bir bilesen veya atik veya yiyecek veya yem
uretimi yan Urunu igcerebilir. Baglangic malzemesi ("besleme stogu") biyokutlenin
(6rnegdin hemiseluloz ve / veya seluloz) en azindan bir kismi hidrolizini gergceklestirmek
igin bitkinin lif yapisini bozan kosullar altinda reaksiyona sokulur. Yikici kosullar,
ormedin baslangic malzemesinin yaklasik 5 saniye ila 60 dakika arasindaki bir sure
boyunca, pH 0,5 ila 2,5'da ,180 T ila 270 T'lik b ir ortalama sicakhda ya da 5 saniye
ila 120 saniye arasinda bir sure boyunca pH 0,5 ila 2,5de 220 T ila 270 T arasindaki
bir sicakha ya da bunlarin esdegerine tabi tutulmasini icerebilir Bu, bir enzim
tarafindan, ornegin bulugsun bir sellilaz enzimi tarafindan sindiriimeye daha fazla

erigilebilirlik saglayan bir besleme stoku Uretir. US Patent No. 6,090,595 .

Bu bulugun bir enzimi tarafindan biyokutlenin (or. bir lignoselulozik malzeme) hidrolizi
igin ornek kosullar, yaklasik 30 C ve 48 T arasindaki sicakliklarda ve / vey a yaklagik
4.0 ila 6,0 arasinda bir pH degerinde reaksiyonlar igerir. Diger ornek kosullar arasinda
yaklasik 30 T ila 60 T arasindaki bir sicaklk ve yakla sik 4,0 ila 8,0 arasinda bir pH

bulunur.
Biyoyakitlar ve biyolojik olarak uretilen alkoller

Swilar ve gazlar (ornegin sentez gazi) ve biyolojik olarak uretilen alkoller dahil olmak
Uzere biyo- yakitlar ve sentetik yakitlar, bulusun bilesimlerini (or. enzim ve nukleik
asitler ve transjenik bitkiler, hayvan, tohumlar ve mikroorganizmalar) kullanarak

yapilabilir. Bu biyoyakitlar ve biyolojik olarak uretilen alkoller bir biyokutleden uretilir.
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Etanol, metanol, propanol ve butanol gibi biyolojik olarak uretilen alkoller, bir alkol
yakiti ile sonugclanmak uzere fermantasyon (hidroliz} yoluyla bulusa ait mikroplarin ve

enzimlerin etkisini de iceren yontemlerle uretilebilir.
Bir sivi veya bir gaz benzin olarak biyoyakitlar

Biyoyakitlar ve bir gaz veya benzin formundaki sentetik yakitlar, ornedin bir sentez gazi
biyoyakit, ornegin bir sivi ya da bir "sentez gazI” gibi gaz halinde bir biyoetanol,
biyopropanol, biyo- butanol veya bir biyometanol veya bir sentetik yakit yapmak Uzere
bir biyokutlenin hidrolizi igin dogdal biyokutle dénusumu igin kimyasal donguler igin
bulusun enzimlerinin kullanimini igeren usullerle yapilir.

Biyoyakit gazlari ve sentetik gaz yakitlan ("sentez gazi") yapma yontemleri, bulusun
bir polipeptiti kullanilarak yapilan bir biyoetanol, biyopropanol, biyo- butanol ve / veya
bir biyometani icerebilir veya bulugun bir yontemi kullanilarak yapilabilir ve bu bulusun
biyoyakit gazi bir hidrojen veya bir hidrokarbon bazli gaz yakiti gibi bir dodal gazla
(biyokutleden de uretilebilir} kanstirilabilir.

Boyle bir yakit veya gaz, motor yakiti, drnegin bir otomotiv, kamyon, ucak, bot, kuguk
motor vb. yakiti olarak kullanilabilir. Etanol, propanol, butanol ve / veya metanol bir
bitkiden, ornedin misir veya hir bitki Urununden, ornegin sap veya samandan (or. bir
piring samani veya bir bugday samani veya herhangi bir tahil bitkisinin kuru sapi) veya
bir tarimsal atik Urlinden yapilabilir. Selulozik etanol, propanol, butanol ve / veya
metanol bir bitki, ornegin misir veya bitki Urunt, drnedin sap veya saman veya bir
tanmsal atik urununden (ornegin logen Corporation of Ontario, Kanada tarafindan
islendidi gibi) uretilebilir.

Bulusun bir bilesimi kullanilarak yapilan etanol, propanol, butanol ve / veya metanol bir
yakit (6rnegin bir benzin) katki maddesi olarak (ornegdin bir oksijenator) veya dogrudan
bir yakit olarak kullanilabilir. Ornegin bir yakit dahil bir etanol, propanol, butanol ve /
veya metanol, etil tersiyer butil eter (ETBE) veya bir biyoyakit olarak % 47 etanol iceren
ETBE gibi bir ETBE karisimi veya MTBE (metil tersiyer- butil eter) ile kanstinlabilir.
Veya bir yakit dahil olmak Uzere bir etanol, propanol, butanol ve / veya metanol,

asagidakilerle kanistinlabilir:

IUPAC ADI Genel Adi
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But- 1- en a- butilen

Cis- but- 2- en Cis- B- butilen

Trans- but- 2- en | Trans- B- butilen

2- metilpropen izobutilen

Bulusun bir enzimi kullanilarak yapilan bir butanol ve / veya etanol "ABE" kullanilarak
daha fazla islenebilir. {Aseton, Butanol, Etanol) fermantasyonu; ornegin butanolun tek
sivi urun oldugu fermantasyon. Bu butanol ve / veya etanol mevcut benzinli motorlarda
(motor veya arabada degisiklik yapiimadan) "dogrudan” yanar, daha fazla eneriji uretir
ve daha az asindincidir ve etanolden daha az suda ¢ozunur ve mevcut alt yapilar

yoluyla dagitilabilir.

Karisik alkoller, alkollerin birkaginin ya da tamaminin, bulusun bir enzimi kullanilarak
en az bir yontemi iceren islemlerle yapildigy, 6rnedin bir etancl, propanol, butanal,
pentanol, heksanol ve heptanol gibi bir kangimi icerenlerdir, érnedin ECALENE ™
(Gug Enerji Yakitlan Inc. , Lakewood, CO), oérn . :

Bulusun Ornek Niteligindeki Yakiti
Bilesen % *ce agirhk
Metanol % 0

Etanol % 75
Propanol % 9

Butanol % 7
Pentanol % 5
Heksanol & Daha ustu % 4
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Bu alkollerin biri bir kagi veya tamami bulugun bir enzimini kullanan bir iglemle
yapilabilir ve sure¢ ayrica biyokutle- sivi teknolojisini, ornedin katalitik sentezi takiben
sentez gazi uretmek icin bir gazlastirma islemini icerir veya biyokutlenin bir karisik alkol

yakitina biyo- donusturulmesi ile yapilabilir.

Bulusa ait bir enzimin kullanimini iceren iglemler "siviya gaz"in dahil edilmesini (veya
eklenmesi) veya GTL veya "siviya kdbmur"u dahil edilmesi veya CTL; veya "siviya
biyokutle"nin dahil edilmesi veya BTL veya "sivilara sivi yaglar"in dahil edilmesi veya
OTL sureglerini icerir ve bu islemler sentetik yakitlar yapmak igin kullaniir. Bu
islemlerden biri, 6rnegin "Fischer Tropsch" (karbon monoksit ve hidrojenin cesitli
sekillerde sivi hidrokarbonlara donusturuldugu katalizli bir kimyasal reaksiyon,
kullanilan tipik katalizérler demir ve kobalt esashdir, bu islemin asil amaci sentetik
kaydirici yag veya sentetik yakit olarak kullaniimak uzere sentetik bir petrol ikamesi
uretmektir) olarak adlandirilan bir proses kullanilarak biyokitleden bir biyoyakitin
(ornedin sentez yakiti} Uretilmesini igerir. Bu sentetik biyoyakit oksijen igerebilir ve
yuksek kaliteli dizel ve benzine katki maddesi olarak kullanilabilir.

Surecler fiziksel, kimyasal ve coklu (fiziksel + kimyasal) olarak U¢ kategoride
gruplandinlabilen cesitli 6n muameleleri kullanabilir. Herhangi bir kimyasal, ornegin
asitler, alkaliler, gazlar, seluloz gézuculer, alkoller, oksitleyici maddeler ve indirgeyici
maddeler gibi bir dn- muamele ajani olarak kullanilabilir. Bu kimyasallar arasinda alkali
en populer on aritma muamele maddesidir cunku nispeten ucuzdur ve daha az seliloz
bozunmasi ile sonuglanir. Yaygin olarak kullamlan alkali sodyum hidroksit ve kireg de
on muamele maddeleri olarak kullanilabilir. Sodyum hidroksit biyokutle sindirimini
onemli olcude artirmasina ragmen geri donusumu zor, nispeten pahali ve kullanimi
tehlikelidir. Tersine kirecin birgok avantaj vardir: guvenli ve ¢ok ucuzdur ve karbon

dioksit ile yikama suyunun karbonatlanmasiyla geri kazanilabilir.

Bir cok- enzimli sistem bu bulusun en az bir enzimini bir biyokutlede, 6érnegdin seker
kamisi, ornegdin seker fabrikalarinda islenen bir seker kamisgi bileseni olan kuispe gibi
polisakkaritleri hidrolize etmek icin icerir. Biyokutle bulusun bir enzimini eksprese eden
bir organizma (or. transgenik hayvan, bitkiler, donusturulmus mikroorganizma) ve /
veya yan urun (ornegin hasat edilmis bitki, meyve, tohum) tarafindan yapilan bulugun
bir enzimi tarafindan islenir. Enzim bir yakit olarak islenecek olan bitki veya biyokutle
tarafindan yapilan rekombinant bir enzim olabilir, ér. bir transgenik seker kamisi kuspe,
bulusun bir enzimini igcerir. Bu bilesimler ve Urlnler dogal biyokutle donusumu igin
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ornedin bir biyoyakiti, ornedin bir sivi veya bir "sentez gaz" gibi bir gaz formda
biyoetanol, biyopropanol, biyo- butanol, biyometanol, bir sentetik yakiti yapmak igin bir

biyokutlenin hidrolizi icin kimyasal donguleri iceren yontemlerde kullanilir.

Bir biyoyakit, ornegin bir biyogaz, anaercblar tarafindan organik materyalin anaerobik
sindirimi islemiyle Uretilebilir, burada islem bulusun bir enziminin kullanimini icerir. Bu
biyoyakit, ornegin bir biyogaz ya biyo- bozunabilir attk malzemelerden ya da gaz
verimlerini desteklemek icin anaerobik curGtuculere beslenen enerji mahsullerinin

kullaniimasiyla uretilebilir. Kati ¢ikti, digestat biyoyakit olarak da kullanilabilir.

Bulusa ait bir enzimin kullanimini iceren bir islemle hazirlanan bir metan igeren bir
biyogaz, 6rnegin endustriyel anaerobik gurituculer ve mekanik biyolojik antma
sistemlerinde geri kazanilabilir. Cop sahasi gaz1 bu bulugun bir enzimi kullanilarak
daha fazla iglenebilir; islenmeden dnce ¢op sahasi gazi dogal olarak olugan anaerobik
sindirim yoluyla toprak dolgularinda uretilen biyogazin daha az temiz bir bigimi olabilir.
Paradoksal olarak ¢op sahasi gazinin atmosfere kagmasina izin verilirse, guglu bir

sera gazidir.

Cesitli atiklardan biyolojik olarak uretilen yaglarin ve gazlarin uretilmesi icin yontemler
saglanmakta olup, burada iglem, bulusun bir enziminin kullanimini icermektedir. Bu
yontemler metan ve petrol benzeri diger yaglari cikarmak igin atiklarin termal
depolimerizasyonunu icerebilir ya da, ornedin baca gazlarinda baca gazi almak ve
biyo- dizel, biyogaz ve komur ile karsilastinilabilir bir kuru yakit gibi biyo- yakitlar
uretmek igcin toksik olmayan fotosentetik alglerden yararlanan, ornegin GreenFuel
Technologies Corporation, Cambridge, MA tarafindan tasarlanan bir biyoreaktor

sistemi icerirler.

Ham petroller ve dizel motorlarda kullanilabilen gazlar dahil olmak uzere biyolojik
olarak Uretilen yadlarin yapilmasi icin yontemler sadlanmakta olup, burada islem
bulusun bir enziminin kullanimini icermektedir. Bu yontemler petrolu, ornegin ham
yaglar kerosen, pertrol, dizel ve dider fraksiyonlara donusturebilir.

Bulusun bir enzimini kullanan yontemler biyolojik olarak uretilen vyadlar

asagidakilerden yapabilir:
. Duz bitkisel yag (SVO).

. Atik bitkisel yag (WVO) - godunlukla ticari mutfaklar tarafindan uretilen atik

pigsirme yaglar ve gresleri.
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. Biyodizel hayvansal yaglarin ve bitkisel yagin transesterifikasyonundan elde
edilir, dogrudan petrol dizel motorlarinda kullanilabilir.

. Biyolojik olarak turetiimemis ham petrol biyogaz ve karbon katilar ile birlikte
petrol bazli olmayan malzemeler, dérnedin eski lastikler, sakatat, ahsap ve plastik gibi
atik urunler de dahil olmak uUzere karmasik organik malzemelerin termal
depolimerizasyonu yoluyla uretilebilir.

. Piroliz yadi, sadece flag piroliz isleminde 1s1 kullanarak biyokutle, odun atigi vb.
malzemelerden uretilebilir (petrol, klasik yakit sistemlerinde veya igten yanmal

motorlarda kullanilmadan once islenmelidir).
. Odun, odun komuri ve kurutulmus gubre.
Tibbi uygulamalar ve arastirma uygulamalar

Bulugsa ait enzim karnsimlan veya "kokteylleri" de dahil olmak uzere bulugun
ksilanazlari, bakteriyolitik ozelliklerinden dolayr antimikrobival maddeler olarak
kullanilabilir.  Bulusun ksilanazlan, or. PCT Basvuru No. WOQO0049890 ve
WO9903497'de tarif edildigi gibi hayvanlari salmonelladan elimine etmek veya
korumak icin kullanilabilir . Bulusun ksilanazlar ayni zamanda bir antimikrobiyal yuzey

temizleyici veya mikrobiyal itici olarak da kullanilabilir.
Diger endustriyel ve tibbi uygulamalar

Yukarida tartigildigi gibi, bulugsun enzim kangimlari veya "kokteylleri” dahil olmak tizere
bulusun ksilanazlan, oérnedin cok gesitli endustriyel iglemlerde, tibbi uygulamalarda ve
arastirma (laboratuar) uygulamalarinda ve gida, hayvan yemi ve igecek
uygulamalarinda kullanilabilir. Yeni ksilanazlar, ¢esiti mezofilik ve orta dereceli
termofilik konumlardan ve ayni zamanda sindirim florasi, hayvan atiklarinda
mikroorganizmalar, toprak bakterileri ve yuksek olgcude alkali habitatlar gibi hedeflenen
kaynaklardan yapilmis mevcut kutuphaneleri ve DNA kutuphanelerini taramak
suretiyle kesfedilmektedir. Arabinoksilan substratlarini ve / veya hayvansal yem
maddesinin ¢cozunmeyen polisakkarit fraksiyonlarini kullanan biyotip ve birincil

zenginlestirme stratejileri de yararhdir.

Yeni ksilanazlarin kesfinde iki tarama formati (aktivite bazl ve sekans bazl) kullantlir.
Aktiviteye dayal yaklasim, azo- ksilan (Megazyme) gibi bir substrat kullanilarak agar

plakalarinda ksilan aktivitesi icin dogrudan taramadir. Alternatif olarak hibridizasyon ve
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biopanning i¢in problari tasarlamak uzere biyoinformatik ve molekuler biyolojiye
dayanan bir sekans bazh yaklagsim kullanilabilir. Bakiniz, ornegdin, 6,054,267 |,
6,030,779 , 6,368,798 , 6,344,328 saylh US Patentleri . Taramadan elde edilen
sonuclar saflastirlmig, sekanslanmig, karakterize edilmis (6rnegin spesifite, sicaklik
ve optimum pH'n belirlenmesi), biyoinformatik kullanilarak analiz edilmis, alt-
klonlanmis ve temel biyokimyasal karakterizasyon icin eksprese edilmistir. Bu
yontemler, hamur hazirlama ve hayvan yemi katki maddesi enzimleri gibi sayisiz

uygulamada faydall ksilanazlann taranmasinda kullanilabilir.

Taramadan elde edilen enzimlerin karakterizasyonunda, hamur isleme ve finnlama
uygulamalanindaki ornek fayda degerlendirilebilir. Karakterizasyon, ornegin substrat
spesifitesinin (ksilan, arabinoksilan, CMC, BBG), sicakhk ve pH stabilitesinin ve
spesifik aktivitenin olgumunu igcerebilir. Bir ticari enzim bir referans noktasi olarak
kullanilabilir. Bulusun enzimleri pH 2 7 ve 25- 35 T'de dnemli aktiviteye sahip olabilir,
gozunmeyen ksilan uzerinde etkisiz olabilir, % 50- 67 sukroz icinde kararh ve aktif
olabilir.

Yem katki maddeleri olarak fayda, aday enzimlerin karakterizasyonundan
deg@erlendirilebilir. Karakterizasyon, ornegin substrat spesifitesi (ksilan, arabinoksilan,
CMC, BBG), sicaklik ve pH stabilitesi, spesifik aktivite ve gastrik stabilitenin olcumunu
icerebilir. Yem, monogastrik bir hayvan veya bir gevis getiren hayvan igin tasarlanabilir.
Bulusun enzimleri pH 2- 4 ve 35- 40 T'de dnemli bir aktiviteye, mide sivisinda 30
dakikadan daha buyuk bir yari 6mre, 85 T'de 5 daki kadan daha buyuk formulasyon
(tampon veya hucrelerde) yari émrune sahip olabilir ve monogastrik bir hayvan yem
katki maddesi olarak kullanilir. Bulusun enzimleri asagidaki ¢zelliklerden bir veya daha
fazlasina sahip olabilir: pH 6,5- 7,0 ve 35- 40 ' de onemli bir aktivite, rumen sivisinda
30 dakikadan daha uzun bir yari omur, kuru toz kadar kararli bir formulasyon stabilitesi

ve ir ruminant hayvan yemi katki maddesi olarak kullanilr.

Enzimler cok cesitli dodal ve dodal olmayan substratlara karsi reaktiftir, bdylece hemen
hemen her organik bilesigin modifikasyonunu mumkun kilar. Ayrica geleneksel
kimyasal katalizorlerin aksine enzimler yuksek oranda enantio- ve regio- selektiftir.
Enzimler tarafindan sergilenen fonksiyonel grup spesifitesinin yluksek derecesi, her bir
reaksiyonun yeni bir aktif bilesije yol acan sentetik bir sekansta takip edilmesini
mumkun kilmaktadir. Enzimler ayrica dogada fizyolojik iglevleriyle ilgisiz birgok farkh
reaksiyonu katalize edebilirler. Ornegin peroksidazlar, fenollerin oksitlenmesini
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hidrojen peroksit ile katalize eder. Peroksidazlar ayrica enzimin dogal isleviyle iligkili
olmayan hidroksilasyon reaksiyonlarim da katalize edebilir. Diger ornekler
polipeptitlerin parcalanmasini katalize eden ksilanazlardir. Organik ¢cozelti icinde baz
ksilanazlar, bu enzimlerin dogal isleviyle ilgisi olmayan bir fonksiyon olarak bir gekeri

de acilleyebilirler.

Mevcut bulus enzimlerin essiz katalitik ozelliklerini kullanir. Kimyasal donusumlerde
biyokatalizorlerin (yani saflastirimis veya ham enzimler, yasamayan veya yasayan
hicreler) kullanimi, normal olarak spesifik bir baslangi¢ bilesidi ile reaksiyona giren
belirli bir biyokatalizorun tanimlanmasini gerektirirken, mevcut bulug bircok baslangic
bilesiginde bulunan fonksiyonel gruplar icin spesifik olan, segilmis biyokatalizorleri ve
reaksiyon kosullarini kullanir. Her bir biyokatalizor bir fonksiyonel gruba veya birkag
ilgili fonksiyonel gruba dzgudur ve bu fonksiyonel grubu iceren bircok baslangi¢ bilesigi
ile reaksiyona girebilir. Biyokatalitik reaksiyonlar tek bir baglangic bilegiginden bir
turevler populasyonu uretir. Bu turevler ikinci bir turev bilesikleri populasyonu uretmek
icin baska bir tur biyokatalitik reaksiyona tabi tutulabilir. Orijinal bilesigin binlerce
varyasyonu, her bir biyokatalitik turevlendirme yinelemesi ile uretilebilir.

Enzimler molekulun geri kalanini etkilemeden bir basglangic bilesiginin belirli
bolgelerinde reaksiyona girer, bu da geleneksel kimyasal yontemler kullanilarak elde
edilmesi ¢ok zor olan bir iglemdir. Bu yuksek derecede biyokatalitik ozgulluk,
kutliphane igindeki tek bir aktif bilesigin tanimlanmasi igin araglar saglar. Kutuphane
onu uretmek icin kullanilan biyokatalitik reaksiyonlar serisi olan "biyosentez tarihi” ile
karakterizedir. Biyolojik aktiviteler icin kutuphanenin taranmasi ve biyosentetik
oykunun izlenmesi aktif bilesigi Ureten spesifik reaksiyon dizisini tanimlar. Reaksiyon
dizisi tekrarlanir ve sentezlenen bilesigin yapisi belirlenir. Bu tanimlama bigcimi, diger
sentez ve tarama vyaklasimlarindan farkh olarak immobilizasyon teknoloijilerini
gerektirmez ve bilesikler hemen hemen her tur tarama analizi kullanilarak ¢cézelti icinde
serbestce sentezlenebilir ve test edilebilir. Fonksiyonel gruplar uzerindeki enzim
reaksiyonlarinin yuksek derecedeki oOzgullugunun, biyokatalitik olarak uretilen
kutuphaneyi olusturan spesifik enzimatik reaksiyonlarin "izlenmesini" mumkun kildigini

belitmek onemlidir.

Prosedurel adimlarin birgogu binlerce biyokatalitik reaksiyonun ve tarama analizlerinin
gunde bir kez gergeklestiriimesini saglamanin yani sira yuksek bir dogruluk ve
tekrarlanabilirlik sadlayarak robotik otomasyon kullanilarak gergeklestirilir. Sonug
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olarak mevcut kimyasal yontemler kullanilarak uretilmesi yillar surecek bir turev
bilesikler kutuphanesi bir hafta iginde uretilebilir. (Kuguk molekuller dahil olmak Uzere
molekullerin modifikasyonu hakkinda daha fazla bilgi icin, bkz. PCT / US94 / 09174 ).

Bir bilesim bir hidrojel ve en az bir suda ¢cozunur polimer ve bulusa ait bir veya daha
fazla enzim olusturabilen en az bir muko yapiskan polimeri igerir. Bu formulasyon
herhangi bir endustrivel, gida veya yem isleme veya tibbi veya arastirma
uygulamasinda, yani bulusun bir enzimini veya nukleik asidini kullanan herhangi bir
uygulamada kullanilabilir. Formulasyon mukozasiz ozelliklere sahip olan sulu ¢ozelti
iginde bir hidrojel olusturabilir, bu enzimleri, bulusun enzimlerini Uuretebilen
mikroorganizmalan veya antikorlari, uzun bir sure boyunca serbest birakabilir.
Alternatif olarak hidrojel enzimleri, bulusa ait enzimleri uretebilen mikroorganizmalari
veya antikorlan yakalayabilir ve bunlan tanimlanmis (ornegin uzatilmig) bir sure

boyunca serbest birakabilir.

Bulus, asadidaki orneklere iliskin olarak daha ayrintili agiklanacaktir; bununla birlikte,
mevcut bulusun bu gibi orneklerle sinirh olmadigi bilinmelidir.

ORNEKLER

ORNEK 1: PLAKA TABANLI ENDOGLIKOSIDAZ ENZiIM KESFi: EKSPRESYON
TARAMASI

Lambda Kutuphanesinin Titer Tayini : 600 pL E. coli MRF’ huicrelerine 1.0 pL Lambda

Zap Express amplifiye kituphane stoku ekleyin (OD so0 = 1.0). MRF’ stodunu 10mM
MgSOx4 ile seyreltin. Kangimi 15 dakika boyunca 37 C'de inkube edin, daha so nra 50
C'de 5- 6 mL NZY ust agar'a aktarin ve nazikge kar istirin. Hemen (150mm) NZY ortam
plakasina agar solusyonu dokun ve ust agarin tamamen katilasmasini bekleyin
(yaklasik 30 dakika). Plakay: ters cevirin. Plakay! 8- 12 saat 39 T'de inkube edin.
(Plaklarin sayisi yaklasiktir. Faj titresinin 50.000 pfu / plaka verdigi tespit edilmigtir.
Gerekirse, SM buffer ile Kutuphane fajinin bir kismini seyreltin.)

Substrat taramasi : Guglendirilmis kutuphaneden Lambda Zap Express’i (50,000 pfu),
600uL E. coli MRF’ hiucrelerine (ODesoo 1.0) ekleyin ve 15 dakika boyunca 37 C'de
inkube edin. Faj/ hucre suspansiyonu inkube edilirken, 1.0mL istenen polisakarid boya
etiketli substrati (genellikle % 1- 2 w / v) 5.0 mL NZY ust agar'a 50 T'de ekleyin ve
iyice karistinn. (Cozelti, ihtiyac duyulana kadar 50 T'de tutulur.) Hucre

suspansiyonunu substrat / Ust agar ¢ozeltisine aktarin ve yavasga karistirin. Hemen
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(150mm) NZY ortam plakasinin uzerine ¢ozeltiyi dokun. Ust agarin tamamen
katilasmasini bekleyin (yaklasik 30 dakika), ardindan plakayi ters ¢evirin. Plakay 8-
12 saat boyunca 39 T'de inkube edin. Plaklarin etr afindaki temizleme bolgeleri (halos)
icin plakay! gozlemleyin. Agardan halos igeren plaklarin alin ve steril bir mikro tupe
aktarin. {Genis delikli bir 200 pL pipet ucu, istenen pladi iceren agar tikacini gcikarmak
(cekirdek) icin iyi caligir.) Faji, 500 L SM tamponu icinde tekrar askiya alin. Hucrenin

daha fazla buyimesini dnlemek icin 20 pL kloroform ekleyin.

Saf klonlarin izolasyonu : 500 L E. coli MRF’ hiicrelerine 5 yeniden suspanse edilmis

faj suspansiyonu ilave edin (ODeoo = 1.0). Plakayi 15 dakika boyunca 37 T'de inkube
edin. Faj/ huicre suspansiyonu inkube edilirken, 600pL istenen polisakarid boya etiketli
substrati {genellikle % 1- 2 w / v) 3.0mL NZY ust agar'a 50 T'de ekleyin ve iyice
kanstinin. (Cozelti, ihtiyag duyulana kadar 50 T'de tutulur.) Hucre suspansiyonunu
substrat/ Ust agar ¢ozeltisine aktarin ve yavasca kanstinn. Hemen (930mm) NZY ortam
plakasina agar solusyonu dokun ve ust agarin tamamen katilasmasini bekleyin
(yaklasik 30 dakika), ardindan plakayi ters ¢evirin. Plakayi 8- 12 saat boyunca 39 T'de
inkube edin. Plaka, bir tek plak (saf klon) etrafinda bir temizleme bolgesi (halo) i¢in
gozlendi. (Tek bir plak izole edilemezse, titreyi ayarlayin ve faj suspansiyonunu tekrar
plakalayin.) Faiji, 500 uL SM tamponu icinde yeniden suspanse edin ve hucrenin daha

fazla buyumesini onlemek igin 20 L Kloroform ekleyin.

Saf klonlarin eksizyonu : Saf faj suspansiyonunun oda sicakhdinda 2 ila 3 saat veya 4

T'de gece boyunca inkube edilmesine izin verin. 200 pL E.coli MRF' hucrelerine
(ODsoo = 1.0), 100 pL saf faj suspansiyonu ekleyin. 1.0uL ExAssist yardimci faj (> 1 x
10 ¢ pfu / mL; Stratagene) ekleyin. Plakayi 15 dakika boyunca 37 C'de inkiibe edin.
Hucre suspansiyonuna 3.0 mL 2 x YT ortami ekleyin. Calkalarken 2- 2,5 saat boyunca
37 T'de inkube edin. Tupu 20 dakika 70 T'ye aktar in. 200 pL E.coli Exp 505 hucreleri
(ODs00=1.0) ihtiva eden bir mikro tupe 50- 100 pL fajemid suspensiyonu aktarin.
Plakayi 45 dakika boyunca 37 T'de inkube edin. LB kan 50 ortami (Kanamisin 50ug /
mL ile LB ortami) Uzerini 100 pL hlcre suspansiyonu ile kaplayin. Plakayi 8- 12 saat
boyunca 37 T'de inkube edin. Koloniler icin plakay 1 gozlemleyin. Buyuyen herhangi
bir koloni saf fagemidi icerir. Bir koloni secin ve 8- 12 saat boyunca kuguk bir {3- 10
mL) sivi kulturunt buyutun. Kultur ortami sivi LB kan 50.dir

Etkinlik dogrulamasi : Steril bir mikro tupe 1.0 mL sivi kultur aktarin. 1 dakika boyunca

13200 rpm'de (16000 g) santrifujleyin. Stupernatanti atin ve pH 6.2 olan 200 L fosfat
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tamponu ekleyin. Bir mikro ug kullanarak buz Uzerinde 5 ila 10 saniye sonikasyon
yapin. 200 pL uygun substrat ekleyin, hafifce kanstirin ve 1.5- 2 saat boyunca 37 T'de
inkube edin. Yalnizca tampon ve substrat iceren bir negatif kontrol de calistiriimaldir.
Suspansiyona 1.0 mL mutlak etanol (200 alkol derecesi) ekleyin ve karistirin. 10 dakika
boyunca 13200 rpm'de santrifujleyin. Renk icin supernatanti gozlemleyin. Renklenme
miktan degisebilir, ancak kontrolden daha fazla renkte olan tupler etkinlik agisindan
pozitif olarak kabul edilir. Bir spektrofotometre, arzu edildiginde veya ihtiyag
duyuldugunda bu adim icin kullanilabilir. (Azo- ksilan igin Megazimi, 590nm'de

okuyun).

Ayni Kutuphanelerden gelen saf klonlann RFLP'si : Steril bir mikro tupe 1.0 mL sivi

kultur aktarin. 1 dakika boyunca 13200 rpm'de (16000 g) santrifujleyin. Plazmid
izolasyonu igin QlAprep spin mini kit (Qiagen) protokolunu takip edin ve elusyon
tamponu olarak 40 pL kutsal suyu kullanin. Steril bir mikro tupe 10 pL plazmid DNA
aktarin. 1.5 yL Tampon 3 (New England Biolabs), 1.5 pL 100X BSA c¢ozeltisi (New
England Biolabs) ve 2.0 pL kutsal su ekleyin. Buna, 1.0 pL Not 1 ve 1.0 pL Pst 1
kisittama endonukleazlari (New England Biolabs) ekleyin. 37 T'de 1.5 saat inkube
edin. 3.0 yL 6X Yukleme tamponu (Invitrogen) ekleyin. 120 voltta 1- 1.5 saat boyunca
% 1.0 agaroz jeli Uzerinde 15 pL sindirilmis numuneyi calistirin. Jeli, bir jel goruntuleyici

ile goruntuleyin. Farkl bir sindirim modeliyle tum klonlarda dizi analizi yapin.

Tablo 6, bulustaki enzimlerinin gesitli dzelliklerini tarif eder.

Tablo 6
SEK | Topt* | Tsta*™ pHopt* | Onemli aktiviteler | pl Mw Notlar
ID
NO.
151, |50 C |65 T'de <1dakika | 5.5- AZO- ksilan 5.7 402
152 9.0
155, |50 C |65 Tde <1 dakika | 5.5- AZO- ksilan 8.8 |[62.7
156 8.0
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169, 50C |65 Tde > 1 |7.0 AZO- ksilan 8.7 |36.7
170 dakika; 85 T'de <
1 dakika
195, 50€C |65 Tde >1 |55 AZO- ksilan 8.5 |36.7
196 dakika, < 10
dakika, 85 T'de <
1 dakika
215, 85C |85 TCde < 3 |55- AZO- ksilan 86 |34.8
216 dakika 8.0
47,48 | 50 T |< 0.5 dakika at 65 | 7.0- AZO- ksilan 6.2 |40.3
T; 85 Cde <1 |8.0
dakika
191, 35C |85 Tde > 30|55 AZO- ksilan 7.8 | 346
192 saniye
247, 50C |65 Tde < 1 |80 AZO- ksilan 94 |43.5
248 dakika
7,8 50C |85 Tde > 1 |55 AZO- ksilan 45 | 553
dakika, < 5 dakika
221, 50- 65| 75 CT'de <1 dakika | 5.5 AZO- ksilan 8.3 |346
222 T
163, 65 C |65 C'de <1dakika | 7.0 AZO- ksilan 6.3 | 36.0
164
19,20 | 37 € |50 C'de <5 dakika | 7.0 AZO- ksilan 9.2 |41.5
8.0
87,8837 -8 Tde < 1 |8.0 AZO- ksilan 52 |38.7

50 C

dakika
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81,82|50C |66 Tde < 1 |7.0 AZO- ksilan 5.3 | 388
dakika 9.0
91,92 |50C |65 Tde < 1 |7-8 AZO- ksilan, AZO- | 54 | 390
dakika CMC
61,62 | 37 T |50 Tde <5dakika | 7.0 AZO-ksilan, AZO- 54 |40
9.0 CMC
159, 85C |85 Tde < 30 |55 AZO- ksilan 8.3 | 34.5
160 saniye
233, 50C |65 Tde > 30 |7.0 AZO- ksilan 8.5 | 351
234 saniye ila < 1
dakika; 85 T'de <
1 dakika
203, 50 -|65 Cde > 1|55 AZO- ksilan 95 |21.7
204 865 C |dakika ila < 5
dakika, 85 T'de <
1 dakika
181, 35C |85 Cde > 1|55 AZO- ksilan 8.8 | 355
182 dakika 8.0
227, 65 T |85 Tde>1dakika | 5.5 AZO- ksilan 7.8 | 258
228 ila < 5 dakika 7.0
45 46 | 345 T | 45 T'de 35 dakika, | > 5.5 AZO- ksilan 6.7 |404 |***
55 Cde <05
dakika
231, 66C |60 Cde =>10 |55 AZO- ksilan 84 | 314
232 dakika 7.0
129, 65 T |75 Cde<1dakika | 5.5 AZO- ksilan 51 [ 116
130
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93,94 |50C |60 Tde < 1 |80 AZO- ksilan 53 |391
dakika 9.0
189, |65 T |65 T'de <1dakika | 5.5 AZO- ksilan 9.2 |20.3 | ¥
190
49,50 |70 C |70 <Tde <20 |>5 AZO- ksilan 57 | 389
dakika
85,86 | 50 T |85 T'de >5dakika | 5.5 AZO- ksilan 6.1 |48.4
7.0
99, 50 € |75 Tde<1dakika | 5.5 AZO- ksilan 10.8 | 36.6
100 8.0
123, |°%85C | 100 Tde <30 |5.5- AZO- ksilan 6.1 | 44.1
124 saniye 7.0
249, (45T |75 T de>1dakika |55 AZO- ksilan 53 |93
250 ila < 10 dakika
167, (85T |85 TCde < 5 |55 AZO- ksilan 9.5 | 217
168 dakika
207, |75 |65 Vde < 5 |55 AZO- ksilan 91 (204
208 dakika
251, |65-75|85 TCde < 1|55 AZO- ksilan 8.8 | 204 |*
252 T dakika
11,12 | <90 70 Tde <40 |>6 AZO- ksilan 6.8 |43.9
T dakika
177, |65C |76 Tde < 1 |55 AZO- ksilan 8.7 | 446

178

dakika
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9,10 |50 C |65 C'de<1dakika | 5.5 AZO- ksilan 49 |46.1
7.0
43,44 | 37 C |kararsiz 55- AZQO- ksilan 49 |391
7.0

113, 65 -|75 TCde < 1 |55- AZO- ksilan 5 41.2

114 75 T | dakika 8.0

75,76 |50C |85 TCde < 1 |7.0 AZO- ksilan 47 | 394
dakika 9.0

111, 37C |50 Cde =>10 |7-8 AZO- ksilan 56 |41.0

112 dakika

117, 37 T |kararsiz 7-8 AZO- ksilan 9.1 |533

118

115, - - - AZO- ksilan 8.9 |50.8

116

125, 37 C |- 8.0 AZO- ksilan 53 (411

126

137, 50C |65 Tde < 30 |55 AZO- ksilan 57 | 385

138 saniye

69,70 (%85C |85 Tde < b5 |55 AZO- ksilan 6.4 | 58.0
dakika 9.0

205, 50 C |65 C'de <1dakika | 5.5-8 | AZO- ksilan 4.3 | 351

206

211, 50 C |65 C'de<1dakika | 5.5 AZO- ksilan 44 |354

212
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197, 65 C |65 T'de <1dakika | 5.5 AZO- ksilan 8.8 | 201
198
31,32 | 37 T |kararsiz 7.0 AZQO- ksilan 51 544
13,14 | 50 T |65 C'de <1dakika |7 AZO- ksilan 55 [40.0
65,66 |50C |66 Cde < 1 |55 AZO- ksilan, AZO- | 4.8 | 555
dakika CMC
257, 37 C |kararsiz 55 AZO- ksilan, AZO- | 5.3 | 100.8
258 barley - glucan,
AZO- CMC
57,58 | 50 € |65 T'de <1 dakika | 7.0 AZO- ksilan 48 |56.7
185, 50- 80 C'de <1 dakika | 5.5 AZO- ksilan 8.8 |23.2
186 75°C
243, 75°C |85 <Cde >05 1|55 AZO- ksilan 8.8 (444
244 dakika
77,78 |50C |65 Cde < 5 |55 AZO- ksilan 53 (445
dakika, 85 T'de <
1 dakika
229, 37 C |55 Cde 330 | 5.5 AZO- ksilan 8.7 |20.6 | ¥+
230 dakika, 75 T'de <
5 dakika
108, 65°C |>0.5 dakika @ |5.5 AZO- ksilan 49 |452
110 75°C
193, 65C |76 Tde < 1 |65 AZO- ksilan 54 | 291
194 dakika
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173, 65°C | < 1 dakika 80 |7.0 AZO- ksilan 76 | 516
174 T'de < 1 dakika
59,60 | 37 €T |65 C'de <1dakika | 7.0 AZO- ksilan 6.6 |425
101, 50°C |65 Tde =>05 7.0 AZO- ksilan 8.7 |411
102 dakika
55,56 |37C |50 Cde > 5 |7.0 AZO- ksilan 6.5 |41.8
dakika; 85 T'de <
1 dakika
15,16 |50 C |65 Cde < 1 |7.0 AZO- ksilan 6.4 |40.2
dakika
131, - - - AZO- ksilan 56 |42A1
132
145, 65-85|85 TVde < 1|55 AZO- ksilan 5.2 |43.7
146 T dakika
219, - - 55 AZO- ksilan 6.6 |345
220
253, 65C |85 Cde =05 |55-7 |AZO-ksilan 7.8 | 346
254 dakika
255, 65°C |65 Tde > 1 |55- AZO- ksilan 83 |35.0
256 dakika ila <3|7.0

dakika
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optimum pH veya sicaklik
** Termal stabilite, enzimin onemli aktiviteyi muhafaza ettigi sure (yaklasik >% 50)
*** Hamurun forma sokulmasi

**** Hayvan yemi uygulamalari yonelik termal tolerans evrimi icin GSSM ebeveyni

enzimin nispi aktivitesine gore pH 4'te anlamh olarak artmistir.

et Hamurun forma sokulmasi

* Bir substrat olarak AZO- AZO- ksilan kullanarak baslangic oranlan ile belirlenen

***x* Dusuk pH aktivitesini arttirmak igin yapilan N35D mutasyonu, kamusal bilgi- mutant

ORNEK 2: TERMAL TOLERANSLI MUTANTLAR IiCIN GSSM TARAMASI

Asagidaki ornek, termal olarak toleransli enzimlerin taranmasina yonelik yontemi
aciklamaktadir.

Ana Plakalar : 96 oyuklu plakalan etiketleyerek ve her bir oyuga 200 uyL LB Amp 100
alikuatlayarak bir koloni segici icin plakalar hazirlayin. (96 oyuklu plaka bagina ~ 20 mi
gereklidir). Plakalar seciciden déndukten sonra, A tabakasindan 6. siradaki ortami
cikarin. SEK ID NO: 189 inokulasyonu ile degistirin. Nemlendiriimis 37 T inkubatore

gece boyunca yerlestirin.

Tahlil plakalari : Arag kulturlerini taze 96 oyuklu bir plakaya (200 pL / cukur LB Amp

100) vyerlestirin. Plastik kapa@d c¢ikarin ve Gaz Gegirgen Conta ile degistirin.
Nemlendirilmis inkuibatore gece boyunca yerlestirin. Contayi sokun ve plastik kapagi
degistirin. 10 dakika boyunca 3000 rpm'de masa santrifujunde Kulturleri dondurun. Bir
kagit havlu Uzerine ters gevirerek supernatanti cikarin. Her oyuga pH 6 olan 45 uL Cit-
Phos- KCI tamponu alikotlayin. Plastik kapagi aluminyum plaka contasiyla degistirin.
lyi bir sizdirmazlik saglamak igcin bir silindir kullanin. - 30 saniye boyunca 6- 7

duzeyinde bir plaka ¢alkalayicida hicreleri tekrar suspansiyon haline getirin.

96 oyuklu plakayl 80 T inkubatore 20 dakika boyunca yerlestirin. Yigmayin. Daha
sonra, birkag dakika sogumasini saglamak icin plakalari hemen buzlu suya cikarin.
Aluminyum contayi sokun ve plastik kapak ile degistirin. 30 pL % 2 Azo- ksilan ekleyin.
Daha onceki gibi plaka calkalayicisinda karistirin. Nemlendirilmis inkubatorde gece
boyunca 37 T'de inkube edin.
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Her oyuga 200 pL etanol ekleyin ve kanstirmak icin birkag kez yukan ve asag
pipetleyin. Her seferinde degisen uglara bir alternatif olarak, bir etanol yikamasinda
durulayin ve bir kagit havluya dokerek kurutun. Plaklan 10 dakika boyunca 3000
rpm'de dondurun. 100 pL supernatanti yeni bir 96 oyuklu bir plakaya ¢ikarin. OD 590 ‘I

okuyun.

ORNEK 3: TERMAL TOLERANSLI MUTANTLARIN BASARI DOGRULAMASI iCiN
GSSM TESTI

Asagidaki ornek, termal olarak toleransli enzimlerin analiz edilmesine yonelik yontemi

aciklamaktadir.

Aleti iligtirin veya klonlan ¢ift kopyal 96 kuyucuklu plaklara toplayin (200ul / oyuk LB
Amp 100). Plastik kapagi ¢ikarin ve Gaz Gegirgen Conta ile degdistirin. Nemlendirilmig
inkubatore gece boyunca yerlestirin. Contayl sokiun ve plastik kapak ile degistirin.
Klonlari kati agara pintoollayin. 10 dakika boyunca 3000 rpm'de masa santrifujunde
kulturleri dondurun. Bir kagit havlu uzerine ters gevirerek supernatanti gikarin. Her
oyuga 25 pl BPER / Lizozim / DNaz ¢ozeltisini (asagi bakiniz) alikotlayin.. - 30 saniye
boyunca 6- 7 duzeyinde bir plaka calkalayicida hucreleri tekrar suspansiyon haline

getirin.

Plakayi 15 dakika buz Uuzerinde inkube edin. Her oyuga pH 6 olan 20 pL Cit- Phos- KCI
tamponu ekleyin. Plastik kapagi aluminyum plaka contasiyla degistirin. lyi bir
sizdirmazlik saglamak icin bir silindir kullanin. - 30 saniye boyunca 6- 7 duzeyinde bir
plaka calkalayicida kanstirin.

Bir 96 kuyucuklu plakayr 80 T'deki inkubatore 20 d akika boyunca ve digerini 37
C'dekine yerle stirin. Yigmayin. Plakalarn derhal birka¢ dakika buzlu suya sogumaya
birakiniz {gerektiginde buyuk bir plastik tepsi kullaniniz). Aluminyum contayi sékun. 30
ML % 2 Azo- ksilan ekleyin. Plastik gaz gegirgen bir conta ile kapatin. Daha dnceki gibi
plaka galkalayicisinda karistinin, 37 T ve 80 Tlik bir seti, 37 T sicakhkt aki nemli
inkubator icinde 2 saat boyunca ve bir baska grubu 4 saat boyunca inkube edin.

Inkuibasyondan sonra plakayi oda sicaklijinda ~ 5 dakika bekletin. Her oyuga 200 L
etanol ekleyin ve kangtirmak i¢in birkac kez yukari ve asagi pipetleyin. Her seferinde
uglan degigtirmek yerine, bir etanol yikamasinda durulayin ve bir kagit havluya
dokerek kurutun. Ancak, her bir klon igin yeni bir grup ug kullanin. Plaklarn 10 dakika
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boyunca 3000 rpm'de dondurun. 100 pyL supernatanti yeni bir 96 oyuklu bir plakaya
gikarin. ODsgo't okuyun.

BPER / Lizozim / DNaz ¢bzeltisi (toplam 4.74 mL):

4.5 mL BRP

200 uL 10 mg / mL Lizozim (pH 6 olan Cit- fos- tamponda taze yapilmis)
40 UL 5 mg / mL DNaz | (pH 6 olan Cit- fos tamponunda taze yapilmis)

ORNEK 4: Substrat olarak bugday arabinoksilan ile ksilanaz testi

Asagidaki ornek, ornegin bir enzimin bulusun kapsami iginde oldugunu belirlemek igin

kullanilabilecek bir ksilanaz analizini tarif etmektedir.

SEK ID NClar: 11, 12, 89, 70, 77, 78, 113, 114, 149, 150, 159, 160, 163, 164, 167,
168, 181, 182, 197 ve 198 pH 8'de (Na- fosfat tamponu) bir analize tabi tutuldu ve 70
C'de bir substrat olarak budday arabinoksilan kullanildi. Enzimler, Tablo 7'de
belirtildigi gibi karakterize edildi.

Tablo 7

SEK ID | Protein her viyale | #of Birimler/ml* | protein U/mg

NC’lar: | Konsantrasyonu eklenen viyalleri {(mg/mL}
(mg/ml) lizatin hacmi

11,12 42 0.5 10 163 22.0 7.4

113, 37 0.6 10 66 22.0 3.0

114

163, 35 0.6 10 25 22.0 1.1

164

197, 23 1.0 10 31 22.0 1.4

198

167, 10 2.2 10 228 22.0 10.4

168
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77,78 47 0.5 10 29 22.0 1.3
69, 70 18 1.3 10 36 22.0 1.7
181, 28 0.8 10 24 22.0 1.1
182

159, 25 0.9 10 43 22.0 2.0
160

149, 42 0.5 10 24 22.0 1.1
150

* Her numuneye 1 mL su eklenmesine dayanir.

Birimler, bir indirgeyici seker analizine bagh olarak dakika basina salinan umol
ksilozudur.

ORNEK 5: Bulusa ait 6rnek bir ksilanazin uretilmesi

Asagidaki ornek, "9x" varyanti veya mutanti (SEK ID NO: 377'de belirtilen nukleik asit,
SEK ID NO: 378'de belirtilen polipeptid dizisi gibi) olarak adlandirilan gen bolgesi
doygunluk mutagenezi (GSSM) teknolojisi kullanilarak bulusun bir érnek ksilanazinin

uretilmesini tarif etmektedir.

GSSM, ornek SEK ID NO: 190, "vahsi tip" ksilanazda (SEK ID NO: 189 ile kodlanmis)
kapsaml bir nokta mutasyon kutuphanesi olusturmak igin kullanilmistir. Yukanda tarif
edilen ksilanaz termotolerans taramasi, vahsi tip enzime gore daha iyi termal toleransa
(20 dakika boyunca 80 T'de bir is1 yuklemesini tak iben dlculdugu uzere) sahip olan
dokuz tek alanh amino asit mutantini (Sekil 6A) (D8F, Q11H, N12L, G171, G60H, P64V,
S65V, G68A & S79P) tanimlamistir. Vahsi tip enzim ve tum dokuz tek alanh amino asit
mutantlari E. coli iginde uretildi ve bir N- terminalli heksahistidin etiketi kullanilarak

saflastinldi. Etiketten dolay etkinlikte fark edilebilir bir fark yoktu.

Sekil 6, "varyant 9x" in dokuz tek alanh amino asit mutantini ya da ornek niteligindeki
DiZ ID NO: 190 "vahsi tip" enziminin (SEK ID NO: 189 ile kodlanmistir) gen bolgesi
doygunluk mutagenezi (GSSM) tarafindan uretildigi gibi SEK ID NO: 378'de (SEQ ID
NO: 377 ile kodlanmig) ortaya koyuldugu gibi gostermektedir. $Sekil 6A, "vahsi tip"
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genin (SEQ ID NO: 190, SEQ ID NO: 189 ile kodlanan) termal tolerans noktasi
mutantlari igin pozisyonu, numaralandirmayi ve amino asit degisimini gosteren sematik
bir diyagramdir. 64 kodonun tamamindan olusan bir kutuphane, gendeki her amino
asit pozisyonu igin uretildi ( ~ 13,000 mutant) ve termal toleransi arttiran mutasyonlar
igin tarandi. “9X" varyanti, tum 9 tek alanh mutantlarin bir enzime birlestiriimesiyle
uretilmistir. Her bir mutant enzim ve "9X" (SEK ID NO: 378) varyanti igin Diferansiyel
Taramali Kalorimetri (DSC) ile belirlenen ilgili erime sicakhd gegis orta noktasi (Tm)
sagda gosterilmistir. $ekil 6B, "vahsi tip" (SEK ID NO: 190) ve "9X" (SEK ID NO: 378)
"varyanti / mutant’” enzimlerinin acilmasinin DSC tarafindan 1 T/dk'lik bir tarama
hizinda izlendigini gostermektedir. Temel DSC verileri, protein konsantrasyonu igin

normalize edildi.

DSC olgumleri, kopya halinde bir VP- DSC mikrokalorimetresi (Micro- Cal) kullanilarak
yapildi. Gerekli numune hacmi 540 pL idi . Protein konsantrasyonlari pH 7.2 olan
50mM HEPES icinde 0.1 ila 0.5 mg / mL arasindaydi ve baz hatti kontrolleri igin diyaliz
tamponu muhafaza edildi. Her ornek 40 T ila 110 T arasinda isitilmigtir. Numuneler
ve / veya tampon isitilmis ve 90 T / s'lik bir tarama hizinda so Jutulmustur. Sistem
kararh bir duruma ulagana kadar tampon tabanlari birgok kez kaydedildi. T degeri,

maksimum isinin yayimlandidi sicaklik oldu.
Ksilanaz aktivite analizleri

Enzim etkinlikleri belirtilen sicakliklarda% 2 CP 550 «L substrat olarak azo- ksilan
(sitrat- fosfat) tampon maddesi, pH 6.0, 400 «L kullanilarak belirlenmistir. PH'in bir
fonksiyonu olarak aktivite olgumleri, 0.1 M fosforik asit ¢ozeltisi, 0.1 M baorik asit ve 0.1
M asetik asidin karistinlmasi ve ardindan 1 M sodyum hidroksi ile pH'In ayarlanmasi
ile hazirlanan 50 mM Britton ve Robinson tampon ¢ozeltileri (pH 3.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0
ve 9.0) kullanilarak belirlenmistir. Reaksiyonlar 50 o« L 0.1 mg / ml saflastirilmisg
enzimin eklenmesiyle baslatilmistir. Zaman noktalan reaksiyon karisiminin 50 «L
reaksiyon karisiminin 200xL ¢okeltme gozeltisine (% 100 etanol) ilave edildidi O ila 15
dakikalar arasinda alinmigtir. Tum zaman noktalart alindiginda, numuneler
kanigtinlmig, 10 dakika sureyle inkube edilmis ve 3000 g'de 10 dakika sureyle 4 T'de
santrifujlenmistir. Supernatan (150 «L) yeni bir 96 oyuklu plaka icine bolunmus ve
absorbans 590 nm olarak olgulmustur. Aseo dederleri zamana kargi cizilmis ve
baslangig hizi ¢izginin egiminden belirlenmistir.
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Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC).

Kalorimetri, veri toplamak icin DSCRun yazilim paketi, analiz icin CpCalc, mikro wattan
molar 1s1 kapasitesine donusturmek icin CpConvert ve dekonvolusyon icin
CpDeconvolute kullanilarak bir Model 6100 Nano Il DSC aygiti (Calorimetry Sciences
Corporation, American Fork, UT) kullanilarak gerceklestirilmistir. Analiz, 1 T/dakikalik
bir tarama hizinda 20 mM potasyum fosfat (pH 7.0) ve 100 mM KCl'de 1 mg / ml
rekombinant protein ile gerceklestiriimistir. Tum DSC deneyleri sirasinda, c¢ozelti
Isinirken olasi gazin giderilmesini onlemek icin sabit bir 5 atm basing saglanmistir.
Enstrumental temel, tampon ile doldurulmus her iki hucre ile yapilan deneylerden once
rutin olarak kaydedildi. Termal olarak induklenen gegislerin tersinirligi, birinci
gahismanin sogutulmasindan hemen sonra kalorimetre huicresindeki ¢dzeltinin yeniden

iIsitiimasiyla test edildi.
Termal toleransin belirlenmesi.

Butun enzimler, 80 T'de 20 mM potasyum fosfat (pH 7.0) ve 100 mM KCl'de termal
tolerans agisindan analiz edildi. Enzimler 80 T'de 0, 5, 10 veya 30 dakika boyunca
ince duvarl tuplerde 1sitildi ve buz uzerinde sogutuldu. Kalinti aktiviteleri, aktivite
olcumu icin yukarida tarif edilen deney kullanilarak substrat olarak Azo- ksilan ile

belirlenmistir.
Polisakkarit Parmak izi.

Polisakkarit parmak izleri, karbonhidrat jel elektroforezi (PACE) kullanilarak
polisakkarit analizi ile belirlenmistir. Beechwood ksilan (0.1 mg/mL, 100 «L, Sigma,
Poole, Dorset, ingiltere) ya da ksilooligosakkaritiere (1 mM, 20 «L, Megazyme,
Wicklow, irlanda), toplam 250 oL'lik bir hacim iginde 16 saat boyunca enzim (1 - 3 «g)
ile muamele edilmigtir. Reaksiyon, pH 5.5 olan 0.1 M amonyum asetat iginde
tamponlandi. Enzimler, polisakkaritler / oligosakkaritler veya etiketleme reaktifleri
icindeki herhangi bir spesifik olmayan bilesidi tanimlamak icin substratlar veya
enzimler icermeyen kontroller ayni kosullar altinda gerceklestirildi. Reaksiyonlar 20
dakika kaynatilarak durduruldu. Testler, her bir durum igin bagimsiz olarak en az 2 kez
gerceklestirildi. ANTS (8- aminonaftalin- 1,3,6- trisulfonik asit, Molekuler Problar,
Leiden, Hollanda) kullanilarak turevlendirme, elektroforez ve goruntuleme anlatildig
gibi gerceklestiriimistir (Goubet, F., Jackson, P., Deery, M. ve Dupree, P. (2002) Anal.
Biochem. 300:53- 68).
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Uygunlugun Hesaplanmasi.

Verilen bir enzim varyanti (n} i¢cin uygunluk (Fn), denaturasyon sicakhgi gegisi orta
noktasindaki (Tm) esit derecede agirhk artisi ve enzimatik aktivitedeki her
parametrede en buyuk farkhlia gore artis (veya azalma) ile hesaplanmistir: Fn = F 1,
+ F vn, burada varyantin F t» = Tm uygunluk faktoru ve F vn = varyantin aktivitesinin
uygunlugunun faktérudur. Her biri icin (Tm ve aktivite) uygunluk faktorleri, Tm'deki en
buyuk fark veya tum varyantlarda orana goredir. F tn = (Tm - T m1y / {T mn - T mi) olup,
burada T mn belirli bir varyant (n) icin Tmrdir ve T m. tUm varyantlar arasinda en duguk
Tm ve T mu tum varyantlar arasinda en yuksek Tmdir, burada Vn belirli varyant (n) icin
goreli oran ve VL tum varyantlar arasinda en dusuk hiz ve Vi tum varyantlar arasinda

en yuksek hizdir.
GSSM yontemiyle evrim.

GSSM teknolojisi, bulusun SEK ID NO: 378 (SEK ID NO; 377 tarafindan kodlanmis)
ornek ksilanazi da dahil olacak sekilde bulugsun SEK ID NO: 190 (SEK ID NO: 189
tarafindan kodlanmig) ornek ksilanazi, kapsaml bir nokta mutasyon kutuphanesi
olusturmak icin kullaniimistir. Yukarida tarif edilen ksilanaz termotolerans taramasi,
ornek niteligindeki “vahsi tip” enzim SEK ID NO: 190’a ( SEK ID NO: 189 tarafindan
kodlanmig) gore daha iyi termal toleransa (20 dakika boyunca 80 T'de bir Isi
yuklemesini takiben dlguldugu izere) sahip olan dokuz tek alanh amino asit mutantlar
(Sekil 6A) D8F, Q11H, N12L, G171, G60H, P64V, S65V, G68A & S79P tanimlamistir.
Vahsi tip enzim ve tum dokuz tek alanh amino asit mutantlari E. coli iginde uretildi ve
bir N- terminalli heksahistidin etiketi kullanilarak saflagtinldi. Etiketten dolay etkinlikte
fark edilebilir bir fark yoktu.

Tekli amino asit mutasyonlarinin enzimatik aktivite uzerindeki etkisini belirlemek igin,
dokuz mutantin tamami saflastinldi ve bunlann ksilanaz aktivitesi (vahsi tip sicaklik
optimumundaki 70 T, baslangic oranlarn) ornek SEK ID NO: 190 "vahsi tip"
enzimininki ile karsilastinldi. Enzim aktiviteleri, D8F, N12L, G171, G60H, P64V, S65V
GG6BA ve S79P mutantlan igin vahsi tip (baslangic orani 1.0'a normalize edilmistir) ile
karsilastinlabilir (sirasiyla ilgili baslangig oranlar 0.65, 0.68, 0.76, 1.1, 1.0, 1.2, 0.98
ve 0.84), bu mutasyonlarin enzimatik aktiviteyi onemli dlcude degistirmedigini
dogrulamaktadir. Baslangic oranlari 3 veya daha fazla kez 6lguldu ve varyans tipik
olarak % 10'dan daha azdi. Bu sekiz mutanttan farkl olarak, en iyi termal tolerans, tek
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bolge mutanti, Q11H (nispi basglangic orani 0.35) i¢cin enzimatik aktivitede dikkate

deder bir azalma gozlemlenmigtir.

“Vahsi tip" ve termal toleransli tek alanli amino asit mutant enzimlerinin erime

sicakhgi (Tm).

Saflastinimis DIZ ID NO: 190 "dogal tip" ksilanaz ve dokuz termal toleransh tek alanli
amino asit mutantlan, diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC) kullanilarak analiz edildi.
Bunun termal denaturasyonuna yonelik DSC izinde bir yamag ile kanitlandidi gibi vahsi
tip enzim icin toplanma acgikga gorulmustur, bakiniz Sekil 6B. Gelisen mutant enzimler,
toplanma belirtisi gostermedi. Tum enzimler icin, termal olarak induklenen
denaturasyon geri donusumsiuizdi ve numunenin ikinci bir taramasinda fark edilebilir
bir gecis gozlenmedi. Denaturasyonun tersinmezligi nedeniyle, sadece gorunen Tm
(erime sicakhdi) hesaplanabilir (ornegin, Sanchez- Ruiz (1992) Biophys. J. 61: 921-
935;Beldarrain (2000) Biotechnol. Appl. Biochem. 31:77- 84'Te'te agiklandidi gibi).
Vahsi tip enzime ait Tm 61 T iken, tum nokta mutantlara ait T m ‘ler arttirilmis ve 64 C
ila 70 T arasinda de gismistir (Sekil 6A). Q11H mutasyonu, vahsi tipte en buyuk artisi
(Tm =70 C), ardindan P64V (69 T), G171 (67 T) v e D8F'yi (67 T) ortaya cikarmi stir.

“9X' kombine GSSM ornek enzim SEK ID NO: 378

“OX" enzimi (SEK ID NO: 378), dokuz adet termal toleransl yukari- mutantin tek- alan
degisikliklerini  birlestirme yoluyla alan hedefli mutagenez (Sekil 6A) ile
yapilandinimistir. “9X" (SEK ID NO: 378) enzimi E. coli icinde eksprese edilmis ve
homojenlik i¢cin saflagtinldi. DSC, erime sicakhdini belirlemek icin gergeklestirildi. “9X"
enziminin Tm'si, SEK ID NO: 190'dan 34 derece daha yuksekti, bu da "vahsi tip"

enzimin, termal stabilitesinde dramatik bir degisim oldugunu gosterir (Sekil 6B).

Kombine mutasyonlarin ve yuksek erime sicakhiginin enzimin biyokimyasal ozellikleri
uzerindeki etkisini dederlendirmek icin pH ve sicaklik profilleri olusturuldu ve "vahsi tip"
enzim olan SEQ ID NO: 190 ile karsilastirildi. Sekil 7, "vahsi tip" ve "evrimlesmig" 9X
mutant enzimlerinin biyokimyasal karakterizasyonunu gostermektedir. Sekil 7A, vahsi
tip ve evrimlesmis 9X mutant enzimleri igin aktivitenin pH bagimliligint gostermektedir.
Ksilanaz aktivitesi, her pH'da 37 T'de dlguldu ve baslangic hizlarini belirlemek icin
baslangi¢ hizi 590 nm'de absorbansa karsi cizildi. $Sekil 7B, vahsi tip ve evrimlesmis
9X mutant enzimleri igin aktivitenin sicakliga bagimhligini gostermektedir. Vahsi tip ve
9X mutant enzimlerin optimum sicaklklan, pH 6.0'da 25- 100 T'lik bir sicaklik
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arahginda odlguldu ve 5 dakika boyunca odlgulen baglangi¢ hizlarina dayaniyordu. Sekil
7, "vahsi tip" ve ‘"evrimlesmigs" 9X mutant enzimlerinin termal stabilitesini
gostermektedir. Vahsi tip ve evrimlesmis 9X mutant enzimlerinin aktivitesinin termal
bagimlihdi, ilk once enzimlerin belirtilen sicakhklarin her birinde 5 dakika sureyle
isitilarak, ardindan oda sicakligina sogutularak ve kalinti aktivitesinin olgculmesiyle
olguldu (baslangig orani 37 T'de, pH 6.0). Her deney i¢in dene y baslangi¢ hizlar 2

veya daha fazla kez dlguldu ve varyasyon % 10'dan daha az oldu.

SEK ID NO: 190 ve SEK ID NO: 378 ("9X" mutanti) enzimi, pH 5 ve 6 arasinda en
yuksek aktiviteli kargilastirilabilir pH / aktivite profillerine sahipti (Sekil 7A) . Her iki
enzim de 70 C'de benzer ba glangi¢ hizi / sicaklik optimum degerlerine sahiptir, ancak
SEK ID NO: 190, "vahsi tip" enzim daha dusuk sicakliklarda (25- 50 T) daha yuksek
aktiviteye sahipken, SEK ID NO: 378 ( "9X" mutant), substratin varliginda 100 C'ye
kadar (baslangig orani ile belirlenen) aktivitesinin% 60" indan fazlasini korudu (Sekil
7B). SEKID NO: 190'1n, "vahsi tip" enzimin aktivitesi, 70 T'nin Uzerindeki sic akliklarda
saptanamadi.

9 kombine mutasyonun enzim termal toleransi Uzerindeki etkisini belirlemek icin kalinti
aktivitesi olculdu ve SEK ID NO: 190, "vahsi tip" enzim ile karsilastirildi. Kahnti
aktivitesi, her sicaklikta (37, 50, 60, 70, 80 ve 90 ) 5 dakika boyunca bir 1s1 yuklemesi
ile ve ardindan 37 C'de aktivite olgumleriyle belirlendi. SEK ID NO: 190, 70 C'nin
uzerinde tamamen etkisiz hale getirilmis iken, evrim gegirmis 9X mutanti, 70, 80 ve
hatta 90 T'de 1sitildiktan sonra dnemli bir aktivi te sergilemistir (Sekil 7C). Ayrica, vahsi
tip enzimin aktivitesi, artan sicaklikla azalmasina ragmen, 9X varyanti, 60 C'ye kadar

olan sicakliklarda isitilarak biraz aktive edildi.

GeneReassembly tekncelojisi kullanilarak kombinasyonel GSSM varyantlarinin

uretilmesi.

Ek olarak yapilandinimis SEK ID NO: 378 (“9X” mutanti) ile karsilastinldiginda en
yuksek termal tolerans ve aktiviteye sahip olan 9 tek alanli amino sit mutantlarinin
kombinasyonel varyantlanni tanimlamak igin bir GeneReassembly kutuphanesi (ABD
Patenti No. 6,537,776) olusturulmus ve taranmistir. Tarama kriteri olarak termal
tolerans kullanilarak, orijinal 9X varyanti olarak dokuz mutasyonun 33 benzersiz
kombinasyonu tanimlandi. Evrimlesen 9X'ten daha yuksek aktiviteye / ekspresyona
sahip varyantlar segmek icin ikincil bir tarama yapildi. Bu tarama, Sekil 8A'da
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gosterildigi gibi, cesiti kombinasyonlardaki orijinal tekli mutasyonlarin 6 ve 8
arasindakilere sahip sekanslar iceren 10 varyant verdi. Sekil 8, GeneReassembly
teknolojisi kullanilarak tanimlanan kombinasyonel varyantlari gostermektedir. Sekil 8A,
gelismis termal tolerans ve aktiviteye sahip varyantlar icin yapilan ve taranan 9 GSSM
nokta mutasyonunun tum olasi kombinasyonlarinin GeneReassembly kutuphanesini
gostermektedir. 9X varyantini iceren on bir varyant elde edildi. Sekilde gosterildigi gibi,
varyantlar cesitli kombinasyonlarda 6, 7, 8 veya 9 nokta mutasyonlarina sahipti. Her
bir varyantin DSC'si tarafindan belirlenen ilgili erime sicakli§i gecis orta noktasi (Tm)
sagda gosterilmistir. Sekil 8B, sicaklik optimum (70 T) ve pH 6.0'da vahsi tiple
karsilastinidiginda 6X- 2 ve 9X varyantlarinin ilgili aktivitesini (5 dakikalik bir zaman
periyodu boyunca olgulen baslangigc hizini) gostermektedir. Hata gubuklari, 3 dlgim
icin baslangig hizindaki araligi gosterir.

Kombinasyonel varyantlarin her birinin erime sicakhid (Tm), vahsi tipinkinden (Sekil
8A) en az 28 T daha yuksekti ve yeniden birle stirme varyantlarimin timu, 9X
enziminden daha yuksek ilgili aktiviteye sahipti. Ozellikle bir varyantin, 6X- 2'nin
aktivitesi, vahsi tip enzimden daha buyuktu ve 9X enziminden belirgin olarak daha iyi
(1.7 kat) idi (Sekil 8B). Yeniden birlesme varyantlarinin sekans karsilastirmasi, en az
6 mutasyonda belirlendi, bunlara arttinimis termostabilite {>20 derece) icin ihtiyag
duyuldu. ik termostabilite taramasinda bulunan 33 benzersiz varyantin ikisi de termal
tolerans icin bunlarin onemini gosteren Q11H ve G171 mutasyonlarini iceriyordu.

Vahsi tip ve varyant polisakkarit urun parmak izlerinin analizi.

“Vahsi tip", 6X- 2 ve 9X varyantlan tarafindan uretilen urunler, karbonhidrat jel
elektroforezi (PACE) kullanilarak polisakkarit analizi ile karsilastinlmigtir. Farkh
substratlar (oligosakkaritler ve polisakkaritler), ksilanazlar tarafindan hidroliz i¢in test
edilmistir. Test edilen 3 ksilanazin sindirim urnleri, Sekil 9'da gosterildigi gibi cok
benzerdi. Hidrolize edilmig Ug¢ enzim (Ksil)s ve (Ksil)s, esas olarak her ikisi de (Ksil): ve
(Ksil)z, ve (Ksil)s, (Ksil)2ye hidrolize edildi (Sekil S8A). (Ksil)a'un (Ksil) 2'yve ve Ksil'e
sadece az miktarda hidrolizi gozlenmistir, bu da (Ksil) 3'Un enzim icin nispeten zayif bir
substrat oldugunu gostermektedir. (Ksil) 2'de aktivite tespit edilmedi. Glukuronosil
kalintilarini ihtiva eden beechwood ksilan, Uig enzimin tamam: tarafindan esas olarak
(Ksil) 2 ve (Ksil} s'e hidrolize edildi, ancak oligoksilan bantlari arasinda gog¢ eden bagka
bantlar tespit edildi (Sekil 9B). PACE analizinde, her oligosakkarid, seker
kompozisyonuna ve polimerizasyon derecesine bagh olarak spesifik bir goge sahiptir
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(Goubet, F., Jackson, P., Deery, M. ve Dupree, P. (2002) Anal. Biochem. 300, 53- 68),
bu nedenle, bu bantlar muhtemelen oligoglukuronoksilazlara tekabul eder. Bu nedenle,

evrimlesmis enzimler "vahsi tip" enzimin substrat ozgulluguni korumustur.

Yukarida belirtildigi gibi, Sekil 9, "vahsi tip" SEK ID NO: 190 (SEK ID NO: 189 ile
kodlanmig), 6X- 2 (SEK ID NO: 380, SEK ID NO: 379 ile kodlanmig) Urin parmak
izlerini ve SEK ID NO: 378 ("9X" mutant) enzim varyanti, PACE tarafindan belirlendigi
gib oldugunu gosterir. Sekil 9A, oligoksilanlarin (Ksil) 3, (Ksil) 4, (Ksil) 5 ve (Ksil) ¢'nin
"vahsi tip" ve varyant enzimlerle hidrolizinden sonra elde edilen parmak izlerini gosterir.
Kontrol seritleri, enzim yoklugunda analiz kosullan altinda inkube edilen oligosakkarit
igerir. Sekil 9B, vahsi tip ve varyant enzimlerle Beechwood ksilanin hidrolizinden sonra
elde edilen parmak izlerini gosterir. Standartlar (Ksil) 2 , (Ksil) 3, (Ksil) 4 igerir. Butun
analizler 37 T'de ve pH 5.5'te gercekle stirildi.

Bir kag endustriyel pazar uygulamasinda proses uyumlulugu icin optimize edilmis
yuksek derecede aktif, termostabil bir ksilanazi hizl bir gekilde Uretmek icin laboratuvar
geni evrim stratejilerinin bir kombinasyonu kullanilmistir. GSSM metodoloijisi, ormek
"vahsi tip" ksilanaz SEK ID NO: 180'nin (SEK ID NO: 189 tarafindan kodlanmis) tum
dizisini taramak ve bunun termal toleransini arttiran 9 nokta mutasyonunu tanimlamak
icin kullanmlmistir. Sekil 9'da gosterildigi gibi enzimin hidroliz urun profili Uzerinde ayirt
edilebilir bir etkisi olmamasina ragmen, protein dizisine 9 mutasyonun eklenmesi, SEK
ID NO: 190'nin ("vahsi tip”} optimum sicakhdindaki enzimatik spesifik aktivitede orta
siddette bir azalma ile sonuglanmigtir. 70 T, bakiniz Sekil 9B. 9 tek alanh amino asit
mutantlarinin bir kombinasyonel kutuphanesini olusturmak icin GeneReassembly
yontemini kullanarak, bu aktivitedeki azalma asildi. “9X” varyantindan daha iyi
aktiviteye sahip on adet termostabil varyant (Tm'ler 89 T ve 94 T arasinda),

GeneReassembly kutuphanesinin taranmasindan elde edildi. 90 T'lik bir Tm ile, vah si
tipin Ustundeki enzimatik spesifik aktivite ve bir Urun parmakizi degistiriimemistir ve
SEK ID NO: 190 ("vahsi tip") ile karsilastinldiginda, 6X- 2 varyant! (SEK ID NO: 380,
SEK ID NO: 379 tarafindan kodlanmis) ozellikle dikkate dederdir. Bildigimiz kadariyla
bu varyantlar icin elde edilen Tm degisimi, yonelimli evrim teknolojilerinin

uygulanmasindan bildirilen en yuksek artistir.

SEK ID NO: 380 (6X- 2 varyanti) SEK ID NO: 190 ("vahsi tip") ile karsilastinldiginda
asagidaki degisiklikleri icerir: D8F, Q11H, G171, G60H, S65V ve G68A. SEK ID NO:
379 "vahsi tip" SEK ID NO: 189 ile karsilastirldiginda asagidaki nukleotid
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degisikliklerini icerir: 22 ila 24 pozisyonlarindaki nukleotitler TTC'dir, 31 ila 33
pozisyonlarindaki nukleotitler CAC'dir, 49 ila 51 pozisyonlarindaki nukleotidler ATA'dr,
178 ila 180 pozisyonlarindaki nukleotitler CAC'dir, 193 ila 195 pozisyonlarindaki
nukleotitler GTG'dir, 202 ila 204 pozisyonlarindaki nukleotitler GCT'dir.

Nokta mutantlannin arzu edilen fenotipe eklenmesine karsi kombinasyonel
karistirmanin etkinligini olcmek icin, her bir mutanta yonelik hem enzim aktivitesindeki
dedisiklikler hem de termostabilite katkillanni birlestiren bir uygunluk parametresi
hesaplanmistir. Burada belirtildigi Uzere uygunluk terimi, diger enzimlerle
karsilastirilabilecek objektif bir olcum degildir, ancak bu 6zel ksilanazin yonlendirilmis
evriminin basarisinin dlgtilimesini saglayan bir terimdir. Enzim uygunlugu (F) bu varyant
grubu icin Tm ve enzim aktivitesindeki esit agirlik degisimleri ile hesaplandigindan, izin
verilen maksimum uygunluk degeri 2'dir (F 1= 1 ve F v £ 1, yukariya bakiniz). Diger bir
deyisle, en iyi aktiviteye sahip varyantin da en yuksek Tm'ye sahip olmasi durumunda,
uygunluk degeri 2 olacaktir. 2've yakin bir uygunluk degeri ile (Sekil 10B'ye bakiniz),
6X- 2 varyanti (SEK ID NO: 380, SEK ID NO: 379 tarafindan kodlanmis), en iyi termal
stabilite ve enzim aktivitesi kombinasyonuna sahip olmaya en yakindir. En yuksek
uygunluk degerini veren tek alanl mutasyon S65V'dir. Her ne kadar S65V mutantinin
Tm'si Q11H mutantininkinden daha dusuk olsa da (sirasiyla 66 T ve 70 T), spesifik

aktivitesi vahsi tipe gore azaltimadidi icin daha yuksek bir uygunluk degerine sahiptir.

Sekil 10A, GSSM evrimi ile elde edilen "vahsi tip" Uzerindeki termal stabilite seviyesini
(Tm ile temsil edilen) gelisimini gosteren bir sematik diyagramdir. Tek alanh amino asit
mutanti ve en yuksek termal kararlihga sahip olan kombinasyonel varyant (sirasiyla
Q11H ve "9X" (SEK ID NO: 378)) vahsi tiple karsilagstirmal olarak gosterilmektedir.
Sekil 10B, GSSM ve GeneReassembly teknolojilerini birlestirerek elde edilen enzim
gelistirmesinin bir "uygunluk diyagramini* gostermektedir. Uygunluk, F = FT + FV
formulu kullanilarak belirlendi; burada, uygunluk (F), yukarida tarif edildigi gibi, termal
tolerans uygunludu (FT) ve nispi aktivite uygunlugu (FV) ile esit olarak
adirhklandirlarak hesaplandi. En yuksek uygunlugu (S65V) veren nokta mutasyonu
gosterilmektedir. 9 nokta mutasyonun tamamini birlestirmek de uygunlugu arttirmistir
(SEK ID NO: 378, "9X" varyanti1). Bununla birlikte, en iyi varyant olan 8X- 2'yi (SEK ID
NO: 380) elde etmek icin GSSM ve GeneReassembly yontemlerinin bir araya

getiriimesiyle uygunluk agisindan en buyuk iyilestirme elde edilmistir.
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GeneReassembly yontemi ayni zamanda gelistirilmis termal stabilite icin gerekli olan
onemli kalhintilarin tanimlanmasini saglamistir. Termal tolerans temelinde tanimlanan
her bir GeneReassembly varyantindaki iki anahtar kalinti, Q11H ve G17| mevcuttu
(Sekil 6A'ya bakiniz). Proteinlerin termal stabilitesi icin yapisal belirleyiciler uzerinde
cahsilmistir ve ornegdin Kinjo (2001) Eur tarafindan cesitli teoriler belgelenmistir.
Biophys. J. 30: 378- 384;Britton (1999) J. Mol. Biol. 293: 1121- 1132;Ladenstein (1998)
Adv. Biochem. Eng. Biotechnol. 61: 37- 85;Britton (1995) Eur. Biochem. 229: 688-
695;Tanner {1996) Biochemistry 35: 2597- 2609;Vetriani (1998) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 95:2300- 2305. Hidrojen baglanma sekilleri, iyonik etkilesimler, hidrofobik
ambalajlama ve yuzey dongulerinin azalmasi, her birinin protein stabilitesine katkisi
tam olarak anlasilmasa bile, temel faktorler arasindadir. Tum olasi tek amino asit
ikamelerinin test edilmesinden belirlenen faydali nokta ikamelerinin gcogunun, daha
buyuk hidrofobik artiklar icin nispeten polar, yuklu veya kuguk (glisin) tortularin yer
almasim igerdigi goz onune alindiginda, hidrofobik etkilesimlerin bu proteinin
termostabilitesinin arttirimasinda en onemli rolu oynadigi sonucuna vanlabilir. Termal
toleransi arttirmak igin optimal etkilesimlerin iyi anlasiimasiyla bile, bu etkilesimleri
meydana getiren mutasyonlarin nerede yapilacaginin tahmin edilmesi kolay degildir.
Bununla birlikte, GSSM yontemini kullanan bir akil digi yaklasim, tum yan zincirlerin bir
protein yapisi icindeki tum pozisyonlarda hizh orneklenmesine izin verir. Boyle bir
yaklasim, ongorulemeyen iglevsel etkilesimleri ortaya ¢ikaran amino asit ikamelerinin
kesfine yol agmaktadir.

ORNEK 6: Bulusun ksilanazlari ile kagit kuspesinin on isleme tabi tutulmasi

Bulusun ksilanazlar, kagit kuspesini ya da geri donusturulmus kagidi veya kagit
kuspesini ve benzerlerini islemek / on igsleme tabi tutmak i¢in kullanilir. Bulusun enzimi
(leri), kagit kuspesinin ya da donusturulmus kagidin veya kagit kuspesinin ve
benzerlerinin islenmesinde / 6n isleme tabi tutulimasinda kullanimlar yoluyla kagidin
"parlakhgini” arttirmak icin kullanihr.

Bulusun ksilanazlari, Kappa sayisini azaltmak Uzere kagdit kuspesini ya da geri
donusturulmus kadidi veya kadit kuspesini ve benzerlerini islemek / on isleme tabi
tutmak igin kullanilir.. Kappa sayisi, kagidin ilgili lignin icerigini gosteren sayisal bir
deger olarak tanimlanir - Kappa sayisi ne kadar yuksekse, lignin icerigi o kadar
yuksektir. Ogutme denemelerimizde, bu bulusa ait ksilanazlara ait Kappa #deki
ornegin, SEK ID NO: 381/382 (yani, orn., SEK ID NO: 381 ile kodlanmig SEK ID NO:
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382 sekansina sahip enzim kullanmlarak)} ve SEK ID NO: 481/482 muamelesi ile 1- 2
puanhk bir icerik azalmasi gozlemledik. Bazi yaklasimlarda, Kappa # 'daki bu azalma,
agartiilmamis kadit hamuru {(kappa # 70 - 90) islendidinde, daha sonra ornegin
mukavva imalatindaki gibi isleme icin kullanildiginda yarar saglar. Bazi yaklasimlarda,
Kappa'da X kademesi boyunca bir azalma, pisirmede ya da daha yuksek bir Kappa
#ye pisirmede daha dusuk bir alkali kullanimina olanak saglar. Bazi yaklagsimlarda bu,
daha yuksek kuspe dayanimi, daha az makine inceltme ve daha yluksek makine hizlan
ile sonuglanir. Bazi yaklagimlarda, bu tur sonuglar, layner karton ogutuculerinde
parcalayici katki maddeleri (surfaktanlar) kullanilarak gorulur; bu, ¢ozeltinin daha iyi
penetrasyonuna olanak saglayabilir ve daha yuksek kuspe dayanimina, daha dusuk
aritmaya (hamuru 0guterek kagit yapimina uygun hale getirme) ve makine hizinda 200
fpm (dakika basina dusen feet) artisa neden olan daha dusuk etkili alkali yuku

saglayabilir.

Bu ornek, bir ksilanazin kagit kuspesinin on islemesinde, ornegin, Kraft kagit
kuspesinin on- islemden geciriimesinde kullanildiginda agartma kimyasallarinin
(6rnegin, klorin dioksit, CIO 2 ) kullamimini azaltmada yararh olup olmadigini belirlemek

icin ornek bir rutin tarama protokolunu tarif etmektedir.

Tarama protokolu iki alternatif test parametresine sahiptir: Oksijen delignifikasyon
adimindan sonra (O2 kuspesi sonrasi) ksilanaz muamelesinin etkisi; ve ksilanazin

oksijen delignifikasyonu (O2 dncesi kahverengi y1§in) icermeyen bir igslemdeki etkisi.

Kagit hamuru veya kagitisleme kosullar, endustriyel durumlarda, érnegdin fabrikalarda,
ornedin pH 8.0 civarinda, 70 C; 60 dk. proses ko sullarini simule eder. Ornegdin, boyle
bir islem Sekil 11'deki Akis Semasinda sematik olarak gosterilmistir; ayrica Sekil 14
bakiniz. Bununla birlikte, boyle bir yonteme ait bir islemin kosullari, kullanilan bulusun
ornek enzimine (enzimlerine) ve islemin amacina bagh olarak herhangi bir sicaklida,
zaman suresine ve / veya pH'a ayarlanabilir; érnegin, bulusa ait cesitli kagit ve kagit
kuspesi islemlerinde pH'I ayarlamak icin ¢esitli yollar vardir;

= asit ve / veya baz ekleme:
= Hidroklorik asit (HCI)
» Sodyum hidroksit (NaOCH)

*H2504 (sulfurik asit)
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* NaHSO4 (sodyum hidrojen sulfat)
*H2S0s (sulfurdz asit)

» H3POs (fosforik asit)

» HF (hidroflorik asit)

» CH3CO2H (asetik asit)

» H2COs (karbonik asit)

= H2S (hidrojen sulfat)

= NaHzPQa4 (sodyum dihidrojen fosfat)
* NH4Cl {(amonyum klorit)

» HCN {(hidrosiyanik asit)

* Na2S04 (sodyum sulfat)

* NaCl (sodyum klorur}

» NaCHsCOz2 (sodyum asetat)

* NaHCO3 (sodyum bikarbonat)

* NazHPO4 (sodyum hidrojen fosfat)
» Naz2S0s (sodyum sulfit)

* NaCN (sodyum siyanur)

* NH3 (sulu amonyak)

* Na2COs (sodyum karbonat)

* NasPO 4 (sodyum fosfat)

» Gazda kabarciklanma, orn. CO:z (suda ¢dzundugunde bir asit olusturur)

Bu kosullar altinda aktif olan biyokimyasal testlerle 20 ksilanaz tespit edildi. 20
ksilanazdan 6's1, kimyasal olarak agartilmadan once Kraft kuspesini onceden iglemek
icin kullanildiginda ClOz2 talebini 6nemli olgude azaltabilmistir. Alti tanesi: SEK ID NO:
182 (SEK ID NO: 181 tarafindan kodlanmis); SEK ID NO: 160 (SEK ID NO: 159
tarafindan kodlanmig); SEK ID NO: 198 (SEK ID NO: 197 tarafindan kodlanmig); SEK
ID NO: 168 (SEK ID NO: 167 tarafindan kodlanmis); SEK ID NO: 216 (SEK ID NO:
215 tarafindan kodlanmig); SEK ID NO: 260 (SEK ID NO: 259 tarafindan kodlanmisg).
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Digerleri biraz aktivite gosterdi ama yeterince iyi degdildi. Ksilanazlar SEK ID NO: 182
(SEK ID NO: 181 tarafindan kodlanmig) ve SEK ID NO: 160 (SEK ID NO: 159
tarafindan kodlanmis) modulerdir ve ksilanaz katalitik etki alanina ek olarak bir
karbonhidrat baglama modulu icerir. Sadece katalitik etki alani iceren bu 2 ksilanazin
ucu kesik turevlerinin bu uygulamada daha etkili oldugu gosterilmistir. En iyi ksilanaz,
SEK ID NO: 160 (SEK ID NO: 159 tarafindan kodlanmis) daha kapsaml olarak

incelenmistir. Sonuglar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

. 2 birim/g SEK ID NO: 160 (SEK ID NO: 159 tarafindan kodlanmis) igeren
02 sonrasi ladin / ¢cam / koknar (SPF) kuspesinin on muamelesi, % 65 GE parlakliga

ulasmak igin sonrasindaki ClO2z kullanimini % 22 kadar azaltir;

. 0.5 birim/g SEK ID NO: 160 ( SEK ID NO: 159 tarafindan kodlanmis) iceren
02 oncesi kahverengi y1gin SPF'nin on muamelesi, % 65 GE parlaklia ulagmak igin

sonrasindaki ClOz kullanimint % 13 kadar azaltir;

. 0.5 birim/g SEK ID NO: 160 ( SEK ID NO: 159 tarafindan kodlanmis) iceren

02 oncesi Aspen kuspesinin on muamelesi ClO2 kullanimini en az % 22 kadar azaltir;

. 0.5 birim/g SEK ID NO: 160 { SEK ID NO: 159 tarafindan kodlanmis) iceren
02 oncesi Dougles Fir / Hemlock kuspesinin on muamelesi, ClO2 kullanimini en az %

22 kadar azaltir;

. kullanilan tedavi kosullan altinda, ksilanaz tedavisinden elde edilen verimdeki
azalma, aym kappa faktorunde adartilmis ancak ksilanaz ile muamele edilmemis
kuspe ile kargilastinldiginda % 0.5'1 gegmemisgtir;

. 02 sonrasi SPF kuspesine SEK ID NO’lar:159, 160 ile muamele etmek igin en
uygun kosullar: pH 6- 7, enzim dozu 0.3 birim/g, muamele suresi 20- 25 dakikadir. Bu
sartlar altinda, % 69 GE parlakligina ulagsmak icin ClIO2 kullaniminda % 28lik bir

azalma mumkun olmustur.
Diger deneylerde:

SEK ID NO: 160 (XYLA), SEK ID NO: 159 tam uzunlukta vahsi tip ksilanazi ile

kodlanmistir.

. XYLA (E.c) = E.coli'de eksprese edilen sadece ksilanaz katalitik etki alani iceren
SEK ID NOrlar: 159, 160"n kesilmis varyanti

. XYLA (P.f) = ditto fakat P. Fluorescens'de’de eksprese edilir.
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SEK ID NO: 182, (SEK ID NO: 181 ile kodlanmistir) = ikinci tam uzunlukta vahsi tip

ksilanazi:
. XYLB (E.c) = tepesi kesilmis etc, E.coli'de eksprese edilen etc
. XYLB (P.f) = ditto fakat P. Fluorescens'de’de eksprese edilir.

On 02 Kahverengi Yigin Uzerinde Oncu Ksilanazlar icin Doza Yanit Verileri

Ksilanaz agamasi (X - asamasi) icin kosullar asadqidaki gibidir:

pH 8

Sicaklik 70 T

Sure 60 dk

Kappa faktoru 0.24

Enzim kontrolu olmamasi igin kappa faktort 0.30 idi.

Sonuglar ksilanazla muamele edilmis numuneler icin daha dusuk bir klor dioksit (ClOz2)
yukunde, parlaklikta doza bagh bir artis gosterdi (Kf 0.24 karsi Kf 0.30).

Her durumda, kesilmis fturevin tam uzunlukta ksilanazdan daha etkili oldugu

gorulmustur. Optimal ksilanaz dozu yaklasik 0,6 ila 0,7 U / g kuspesi olarak goruldu.

En ivi 4 Ksilanaz ile Kitalar arasi On - O 2 Kahverengi Yiginin On Muamelesi

Do icindeki CIO2 Doz Yanitinin Belilenmesi
Deneysel anahat

. On Oz Kahverengi Yigin

o Ik kappa 31.5

. X asamasi kosullan

o Ksilanaz yuku 0.7 U/gm

o Sicaklik 70 T

opH 8

o muamele suresi 1 saat

o Kuspe kivami % 10

. Agartma sekansi XDE p
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o Kappa faktoru 0.22, 0.26 ve 0.30 (kuspe Uzerinde % D). 2.63, 3.12 ve 3.60}

Kappa faktorune (ClO > yuku) kargi 3 asamali agartici sekansindan sonra nihai

parlaklik:

« XYLB - 61,5 nihai parlaklikta, X- agsamasi, kagit hamurunda CIO 2 kullaniminin 3,89

kg / ton azaltiimasini saglar.

* XYLB (E.c.) - 61,5 nihai parlaklikta, X- asamasi, kagit hamurunda CIO 2 kullaniminin

4.07 kg / ton azaltiimasini saglar.

» XYLA - 61,5 parlaklikta X- asamasi, kagit hamurunda CIO 2 kullamminda 4.07 kg /

tonluk bir azalma saglar.

« XYLA (E.c.) - 61,5 nihai parlaklkta, X- asamasi, kagit hamurunda CIO 2 kullaniminin

4,90 kg / ton azaltilmasini saglar.

Enzim Dodaki  ClO2  Kazanimlan | De'da Kfnin
(kg/ton QD) indirgenmesi

XYLB 3.89 % 11.7

XYLB (E.c) | 5.08 % 15.8

XYLA 4.07 % 12.2

XYLA (E.c) |4.90 % 14.7

D, icindeki CIQ2 Doz Yanitinin Belirlenmesi:

Ksilanaz 0.7 U/ g, pH 8.0, 70 C, 1 saat
Hamur: O2 Oncesi Brownstock, ilk kappa 31.5

ClO2'nin yuzdelik tasarrufu sektor icin oldukga donemsizdir. Baslica endigeleri, ton OD
hamuru basina gerekli olan ClO2'nin Ibs'dir. Bir yuksek bir baslangi¢c kappa Brownstock
ile gorulen dusuk bir yuzde tasarrufunun, hedef parlakhga ulasmak icin ClO2'nin daha

dusuk bir toplam yukunu gerektirecek olan dusuk bir baslangi¢c kappall kuspe icin daha
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yuksek bir yuzdece azalmadan CIOz ‘nin Ibs’si bakimindan daha degerli olabildigini
dikkate aldiginda, anlamli hale gelir.

Agartilmis Kontrol Kuspesi icin Parlaklik, Verim ve Kappa Faktoru Arasindaki

lligki:

Sonuclar, daha yuksek hedef parlakhida ulagsmak icin ClOznin artan dozlan ile
agartmanin, hamur veriminde artan bir kayipla sonuclandigini gostermistir. Bu bir
sorundur, cunku surecin bu asamasinda hamur ton basina 400 $ 'lik bir dedere sahiptir

ve seluloz kaybi paraya mal olmaktadir.

Ksilanazin bir yaran (ornegin, bulusun bir ksilanazi), daha dusuk bir CIO 2 dozunun
kullaniimasinin, ksilanazin etkisinin kazanimi iptal etmedigi surece, verim kayiplarini

azaltahilmesidir.

Ksilanaz XYLB (P.f.) ile On- O > Brownstock'un On islemi icin Doza Yanit Verileri:

Deneysel Anahat

. Northwood On- O2 Brownstock

o Ik kappa 28.0

0 Ik kivam % 32.46

o ik parlaklik 28.37

. X agsamasi kosullar

o) Ksilanaz yuku O ila 2.70 U/ gm
) Sicaklik 58 T ila 61 T arasinda
0 pH 8.2 ila 8.5 arasinda

) Muamele suresi 1 saat

. Agartma sekansi XDEp
0 Kapa faktoru 0.24
. 0.25 ve 0.30 arasindaki Kappa faktorleri icin hesaplanan CIlOz tasarrufu

Bu deneyin amaci, yikanmamis SPF brownstock’'u Uzerindeki 4 ksilanin en iyisini
dederlendirmektir. Sonuglar, XYLB (E.c.) ile muamele edilen kuspe ig¢in nihai

parlaklikta doza badh artislar gosterdi, 0.24'luk daha diusuk Kf degerinde ksilanaz
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mevcudiyetinde elde edilen parlaklik, daha yuksek Kf 0.30 asimptotik olarak elde
edilen parlakhda yaklast.

Ksilanaz XYLB (E.c.) ve Klor Dioksit Tasarrufu (On- O » Brownstock) Dozlari
Arasindaki iliski:

Optimum  Ksilanaz  Dozu, 05 e 09 U [/ gm arasindadrr.
Optimum doz, 0,5ila 0,9 U/ g araidindadir. Bu dozun ustunde, ksilanazin birim artisi
basina azalan bir geri donus var. Bu buyuklukte islenen kuspe tonu basina klorin

dioksit dozundaki azalmalar ticari olarak dnemlidir.

% OD Kuspesi icindeki | Kuspe icindeki | U/gm cinsinden
ClO2 Kazanimlar ClO2 Kazanimi (kg/ton) | Ksilanaz Dozu

% 0.299 2.99 0.31

% 0.363 3.63 0.51

% 0.406 4.06 0.71

% 0.439 4.39 0.91

% 0.483 4.83 1.26

% 0.523 5.32 1.80

% 0.587 5.87 2.70

Ug¢ asamali biyo- agartma proseduru

Ug asamall bir biyo- agartma proseduru, bu bulusun en az bir enzimini icerir. Bu ornek
niteligindeki Ug agamall biyo- agartma proseduru, bir kagit hamuru degirmeni agartma
tesisindeki fiili agartma islemlerini yakindan taklit etmek Uzere gelistirilmistir (bakiniz
Sekil 11). Bu agartma sekansi, (X)DoEp ile adlandinimakta olup, X ksilanaz isleme
asamasini, D klorin dioksit agartma asamasini ve Ep, alkalin peroksit ekstrasyon
asamasinl temsil eder. Uygulama testlerimizde kullanilan ana hammadde Southern
Softwood Kraft Brownstock'du (oksijen delignifikasyonu olmadan).
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Biyo- agartma deneylerinde yuksek agartici kimyasal indirgeme potansiyeli gosteren
en etkili ksilanaz adaylari (buluga gore olan enzimler} ayrica iki sert aja¢ krafti
(akgaadac ve kavak) turu uzerinde de test edilmistir. Her bir biyo- agartma turunun
tamamlanmasinin ardindan, elde edilen kagit hamuru, TAPPI (Kagit Hamuru ve Kagit
Endustrileri Teknik Birligi, dunya capinda kagdit hamuru, kadit ve donusturme endustrisi
icin teknik birlik) - standart test amacli elle yapilan tek bir kagit sayfasi Uretmek igin
kullanildi. Her bir test amach elle yapilan tek bir kadit sayfasinin % GE parlakli§i
olguldu ve parlaklik dederleri enzimatik on- muamele asamasi (X) sirasinda her bir

enzimin ne kadar iyi hamuru yaptiklarinin gostergesi olarak kullanildi.

Sonuglar:

Yaklasik olarak, (X)DoEp biyo- agartma sekansi kullanilarak taranmig 110 ksilandan 4
enzim, yani XYLA (P.f}; XYLB (P.f); SEK ID NO: 216 (SEK ID NO: 215 tarafindan
kodlanmig); SEK ID NO: 176 ( SEK ID NO: 175 tarafindan kodlanmig) agartma
kimyasallarinin kullanimini azaltmak i¢in en buyuk potansiyeli gostermistir. XYLA (P.f.)
ve XYLB (P.f.) esit derecede yuksek performans sergilerken (dort iyi performans
gosterenler arasinda en iyisi), XYLA (P.f.) XYLB'den (P.f.) daha iyi bir pH toleransi

gosterdi. Sonuclar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

. Southern Softwood Kraft Brownstock'un asagida listelenen yukleme
seviyelerinde asagidaki dort enzim ile On islemden gegirilmesini iceren tig asamal bir
agdartma dizisi [(X) DoEp] kullanilarak 60'lik (% GE) bir test amagl elle yapilan tek bir
kagit sayfasi parlakhginin elde edilmesi mumkundur (pH =8, 65 T ve 1 s):

o 0.55 U/ g kagit hamurunda XYLA (P.f)
0 0.75 U/ g kagit hamurunda XYLB (P.f)
o 1.80 U/g kagit hamurunda SEK ID NO'lar: 215, 216
o 1.98 U/g kagit hamurunda SEK ID NO'lar: 175, 176

. Southern Softwood Kraft Brownstock'un 2 U /g XYLA (P.f.) hamuru ile on islemi,
% 61'lik bir nihai GE parlakhgina ulagsmak icin CIO2 kullanimini % 18.7 kadar azaltr.

. XYLA (P.f.), daha yuksek pH'ta iyi tolerans gosterir ve enzimatik én- muamele

asamasli pH = 10'da yurutuldugunde % 14’ten daha fazla kimyasal tasarrufu saglar.

. Southern Softwood Kraft Brownstock'un 2 U / g XYLB (P.f.) hamuru ile 6n iglemi,
% 60.5'lik bir nihai GE parlakhgina ulagsmak icin ClIOz kullanimini % 16.2 kadar azaltir.
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. Kavak Kraft hamurun 2 U / g XYLA (P.f.) ve XYLB (P.f) hamuru ile on islemi, %
77’lik bir nihai GE parlakligina ulagsmak igin ClO2 kullammini yaklasik % 35 kadar

azaltir.

. Akgcaagac Kraft hamurun 2 U/ g XYLA (P.f.) ve XYLB (P.f) hamuru ile on islemi,
% 791uk bir nihai GE parlakhdina ulasmak igin CIO2 kullanimini yaklasik % 38 kadar
azaltir.

. XYLA (P.f.) ve XYLB (P.f.) gibi iki en iyi performans gosteren ksilanaz, sadece
katalitik etki alani iceren kesilmis enzimlerdir ve Pseudomonas fluorescens'te
uretilmistir.

Ornek 7: Kuspe ve Kagit Prosesleri icin Ornek Ksilanazlar

Evrimlesmis ksilanaz1 igin teknik hedef, uygulamadaki termotoleransi arttirmak
(ornegin, 90 T'ye kadar ve dahil) ve bunun yani sira dah a genis pH profili (pH 8- 10'da
performans) olusturmakti. Ornedin, SEK ID NO: 383 ("SEK ID NO: 383/384")
tarafindan kodlanan SEK ID NO: 384'te ifade edilen gibi bir sekansa sahip polipeptit,
GSSM kutuphaneleri olusturulmasi ve bunlann taranmasi, bunu takiben ustteki tekli
mutant hitlerin gen yeniden birlestirmesi ile hedef spesifikasyonlari eslestirecek sekilde
evrimlesmistir. GSSM icin baslangic noktas), SEK ID NO: 383/384, SEK ID NO:
381/382'nin ug amino asit (3- aa) C- terminalinin kesikligi idi. Tarama bir E. coli
konakgida gerceklestirildi ve ana genin sekanslan (SEK ID NO: 383/384) asagida
veriimektedir.

AGGCTCAGACCTOCCTCACG LCGAGTCAAACCGGCACTANCANGOC TTCLATTATICCTTC 1GG
AGEACAGTCCGLGCACGETGNATTTTTGCCTGC AGTCCGURCGLOCHTTACACA TCGANCTGHNG
CGGUATCAACAACTGGGTGGGCGGEANGGOGATGOCAGACCGGTICACGOCGOAACATCACGTACT

(CGOGCAGCTTCAATTCACCGOOCAACGGO TACCTOHOCOOTTTACGGATOOACCACCAATCCACTCG
TCGAGTACTACGTOGTUGATAGCTGHOGUAGCTGOCGTCCGCCHHGTTCGGACGGAANCGTTCCTG

CATCATCGOUAANCGCOACGTTOTATOANTACTGOAGCGTTOGGCAGTCGANGCGGOTAGHTGGOA
COATCACCACCOGOAAACCACTTCOACGCOTOOGOCCAGCOTOOHCCTOAACCTOUOCACTONCAAC
IACCAGATONTGOHOOACCOAGOOHOTACCANAGUAGCGOHO NGO TCCOACNTOACGOTOAGTTAA
(SEO T N AR Y

MAQTCTTSMYTGINNGEY YSEWRDSPGTVNCT OSGGRY TYNWSGINNWVOOROWQTGSR
RNTTYSOSENSPONGYLALYGW TINPEVEYYVVDSWOSWRPPOSDO THLGTVYNSDOGGTY D
IYRAQRVNAPSHGNATEYQYWSVROSKRV GG T TGNTHEDAWASYGENT GTHINYQIMA
EGYQSSGSSDITVS (SEQID N R
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GSSM kutuphanesi 74 Tl'lik termal zorlamaya tabi tu tuldu ve daha sonra azo- ksilan
gozunur substrat Uzerinde en yuksek aktiviteyi sergileyen klonlar igin tarandi. Ust
duzey adaylar ikincil ve uguncul tarama sirasinda azo- ksilan Uzerinde tekrar
dogrulandi. Gen yeniden birlestirme icin en iyi 15 tek mutant klon secildi. Olusturulan

tek mutant listesi :

AA pozisyonu | Mutasyon
4 T4L

9 S9P
10 Q108
13 T13F
13 T13Y
14 N14H
18 Y18F
25 S25E
30 N30V
34 Q34C
34 Q34H
34 Q34L
35 S35E
71 S71T
194 S194H
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Secilmis tek mutantlanin termotolerans ozellikleri agsagidaki tabloda verilmigtir:
Tek bir GSSM mutantint maksimum tolere edilen sicakliktan segin

Klon Performansi su seviyeye kadar korur. (azo- ksilan aktivite

testine dayanarak)

Vahsitip 72T

SOP 80 C
T13F 80 C
N14H 825CT
Y18F 80 C
Q34C 80T

Yeniden birlestirme taramasi, GSSM kutuphanesinin taranmasi ile aym sekilde azo-
ksilan substrat Uzerinde gergeklestiriimigtir. Tarama siddeti, 90 T'ye ve 1s1 mucadelesi
asamasi igin 1 saate yukseltildi. Ust rekombine edilmis klonlar, torba biyo- agartma
protokollerinde uygulama substratlari uzerindeki performanslariyla karakterize edildi.
Asadida, uygulama testi icin secilen klonlarin listesi ana SEK ID NO: 384'e gore amino
degisimleri ile verilmektedir.
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Uygulamalarin test sonuclarina dayanarak, iki klon secildi. Bunlar Xyl2 ve Xyl4:tur.
Bunlann U / mg cinsinden spesifik aktiviteleri, arabinoksilan indirgeyici seker testi
("Nelson- Somogyi analizi” olarak adlandirilan, yukarida ele alindidi gibi) kullanilarak

belirlenmigtir. Bu veriler asadida listelenmistir.

Klon Kalibre Edilmis U/mL | Protein Kalibre Edilmis U/mg

konsantrasyonu
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SEK ID NO:|172.6 1.62 106.4
382
SEK ID NO:|1032.4 9.85 104.9
384
Xyl2 723.8 5.94 121.9
Xyl4 2217.8 17.73 125.1

Secilmig tek nokta mutantlar icin diferansiyel tarama kalorimetrisinin sonuglari ve

yeniden birlestirilmis en yuksek vuruslar:
Ana ksilanazlara karsi ksilanaz ust adaylar DSC olcumleri

Enzimin geri donusumsuz olarak etkisiz hale getirildigi gegis sicakli§i (acilmamis)

Erime Sicakhgi
SEK ID NO: 382 80.9C
SEK ID NO: 384 86.6 C
Xyl2 103.5C
Xyl4 1022 C

Bir yaklasimda, yukarida belirtilen tek mutasyonlar, en az ikisinde, birkaginda veya
hepsinde yukarida belirtilen nokta mutasyonlara sahip olan bir enzimi uretmek Uzere
birlestirildi; bakiniz, ornedin, Tablo 10, asagdida. Dolayisiyla, bulus, yukanda belirtilen
nokta mutasyonlarinin biri, en az iki, birkagini veya tumunu ve bunlari kodlayan nukleik

asitleri olan ksilanaz aktivitesine sahip polipeptidleri saglar.

Ornek 8: Kuspenin parlakhginin__arttinimasinda ksilanaz _performansini

degerlendirmeye yonelik yeni Bio- agartma Analizi

Bu ornek, bir polipeptidin ksilanaz aktivitesine sahip olup olmadigini ve bulusun
kapsami icinde olup olmadigini belirlemek icin kullanilabilen bir "biyo- agartma deneyi”
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olan ornek bir protokolu tarif etmektedir. Bu analiz, bir Kraft Kuspesinin parlakhidinin
arttinimasinda SEK ID NO: 384 (6rn., SEK ID NO: 383 tarafindan kodlanmig) belirtilen
bir sekansa sahip bulusun ©mek niteligindeki bir enziminin performansini
degerlendirmek icin kullanildi. Bu ve bu bulusun diger bir ksilanaz enzimi, ornedin bir

Kraft Kuspesi gibi bir hamurun parlakhgini arttirmak icin kullanilabilir.

Biyo- agartma prosedurleri, 6rnegin U¢ asamali bir biyo- agartma proseduru, Sekil 14'te
gosterildigi gibi bir islem dahil olacak bicimde Sekil 11'de gosterildigi gibi bir fiili hamur
ogutuct agartma tesisinin kosullarini yakindan taklit eder. Bu adartma sekansi,
(X)DoEp ile gosterilir, burada X, ksilanaz muamele agsamasini (ornegin, bulusa ait bir
enzim kullanarak), D, klorin dioksit ajartma asamasini ve Ep ise alkalin peroksit
¢cikartma asamasini temsil eder. Uygulama testlerimizde kullanilan hammaddeler
Southern Softwood Kraft Brownstock'du (oksijen delifikasyonu olmadan). Her bir biyo-
adartma turunun tamamlanmasinin ardindan, birbirini takip eden kuspe, TAPPI (Kagit
Hamuru ve Kagit Endustrileri Teknik Birlidi) - standart test amacli elle yapilan tek kagit
sayfalar uretmek igcin kullanildi. Her bir el test amagli elle yapilan tek kadit sayfasinin
% GE parlakhgi dlculmus ve enzimatik on- muamele asamasi sirasinda (X) enzimin
hamur Uzerinde ne kadar iyi performans gosterdiginin gostergesi olarak parlaklik

degerleri kullaniimistir.

Kuuspenin biyo- agartmasi : Kuspe, Sekil 11'de gosterildidi gibi, 3 asamal bir (X) DoEp

dizisi kullanilarak sizdirmaz plastik torbalarda 10 g'lik gruplar halinde agartiimigtir. Ug
asamadaki muamele kosullar agagidaki gibi 6zetlenebilir:

%X asamasi : 65 T'de ve 60 dk boyunca pH = 8'de % 10 (w / v) kivam

Do asamasi: 30 dakika boyunca 60 T'de % 4 (w/ v) kivam 1; Kappa Faktoru = enzim

ile muamele edilen numuneler icin 0.18 ve enzim icermeyen kontroller icin 0.18 ve
0.21.

% Ep asamasi: 90 dakika boyunca 75 T'de % 10 (w/ v) kiva mi; kostik yuk: % 1,7 (w
NaOH / w OD kuspesi) ve H 2 O 2 yuku: % 0,5 (a/ a)

Sekil 11'de belirtildigi gibi, ham kuspe pH'yi 8.5'e dusurmek igin yikanmistir; kuspe filtre
preslenmis ve torbalara bolunmustur. Her asamada, torbalar arzu edilen sicaklikta bir
su banyosunda inkuibe edildi ve her bir torba, 10 dakikada bir toplandi ve kuispe kitlesi

icinde muntazam kutle ve 1s1 transferini saglamak igin iyice yogruldu. Her muameleden
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sonra, kuspe filtrelendi, 2 L DI su ile yikandi ve bir sonraki muameleyi almadan dnce
tekrar suzuldu. Kuspenin nem icerigi bir Mettler- Toledo nem analiz cihaz (Fisher

Scientific, ABD) kullanilarak dlgulmustur.

Sekil 11'de belirtildigi gibi, kuspe filtre preslendikten ve torbalara ayrildiktan sonra, X
asamasinda, kuspe yeniden suspansiyona alinmis, filire preslenmis, pH ayarlanmis;
ve daha sonra enzim ile % 10 kati, 65 C, 1 saat in kube edildi; daha sonra 10 dakika
yogruldu. Do asamasinda, kuispe yeniden suspanse edildi, yikandi, pH 4.0'a ayarlandi
ve filtre preslendi; daha sonra, 30 dakika boyunca 60 T 'de % 4 kat halde (yani,% 4
(agirlik / hacim) kivam) CIO:2 ile emprenye edildi; daha sonra 10 dakika yogruldu. Do
asamasinda, enzim ile muamele edilen numuneler igin Kappa Faktoru = 0.18 ve
enzimsiz kontroller icin 0.18 ve 0.21. EP asamasinda, kuspe yeniden suspanse edildi,
yikandi ve filtre preslendi; daha sonra, 90 dakika boyunca 75 C'de % 10 katilikta
(yani,% 10 (adwrhik / hacim) tutarlilik) NaOH ve Hz0 2 ile inkube edildi; ardindan 10
dakika yogruldu. Kostik yuk: % 1,7 (w NaOH / w OD kuspesi) ve H202 yukl: % 0.5 (w
/ w). Yogrulduktan sonra, test amacli elle yapilan kagit sayfalar olusturuldu.

El sayfalari : Sekil 11'de belirtildigi gibi, el sayfalar olusturuldu (4 m kuspe, yaklasik
pH 6.5); TAPPI yontemi T- 272 sp- 97'yve gore TAPPI standart ekipmani (Kalamazoo
Paper Chemicals, Richland, MI) kullanilarak agartilmamis ve agartiimis kuspelerden
yapiimistir. Her bir el sayfasinin % GE parlakhgi, TAPPI yontemi T- 452 om- 98'e (457
nm'de referans) gore bir BRIGHTMETER MICRO S-5/BC™ (Technidyne Corp., New
Albany, IN) kullanilarak élculdu.

Ornek 9: Yeni Biyo- A§artma islemi

Yeni bir biyo- agartma islemi Sekil 14'te gosterilmektedir. Bu islem, bulusun herhangi
bir 6rnek enzimini icerecek sekilde bulugun bir polipeptidi dahil olmak uzere herhangi

bir ksilanaz enzimi kullanilarak uygulanabilir.

Bu islem, "brownstock” iceren bir baslangic malzemesine sahip olabilmekte olup, 1)
besleme stodu hazirhgl - kadit degirmeni igcine giren kutuklerin soyulmus yongalari,
ince tanecikleri, dogumleri ve yabanci maddeleri gidermek igin soyulmasi, yontulmasi
ve taranmasi, 2) odun yongalari, seluloz liflerini ayirmak ve seluloz muhtevasini,
istenmeyen ligninin gogunlugunu c¢ikararak arttirmak icin konsantre bir sodyum

hidroksit ve sodyum sulfur sivisi icinde birkag saat boyunca basing altinda 160 T ila
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190 CT'de pisirilmesi ile tanimlanabilir. Bu adimin ¢iktisi "brownstock” olarak
adlandirilir.

Bulusun bu prosesi, kagit veya diger urunlerin hazirlanmasi icin preparatta parlakhgi
hedeflemek Uzere kuspeyi beyazlatmak igin kalinti lignin ve diger kromoforlarin
cikanldidr cok asamall bir islem olan bir "Agartma Adimi" icerir. Kuspe, tercih edilen
sekliyle lignine saldiran klor ve Klor dioksit gibi oksitleyici kimyasallarla islenir. Bir
yaklasimda, proses, kuspenin klor dioksit ile reaksiyona sokuldugu bir agartma sekansi
icerir, “Do” asamasi (bakiniz, ayrica Sekil 13 ve Ornek 8, “Do” asamasi); hidrojen
peroksit varliginda alkali ile ekstrakte edilir;, “Ep” asamasi (bakiniz, ayrica Sekil 13 ve
Ornek 8, “Ep” asamasi); ikinci kez klor dioksit ile reaksiyona sokulur; bir “D1" asamasi;
alkali ve hidrojen peroksit ile ekstrakte edilir, bir Ep asamasi ve uguncu kez klor dioksit
ile reaksiyona sokulur, bir D2 asamasi. Bu islemin uygulanmasinda, agartma,
kullanilan oksitleyici kimyasallarin turu ve miktarina ve iglem adimlarinin sayisina gore
bircok varyasyona tabi olabilir (ancak, klor dioksit su anda en yaygin kullanilan
kimyasal oksidantir). Bir yonuyle, bu islem pismis kuspenin basing altinda oksijen ile
on islemden gecirilmesini icerir; oksijen reaktoru yuksek basingta olabilir - yaklasik 200
ila 230 °F ve pH 12 ila 14 (bu, a Jartmada "oksijen delignifikasyonu" olarak bilinen
yaygin bir ilk adimdir).

Bu islem rafinasyon igerebilir. Ornegin, kadit yapimindan once agartilmis kagit
hamuru, seluloz liflerini duz seritler halinde pargalamak, yuzeylerini fibre etmek ve
kagit yapim icin fiziksel ozelliklerini gelistirmek igin mekanik olarak inceltilir. Kuspe
haline getirmeyi takiben islemin herhangi bir agsamasinda, kuspe suyundan
arindinlabilir, yikanabilir ve temiz su veya donusturulmus akislarin eklenmesiyle

onceden belirlenmis bir kivama ayarlanabilir.

Bulusun ksilanazi, kuspe haline getirildikten sonra, oksijen reaktorunde ya da oksijen
reaktorunden hemen once depolama kabinda eklenebilir. Bulusun ksilanazi, agartma
isleminde birgcok noktada (bir veya daha fazla veya tum noktalarda) eklenebilir. Ligninin
parcalanmasini katalize etmek i¢in bir lakkaz eklenebilir. Lakkaz, oksijen reaktorl dahil
olmak uzere islemin herhangi bir asamasinda eklenebilir. Kuspe, lakkaza kendi
kendine aracilik eden cesitli bilesenleri serbest birakabilir. Alternatif olarak, organik
veya inorganik aracilar eklenebilir (bakiniz, ornedin, bir organik araci ya da bir lakkaz
iceren bir oksidasyon sistemini agiklayan DE 19723890; alternatif ornek niteligindeki
aracilar bir érnek organik araci olarak 2,2'- azinobis (3- etilbenzt- iazolin- 5- sulfonat)
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(ABTS) ve bir drnek inorganik araci olarak potasyum oktasiyanomolibdat (K4Mo(CN)s)
igerir). U.S. patent basvurusu no. 20030096394'Da’da aciklananlar gibi aracilar da
islemlerde kullanilabilir, bunlara lakkaz ve lakkazla iliskili enzimlerin aktivitesini

arttirabilen herhangi bir bilesik de dahildir.

Bir esteraz, ornedin lipaz veya oksidoreduktaz, ornegin peroksidaz eklenebilir. Ek
olarak, reaktorde pH ve / veya sicaklik degistirilebilir. izleme reaksiyonlarinda,
herhangi bir linyin icerik olgum teknigi kullanilabilir, orn., bakiniz U.S. Patent Basvuru
No. 20020144795, lignin ve redoks aracilarini iceren katalitik reaksiyonlarin voltametrik
olcumune dayanarak kraft kuspelerinin kappa sayisinin veya lignin igeriginin

olculmesine dair bir yontemi tarif eder.

Bulusa ait enzimler drnegin U.S. Patent No. 6,824,646'De'de tarif edilenler gibi alkali -
oksijen agartma (oksijen delignifikasyonu} igslemlerinde kullanilabilir, bu iglem, sulu
alkali ¢ozelti icinde lignoseluloz kuspesinin oksijen ile agartilmasini ve kuspeye bir
hemiselulaz ile muamele edilmesini icerirken, enzimle muamele adimindan gelen bir
sivi fraksiyonu hemiselulaz ile muamele edilen reaksiyon kansimindan ayrilir ve nufuz
etmeyen bir fraksiyondan nufuz eden bir fraksiyonu ayirmak icin ormegin ters ozmoz
membrani gibi bir ayirma membrani yoluyla bir penetrasyon muamelesine tabi tutulur
ve daha sonra nufuz eden fraksiyon, bulusun bir enziminin kullanimini iceren alkali-

oksijen agartma (oksijen delignifikasyonu) adimina beslenir.

Bulusun ksilanazlari, agartma kimyasallarini, érnedin klor, klor dioksit, kostik, peroksit
veya bunlann herhangi bir kombinasyonunu azaltmak i¢in kullanilir; kimyasallarda
yaklasik % 1, % 5, % 10, % 20, % 25, % 30, % 35, % 40, % 45, % 50, % 55, % 60, %
65, % 70, % 75, % 80,% 85,% 90,% 95'e varan veya daha fazla ya da % 100 bir azalma
bulugun enzimlerini kullanan yontemlerin uygulanmasinda gorulebilir. Ksilanaz bir
lakkaz veya bagka bir enzimle kombinasyon halinde kullanildijinda, 6rnegin enzim
kokteyllerinin kullanilimasiyla kimyasallarda % 100'luk bir azalma saglanabilir; bulusun,
bulusa ait en az bir enzim ve bir ya da baska bir ksilanaz olabilen daha fazla baska
enzim (ler) veya herhangi bir baska enzimi iceren enzim karigimlari ya da “kokteylleri

sagladigina dikkat cekilmelidir.

Bulusun ksilanazlari, islemde suyun geri donusumune izin vermek igin klor dioksitin
azaltilmasi igin kullanihr; boylece, daha az su kullanilmis ve kanalizasyona daha az su
dokulmustur. Bulusun ksilanazlari, lignin agisindan daha fazla zengin posanin agartma
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tesisine girmesine izin vermek icin kullanilir, boylece daha iyi kuspe verimi ve daha iyi
kalitede kuspe (yani, pisirme islemi sirasinda daha az tahribat) saglanir. Bulusun
ksilanazlarn, kagidin genel parlakligini arttirmak icin kullanmilir. Bulusun ksilanazlar,

kuspenin kappa sayisini azaltmak igin kullanilir.

Bulusun ksilanazlari, ornegin, mesela oksijen delignifikasyonu ile sert kereste, oksijen
delignifikasyonu olmaksizin sert kereste, oksijen delignifikasyonu ile yumusak kereste,
oksijen delignifikasyonu olmaksizin yumusak kereste Uzerinde, ve benzerleri de dahil
olacak sekilde tum tahta tipleri uzerinde kullanilabilir. Bulusun ksilanazlari, geri
donusturulmus kagit ve / veya kuspenin islenmesi igin kullanilabilir.

Oksijen delignifikasyonu tipik olarak bir brownstock yikayici ve bir agartma tesisi
arasinda bir reaksiyon kulesi eklenmesini gerektirir. Tipik olarak, brownstock'a oksijen
ve sodyum hidroksit eklenir. Agartma kimyasinin % 50 oraninda azaltiimasi, eder
oksijen ayristirmasi ile onlenirse, agartma isleminde elde edilebilir. Yikama oksijenin
delignifikasyonunu takip eder; atik sular geri kazanilabilir veya bosaltilabilir. Ozon
delignifikasyonu, oksijen delignifikasyonu yerine kullanilabilir.

Ornek 10: Yeni Biyo- Agartma Analizi

Bu ornek, bulusun ornek polipeptitlerinde ksilanaz aktivitesini gosteren verileri aciklar.
Bu ksilanaz aktivitesi caligmalari, Nelson (1944} J. Biol. Chem. 153: 375- 380,
“‘Reducing Sugar Assay for Xylanase"; ve, Somogyi (1952) J. Biol. Chem. 195: 19-
23dokumanlaninda agiklananlara dayanmaktadir. Bu "Nelson- Somogyi" analizi,
aktivite birimlerini belirlemek i¢cin kullanihir; "Nelson- Somogyi" analizlerinden elde
edilen veriler, bulusun 6rnek polipeptitlerinde ksilanaz aktivitesini, asadida belirtilen

aktivite birimlerinin belilenmesi ile gosterir.

Enzim birimi belirlemeleri de Nelson- Somogyi analizi kullanilarak belirlenmistir. Biyo-
agartma deneyleri TAPPl'den ((Kagdit hamuru ve Kagit Endustrileri Teknik Birligi)
yukarida belirtilen yontemlere dayanmaktadir. Asagida, TAPPI protokollerine yapilan
referanslarla birlikte bir aciklama bulunmaktadir.

Kuspe: North Carolina State Universitesi'nde (Raleigh, NC)} Agag ve Elyaf Bilimi
Bolumu'nden iki parti guney yumusak agac kraft kutlesi elde edildi. Kuspenin Kappa
Sayilar, TAPPI yontemi T- 236 om- 99 {TAPPI Test Yontemleri (2000- 2001), 2003
173 /id} kullanilarak sirasiyla 21.4 veya 29.7 olacak sekilde belirlenmistir.
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Kuspenin biyo- agartmasi: Kuspe, ksilanaz ile on islemden gecirildi ve 3 agamali bir
ksilanaz / klor dioksit / alkalin peroksit dizisi kullanilarak sizdirmaz plastik torbalarda

10 g'lik gruplar halinde agartildr:
(X) DoEp (yukaridaki aciklamaya bakiniz). Ug asamadaki muamele kosullari soyledir:
X asamasi : 65 T ve 60 dk suresince pH 8'de % 10 (w/ v) kivam

Do asamasi. 30 dakika boyunca 60 T'de% 4 (w/ v) kivami ; enzim ile muamele edilmis
numuneler icin 0.18'lik bir Kappa Faktoru ve enzimsiz kontrol numuneleri icin 0.18 ve
0.21 kullanilmistir. Do asamasinda kullanilan klor dioksit konsantrasyonu denklem (1)

kullanilarak hesaplanmistir:

KF < K#

2.63

CI0 % =

(n

100 g finnda kurutulmus (OD) kuspesi basina ClO2 yuzdesinin saf klor dioksit gramina
esit oldudu yerlerde, KF Kappa Faktoru ve K#, TAPPI yontemi T- 236 om- 99{TAPPI
Test Yontemleri (2000- 2001)), 2003 173 /id} ile belirlendigi gibi kuspenin Kappa
Sayisidir. Ep asamasi: 90 dakika boyunca 75 T'de % 10 (w / v) kivam; kostik yuk,

Kuspe Uzerinde % 1.7 (w/ w) ve H202 yuki, kuspe Uzerinde % 0.5 (w/w) oldu.

Her asamada, torbalar, istenen sicaklikta bir su banyosunda inkube edildi ve kuspe
Kutlesi icinde duzgun bir kitle ve 1s1 transferi sadlamak igin her 10 dakikada bir iyice
kanstinldi ve yogruldu. Her asamadan sonra, kuspe bir sert polipropilen filtre ile
kaplanmis bir Buchner tuneli vasitasi ile filtrelendi (297- mikron mesh, Spectrum Labs,
Ft. Lauderdale, FL). Filtrat, ince tanecikleri yakalamak icin bir kez geri dénusturuldu ve
hamur kuspesi 2 L DI su ile yikandi. Kuspe pastasi daha sonra 1.5 L DI su iginde
yeniden suspanse edildi ve pH sirasiyla X ve Do asamalarindan once pH 8 ve pH 4'e
ayarlandi. Kuspenin nem icerigi bir Mettler- Toledo nem analiz cihazi (Fisher Scientific,
ABD) kullanilarak olcuimustur.

TAPPI metodu T- 272 sp- 97'ye (TAPPI Test Yontemleri (2000- 2001), 2003 173 / id)
gore TAPPI standart ekipmani (Kalamazoo Paper Chemicals, Richland, MI)
kullanilarak agartilmis kadit hamurundan el test amagh elle yapilan kagdit sayfalan
yapiimistir. Her bir kagit sayfasinin % GE parlakligi, TAPPI yontemi T- 452 om- 98'e
gore bir Technidyne Brightimeter ™ Micro S- 5/ BC (Technidyne Corp., New Albany,
IN) kullanilarak olgulmustur.
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Analizde kullanilan

BILESENLER

(1)

« 1M NaOH

« 0.5 M Sodyum fosfat

tamponu pH 8

« Ureticinin talimatlarina gore
% 1
Arabinoksilan - (Megazim #
P- WAXYM)

hazirlanmig

« Ksiloz - hazirlama
standartlari, H20 iginde
cozunmus D- ksiloz

kullanarak 0.15 mM - 2 mM

+ 96 oyuklu PCR plakasi
(Fisher 05 500- 48)

* PCR plaka contalari

+ Standart 96 oyuklu seffaf

plakalar

« 96 oyuklu blok igcin 1 mL
tupler (E&K 671511- RC)

» Cozelti 1 : 800 mL H20 icinde 12g K*/Na* tartrat; 24g
Na2CO0s; 16g NaHCOs3; 144g Naz2S04

» Cozelti 2 : 200 mL H20 igcinde 4g CuS04*5H20; 36 ¢
Na2S0a

» Reaktif A : Cozelti 1'in 4 hacmi ile ¢dzelti 2'nin 1 hacmi
kanstinlir. Not- gunluk olarak taze hazirlanir

» Reaktif B : 450 mL H20 su icinde 25g (NH4):MoO4; 21
mL konsantre edilmis H2SO4 ekle, kanistir. 25 mL dH20
icinde 3g Na:HAsO4*7H20 ¢6z; amonyum molibdat
cozeltisi ile karnistir ve reaktifi 24- 48 saat boyunca 37
Trde inkube et. Cozeltiyi karanlik bir sisede yani, isiktan
uzakta oda sicakliyinda sakla.

Prosedur

1. Reaktif A’yi hazirlayin

2. 96 oyuklu bir PCR plakasinin her oyuguna 5 uL 1 M NaOH pipetleyin. Plakayi buz

Uzerinde tutun.

3. Reaksiyon karisimini hazirlayin. Alternatif olarak, birden fazla numune igin bir ana

kangim hazirlayabilirsiniz. iste 1X karigimi. 1 mL tuplere ekleyin ve 96 oyuklu bloga

yerlestirin.
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1. a. 50 uL pH8 Na- fosfat tamponu

2. b. % 1'lik substrattan 250 uL (% 0.5'lik bir nihai konsantrasyon yapmak
icin)

3. c. 150 uL H20

4. Reaksiyon karisimini 3 dakika boyunca istenen sicakliga getirmek icin on 1sitma
uygulayin.

5. 0.5 M fosfat tamponunu 5 mM pH 8'e kadar seyreltin ve bu tamponu kullanarak

enzim seyreltmeleri yapin.
6. 75 uL seyreltiimis enzimi bir 96 oyuklu bir mikrotitre plakasinin bir oyuguna pipetleyin
7. Reaksiyon karisimini iceren 1 mL'lik tupe 50 uL seyreltilmis enzim pipetleyin.

8. Istenen zaman noktasinda, her reaksiyon karisimindan 50 uL NaOH iceren tuplere
(NaOH pH'yi 12'ye gikararak reaksiyonu sondurecektir) pipetleyin.

9. NaOH igeren tupleri ayirmak igin her bir standarttan 50 uL ekleyin. Standartlar, 0.25
mM ksiloz ile 2.0 mM arasinda lineerdir. Standart egriyi olusturmak icin en az 4 standart
kullanin.

10. Her bir oyuga 50 uL Reaktif A ekleyin. Microseal ™ 'A' Filmi kullanarak plakayi
kapatin.

11. Plakayr 20 dakika boyunca bir PCR makinesinde 100 T'de isitin. Numuneyi

isitildiktan sonra makineyi 4 T'yve so gumaya ayarlayin.
12. Her tupe 50 uL reaktif B ekleyin, karistinn.

13. - Not, reaktif B'nin eklenmesinden sonra onemli bir miktarda CO2 olugur. Bu

numunelerin komsu oyuklan kirletmemesine olduk¢a dikkat edilmelidir.

14. Her bir numunenin veya standartin 100 ul'sini 96 oyuklu bir mikrotitre plakasinin

ayri oyuklarina pipetleyin.
15. Levhayr 560 nm'de okuyun.

16. Standart egri verisini ¢izin ve standartlarini ksilozun umollar olarak ifade edin, yani
2.5 mM’luk 50 uL ksiloz, .125 pmol ksilozdur.

17. Her zaman noktasi icin 6rnek verilerden tampon kontrolunu gikartin ve verileri ¢izin

18. Zamanlama egrisi egim degerini, ksiloz standart egri egim degeri ile bolun
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19. 10 ile carpin (50 uL ornekler igin hesaplar (toplam analiz hacminin 1/ 10'u)

20. Dakikada enzimin mL’si ya da enzimin U/mLsi bagina salinan ksilozun pmollerini

elde etmek icin analizde (0.05) kullanilan hacme bolun.
21. U/ mgvyi elde etmek icin bu sayiyi protein konsantrasyonu ile bolun.

Bulusun ornek polipeptitlerinde ksilanaz aktivitesini gosteren "Nelson- Somogyi”
analizlerinden elde edilen veriler asagida Tablo 8'de verilmistir. Yukarida belirtildigi
gibi, analiz kosullari pH 8'i; 65 T U/ mL veya ph8; 40 T (U / mL )vi icermistir.

Tablo 8'de Tablo 8'in okunmasina yardimei olmak icin "SEK ID NO: 151, 152", "orn.,
SEK ID NO: 151'de belirtilen gibi bir sekansa sahip bir nukleik asit tarafindan kodlanan
SEK ID NO: 152'de belirtilen gibi bir sekansa sahip polipeptit”, vb. anlamina gelir:

Tablo 8
SEK ID NO: | pH 8;65 C U/mL ph 8; 40 C (U/mL)
151, 152 diusik 17.3
155, 156 13.5
169, 170 Belirsiz 1.62
195, 196 6.3 6.47
23, 24 Belirsiz 1
215, 216 34.7 55.9
5,6 Belirsiz 6.3
121, 122 Belirsiz 139.4
405, 406 Belirsiz 41.34
47,48 Belirsiz 31.2
191, 192 23 5
353, 354 Belirsiz 7




302

247, 248 5 146.3
307, 308 2.2 18
175, 176 37.7 36.2
7,8 Belirsiz 16.1
161, 162 65 39.5
33, 34 Test edilen kosullarda gorunur aktivite yok 18.9
221, 222 2.2 2
225, 226 Belirsiz 9.5
27,28 Belirsiz 10.1
163, 164 1186.44273 670.1
19, 20 Belirsiz 12.2
81, 82 Belirsiz 434
91, 92 88 194
61, 62 Belirsiz 0.9
469, 470 0.19
159, 160 224

299, 300 1.3 1
349, 350 577 128
233, 234 2.1
171,172 0.55 0
203, 204 11.5 15.4
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181, 182 282

227,228 5.4
165, 166 4 3.34
335, 336 63

339, 340 60 1.9
141, 142 Belirsiz 544.63
231, 232 8
367, 368 Belirsiz 3
333, 334 4.1 10.18
281, 282 3.7
361, 362 5.4 ND
261, 262 32 49.5
319, 320 24.9 0
357, 358 dustk 65.5
365, 366 190 51
273,274 16.65
277,278 450 74 .4
455, 456 850 423.02
129, 130 2.1

271, 272 Belirsiz 3
285, 286 25 11
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259, 260 235 240.8
325, 326 1.5 7.4
359, 360 13 5.2
303, 304 Belirsiz 13.4
363, 364 2.1
93, 94 Belirsiz 24
157, 158 Belirsiz 2.6
189, 190 0.8 ND
25,26 dusuk 13.2
323, 324 260 1
49, 50 Belirsiz 0.056
85, 86 8 3.4
29, 30 3

51, 52 0.2 ND
35, 36 11.2 6.53
287, 288 1.45
293, 294 1042 219.23
99, 100 11.1 5.7
351, 352 Belirsiz 2
119, 120 3.4 19.36
123,124 169 18.2
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249, 250 2

311, 312 467 78.9
149, 150 9

167, 168 1500 46.8
207, 208 83 44 81
213, 214 Belirsiz 0.06
177,178 12.1 7.6
113, 114 158 226
289, 290 Belirsiz 16.65
75,76 1
111, 112 Belirsiz 4.8
117,118 Belirsiz 1344
115, 116 36 15.9
125, 126 Belirsiz 31.5
137,138 Belirsiz 2
451, 452 235 23.8
69, 70 44 2.1
205, 206 dusuk 75
211,212 dusik 159
197, 198 40 16.5
373,374 Belirsiz 17.91
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89, 90 12

31, 32 Belirsiz 11.4
13, 14 Belirsiz 20.7
65, 66 3.5
257, 258 Belirsiz 0.28
57, 58 Belirsiz 9.13
185, 186 49.9 119.3
77,78 81

73,74 Belirsiz 3.5
243, 244 8.6
229, 230 27 244
223, 224 1.5 2
109, 110 98 257
291, 292 17.65 3.8
179, 180 Belirsiz 5.7
3,4 771
193, 194 24 8.5
173,174 dusuk 15
217,218 2.7 0.17
59, 60 Belirsiz 34.5
71,72 Belirsiz 6.6
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101, 102 Belirsiz 9

39, 40 99 61
269, 270 Belirsiz 3.2
139, 140 13.2
55, 56 133 81.2
15, 16 Belirsiz 242 .4
131, 132 Belirsiz 11.6
95, 96 146 136.3
143, 144 13 0.94
17,18 7.2 2.6
21,22 Belirsiz 8.1
153, 154 1.7 2
127,128 0.46
253, 254 12.6 283
255, 256 13.15

“Nelson- Somogyi" analizlerinden elde edilen "Aktivite Birimleri" verileri, asadida Tablo
9'da ozetlendigi gibi, biyo- agartma deneylerinde (TAPPI yontemlerine dayali olarak)
dozlamay belirlemek icin kullaniimistir {Tablo 9'un okunmasina yardimci olmak igin,
"SEK ID NO: 151, 152", "orn., SEK ID NO: 151'de belirtilen gibi bir sekansa sahip bir
nukleik asit tarafindan kodlanan SEK ID NO: 152'de belirtilen gibi bir sekansa sahip

polipeptit”, vb. anlamina gelir):

Tablo 9
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SEK ID NO: | Sicaklik | pH | Ksilanaz eklenen birimler Kuspe tipi | Cikti
151, 152 40 8 |2 SSwW +
169, 170 40 8 |2 YeniSPB | --
195, 196 40 8 |2 Yeni SPB | - -
121, 122 40 8 |2 Yeni SPB | +
191, 192 40 8 |2 Yeni SPB | - -
247,248 65 8 |2 SSW +
161, 162 40 8 |2 Yeni SPB | +
225,226 40 8 |2 Yeni SPB | - -
27,28 40 8 |2 Yeni SPB | - -
81, 82 40 8 |2 YeniSPB | --
91, 92 40 8 |2 Yeni SPB | - -
61, 62 40 8 |2 Yeni SPB | - -
233, 234 40 8 |2 Yeni SPB | --
171,172 40 8 |2 Yeni SPB | --
141, 142 40 8 |2 Yeni SPB | - -
231, 232 40 8 |2 Yeni SPB | +
367, 368 40 8 |2 Yeni SPB | +
261, 262 40 8 |2 Yeni SPB | - -
357, 358 40 8 |2 Yeni SPB | --
365, 366 40 8 |2 Yeni SPB | - -
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273,274

40

Yeni SPB

277,278

65

Yeni SPB

271,272

40

Yeni SPB

285, 286

65

SSW

325, 326

40

Yeni SPB

93, 94

40

Yeni SPB

157, 158

40

Yeni SPB

25,26

65

Yeni SPB

85, 86

40

Yeni SPB

167, 168

65

Yeni SPB

9,10

40

SSW

43, 44

40

Yeni SPB

75,76

40

Yeni SPB

111, 112

40

Yeni SPB

117,118

40

Yeni SPB

115, 116

40

Yeni SPB

125, 126

40

Yeni SPB

69, 70

40

Yeni SPB

205, 206

40

Yeni SPB

211, 212

40

Yeni SPB

197, 198

65

SSW
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31,32

40

Yeni SPB

13, 14

40

Yeni SPB

65, 66

40

Yeni SPB

27,58

40

Yeni SPB

73,74

40

SSW

229, 230

40

SSW

179, 180

40

Yeni SPB

3,4

40

Yeni SPB

193, 194

40

Yeni SPB

173,174

40

Yeni SPB

59, 60

40

Yeni SPB

71,72

40

Yeni SPB

101, 102

40

Yeni SPB

39,40

40

Yeni SPB

15, 16

40

Yeni SPB

131, 132

40

Yeni SPB

95, 96

40

Yeni SPB

143, 144

40

SSW

393, 394

65

Yeni SPB

21,22

40

Yeni SPB

255, 266

40

Yeni SPB
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215, 216 65 8 |2 Yeni SPB | ++
175,176 65 8 |2 Yeni SPB | +
203, 204 40 8 |2 YeniSPB | +
253, 254 40 8 |2 SSW ++

Tablo 9'daki sonug¢ tanimlar:

+ = yuksek Kappa faktoru kontrolune kadar Kappa Faktdru kontrollerinin orta
noktasindan daha buyuk

++ = yuksek Kappa Faktoru kontrolunden daha buyuk

- = Kappa Faktoru kontrollerinin orta noktasindan kucuk veya esit, fakat dusuk Kappa

Faktoru kontrolunden daha az degil
- = duguk Kappa Faktoru kontrolunden daha dusuk

Tablo 9 icin Terim Anahtari: SPB = Ladin Cam Hus; SSW = Guney Yumusak Agag¢

Tablo 9'da ozetlenen g¢aligmalarda, dusuk Kappa faktdr kontrolunun altinda
performans sergileyen enzimler icin, enzim ornegindeki malzemenin parlakhgini
azaltmaya katkida bulundugu varsayillmaktadir. Bu materyalin, enzim ornedindeki
ksilanaz adayinin zenginlestiriimesi veya daha da saflastinimasiyla uzaklastiriimasi,

performansi arttirabilir.

Bir yaklasimda, burada tarif edildigi gibi tekli amino asit kalinti mutasyonlan, 6rnegin,
asagida Tablo 10'da agiklandigi gibi, nokta mutasyonlarinin en az iki, birkaginin veya
tamaminin bulundudu bir ksilanaz enziminin Uretilmesi igin birlegtirildi. Tablo 10'daki

“enzim no." sutunu, asagida deginilen Sekil 15°teki "enzim no.” sutunu ile iliskilidir.

Tablo 10A, B, C: kombine mutantlar, Nokta vukan mutantlar, Kisa kanstinlmis yukari

mutantlar

Tablo 10A

kombine mutantlar SEK ID NO: 384°'teki Amino Asit Pozisyonu
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Enzim No. 10 |13 |14 |18 |25 (30 |34 |35 |71 | 194
Vahsi tip Q |[T N Y |S [N |Q |S |S§ S
20 Y |H |F |E C |E |T |H
21 F |H |F L |E |T

22 S |[F |H C |[E [T |H
23 F | H E H |E H
24 S H |[F |E H |[E |T |H
25 S |Y 'H F |E L |E |T H
26 F 'H F |E C |[E |T

27 F 'H F |E cC |[E |T |H
28 S |F |H E |V |C |E |T |H
29 S |Y H F |E C |[E |[T |H
30 Y |H E |V |L |E H
31 Y |H E |V (L |[E |T |H
32 S H |[F |E C |E |T

33 S H F |E |V |H |E |T

34 s |[F '/H F |E C |E H
35 S |F |H |F |E H |E [T H
36 Y |H E L |E [T | H
37 S |Y |H |F |E H |E [T H
38 S H F |E |V (L |E |T
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39 P Y |H
40 P Y |H E
41 P Y |H (F |E
15 Y F
16 P H |F
17 L H E
Tablo 10B
Noktasal Yukar Mutantlar
Mutasyon Kodon
1 T4L CTT
2 SOP CCC
3 Q108 TCA
4 T13Y TAC
5 T13F TTT
6 T13W TGG
7 Y18F TTC
8 S25E GAG
9 Q34L TTG
10 Q34H CAT
11 Q34C TGT
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12 S35E GAG
13 S7T1T ACA
14 S194H CAT

Tablo 10C

Kisa harmanlanmis yukarn mutantlar

15 [ 13Y 18F 71T

16 | 9P 14H 18F 34C 35E

17 | 4L 14H 25E 34C 25E

Sekil 15, yukaridaki, Tablo 10'da belirtilien gibi sekanslara sahip olan enzimlerin
enzimatik aktivitesini gosteren verileri ozetleyen bir tablo olup, burada bu enzimlerin
tamaminin Tablo 10'da belirtildigi gibi SEK ID NO: 384'0n sekans varyasyonlan oldugu
belirtiimektedir. Ornegin, "enzim 20" de: amino asit pozisyonu 9 bir P veya bir prolin
("vahsi tip" veya "SEK |ID NO: 384, bir S veya bir serindir) amino asit pozisyonu 13 bir
"Y", veya bir "tirozin" ("vahsi tip" veya SEK ID NO: 384, bir T veya treonindir). Aksi
belirtimedikge, tum cahsmalar, Kuzey yumusak kereste brownstock kuspesi (orn.
SSWB, Guney yumusak kereste brownstock kuspesi) uzerinde yapilmistir. Yuksek /
dusuk kappa faktorleri belirtilmigtir. Metodoloji yukarida tartigilmigtir (6rnegin, "X", "Do”
ve "E1" veya "Ep" icin, yukaridaki Ornek 9 ve 10'daki aciklamalara bakiniz). Parlakhk
ve "kimyasal tasarruflar” belirtiimistir; bulusa ait bir hemiselulolitik enzimin (ksilanaz)
hemiselulozu pargalamak (hidrolize etmek) icin baslangicta kullanildi§i ve bir ikinci
agartma kimyasal adiminin kalan ligninin pargcalanmasi icin kullamldig ikinci bir
agartma kimyasal adiminda “kimyasal tasarruflan” klor (element halde klor ya da klor
dioksit), sodyum hidrosuilfit ve / veya sodyum hipoklorit gibi kimyasal agarticinin daha

az kullanimini gosterir.

Yukarida belirtildigi gibi, bulusun enzimleri ve prosesleri, ayni zamanda, lakkazi ve /
veya manganez peroksidaz (MnP) gibi oksidatif enzimler kullanarak, pulpati delignize



10

15

20

25

30

315

etmek i¢cin enzimatik agartmaya ikinci bir yaklasim ile birlikte de kullanilabilir. Bu
enzimlerden lakkaz tercih edilir, cunku MnP hidrojen peroksit, manganez (ll) iyonlan
ve bir selator gerektirir. Lakkaz, hafif oksijen basinci altinda hamurun ayrilmasina

neden olabilir, ancak yukarida bahsedildigi gibi, aracilar eklendiginde oldukga etkilidir.

Katalizorun gelistiriimis delignasyon yontemleri, drnegdin, polisulfid veya antrakinon ile
birlikte kullanilabilir. Antrakinon, kuspe haline getirme hizint artirabilen, verimi
artirabilen ve kuspe haline getirmede kimyasal kullanim miktarint % 10'a kadar
azaltabilen bir kuspe reaksiyon katalizorudur. Antrakinon ve polistlfurun her ikisinin

birlikte kullanimi mumkundur.

Lakkaz, yukarida tartisildigi gibi, acgiklama yontemleriyle baglantili olarak kullanilabilir.
Ornedin, lakkaz bir islemde bir oksijen reaktérunde kullanilir, burada lakkaz oksijen
reaktorundeki lignini pargalar. Kuspe, lakkaza kendiliginden aracilik eden cesitli
bilesenleri salabilirken, organik ya da inorganik aracilar eklenir (yukaridaki tartismaya
bakiniz, drnegin, alternatif ornek aracilar, bir 6rnek organik araci olarak 2,2'- azinobis
(3- etilbenztiazolin- 5- sulfonat) (ABTS) ya da U.S. patent basvurusu no.
20030096394 Dokumanindadokumaninda tarif edilen gibi aracilar icerir). Bir esteraz
(ornegin, bir lipaz) ve / veya bir oksidoreduktaz (ornedin, bir peroksidaz) gibi baska bir

hidrolaz da eklenebilir. pH ve / veya sicaklik reaktorde degistirilebilir.

ORNEK 11: SEK ID NQ: 382'nin enzimatik aktivitesini gosteren calismalar

Bu drnek, SEK ID NO: 382'de (orn., SEK ID NO: 381 ile kodlanmis) belirtilen bir amino
asit sekansina sahip olan ksilanaz enziminin enzimatik aktivitesini gosteren galismalar

agiklar.

SEK ID NO: 382'nin enzimatik aktivitesi, Guney Yumusak Agac (SSWB) Uzerinde
gosterildi, enzimin SSWB uzerindeki performansi Sekil 16, Sekil 17, Sekil 18 ve Sekil
19'da Ozetlendi.

Brownstock igcin: SEK ID NO: 382, 40- 70 T sicaklik araliginda ve 5- 8 pH araliginda
cok iyi bir performans gosterdi. Bu kosullar altindaki kimyasal tasarruflar % 18 ila %
22 arasinda degisti. SEK ID NO: 382'nin stabilitesi, SSWB'de 90 T've kadar olan
sicakliklarda, pH 8'de (kimyasal tasarruflar sartlara bagl olarak) calismasina izin verdi.

Oz sonrasi igin SSW- 02, OD kuspesinin her bir graminda 0.05U SEK ID NO: 382 kadar
az gerekti. SEK ID NO: 382, SSW- O2'nin on- muamelesinde kullanildijinda sicaklik,
pH, kati madde % si, muamele suresi dahil olmak Uzere g¢esitli islem kosullari igin
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mukemmel bir stabilite sergilemistir. Kimyasal tasarruflar SSW- O2 uzerinde % 22'i
(sadece Do- agsamasi tasarruflari} gegebilir.

Sekil 16, SEK ID NO: 382 aktivitesini gosteren ve SSWB 0803 (Kappa # 22.8)
uzerindeki (X) DoEp verilerini ozetleyen (ayrintili agiklama igin yukarnda bakiniz) bir
tablodur; X: % O katt ve 60 dak.; istenilen pHa ayarlanmig kuspe filtrati -
tamponlanmamis sistem. Sekil 16'da, SEK ID NO: 382, % 18 kimyasal tasarruf
saglayan 0.6 U / g OD kuspesinde aktivite gostermistir.

Sekil 17, SEK ID NO: 382 aktivitesini gosteren ve SSWB 0803 (Kappa # 22.8)
uzerindeki (X} DoEp verilerini 0zetleyen bir tablodur; X: pH = 8 ve 30 dak, % 10 kat
madde; istenilen pHa ayarlanmis kuspe filtrati - tamponlanmamis sistem. Sekil 17'de,
SEK ID NO: 382, SSWB- GP Brunswick Uzerinde 0.9 U / g, 40 C ve 50 T'de, pH 8,

30 dakikada % 14 tasarruf saglayan aktivite gostermigtir.

Sekil 18, SEK ID NO: 382 aktivitesini gosteren ve SSWB 0803 (Kappa # 22.8)
uzerindeki (X) DoEp verilerini 6zetleyen bir tablodur; X: 40 C, 30 dak ve % 10 kati;
istenilen pH a ayarlanmis kuspe filtrati - tamponlanmamis sistemn. Sekil 18'de, SEK ID
NO: 382, SSWB- Brunswick'in SEK ID NO: 382 ile dn- muamelesinin % 18'lik bir
kimyasal tasarruf sagladigini gosteren ve daha dusuk bir pH'ta (pH 6), 40 T'de, 30

dakika biraz daha iyi bir performans gosterdigini gosteren aktiviteyi kanitlamistir.

Sekil 19, SEK ID NO: 382 aktivitesini gosteren ve SSWB 0803 (Kappa # 22.8)
Uzerindeki (X) DoEp verilerini 0zetleyen bir tablodur; SSWB uzerindeki (X)DoEp
(Kappa # 28.6) X: 40 C, pH = 7, 30 dak ve % 4.5 kati; Istenen pH - istenilen pH'a
ayarlanmig kuspe filtrati - tamponlanmamis sistem. $Sekil 19'da, SEK ID NO: 382,
SSWB- Brunswick'in SEK ID NO: 382 ile n muamelesinin % 4 .5'luk katilarda % 18'lik

kimyasal tasarruf sagladigini gosteren aktiviteyi kanitlamistir.

Sekil 20, SEK ID NO: 382'nin, ayrica O 2 sonrasi Kuzey Sert Agaci (NHW) uzerinde,
6- 8.5 pH araliginda, pH 10'da, 60 T ve 90 T bile tutma aktivites inde de etkili
oldugunu gosteren bir tablodur. Sekil 20'de, NSWB Kuzey Agacrnin (Kappa # 24.8)
(X)DoEp biyo- agartmasi X: 0.7U / g, pH = 10, 60 dak, % 10 kati madde.

Ozetle: SEK ID NO: 382, ornegin yumusak agac, sert agac, dusuk kappa, yuksek
kappa, vb. dahil olmak Uzere test edilen tim hamur tiplerinde aktiftir; SEK ID NO: 382,
ornegin, sicakhk, pH,% kati madde, muamele suresi dahil olmak uzere, iglem kosulu
dedisimi icin yuksek bir toleransina sahiptir; SEK ID NO: 382, en iyi performansa 70
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C'ye kadar sahip genis bir calisma sicakhigi arahdr (39 T ila 90 ) uzerinde
gerceklestirir; SEK ID NO: 382 genis bir pH arahdinda (en azindan test edilen pH 5.2-
10.0) ve pH 6.0- 8.0 aralifinda optimal olarak aktiftir; SEK ID NO: 382, yaklasik 20
dakika icinde istenen on- agartma etkisini elde edebilmekte ve bu sayede gelismig
besleme hizlar elde edilebilmektedir; ve SEK ID NO: 382, cesitli kispe kivamlarinda
(yaklagsik % 3 ila % 10) iyi bir performans sergiler ve X asamasi sirasinda artan

besleme secenedine izin verir.

ORNEK 12: Bulusun enzimlerinin enzimatik aktivitesini gosteren calismalar

Bu drnek, SEK ID NO: 482 (orn. SEK ID NO: 481 ile kodlanmis), SEK ID NO: 490, SEK
ID NO: 502, SEK ID NO: 504 ve SEK ID NO: 512'nin amino asit sekanslarina sahip
enzimler dahil olmak Uzere, 6rnek ksilanazin enzimatik aktivitesini gosteren calismalar
tarif eder. SEK ID NO: 512 amino asit sekansina sahip olan ksilanaz icin pH 10'da ve
45 C, 50 T ve 55 T sicakliklarda aktiviteler tar if edilmistir.

Bu ksilanazlarin degerlendirilmesi icin drnek bir analiz:

1. Baslangig Taramasi - azo- ksilan (cozelti tabanh) substrati kullanarak

a. Kesif vuruslarn uygun bir ekspresyon vektorune alt klonlandi

b. Ksilanaz alt klonlan, standart kosullar altinda 1 L'lik calkalama tupunde eksprese
edildi.

¢. Alt klonlarin ekspresyon seviyeleri SDS- PAGE ile belirlendi.

d. Enzimlerin enzimatik aktivitesinin seviyesi, uUreticinin tavsiye edilen analiz
protokolune gore, 100 mM sodyum fosfatta, pH 8 olan Megazyme® substrati
Birchwood Azo- ksilan kullanilarak Azo- ksilan analizi ile belirlenmigtir. Enzim
numunelerinin konsantrasyonlarn, pH 8'de esit miktarda ksilanaz aktivitesine sahip

olacak sekilde ayarlandi.

e. Azo- ksilan analizi, daha sonra pH 10.4'te 100 mM sodyum borat tamponu iginde

normalize edilmis numunelerle tekrarlandi.

SEK ID NO: 482, SEK ID NO: 490, SEK ID NO: 502, SEK ID NO: 504 ve SEK ID NO:
512'nin amino asit sekanslarina sahip olan enzimleri kullanan bu protokolden elde

edilen azo- ksilan analizi verileri, Sekil 21°de gosteriimektedir.

2. Baglangig Taramasi - ENZ- CHEK ULTRA XYLANASE ASSAY KIT ™ (Invitrogen)
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a. Ksilanaz enzim numuneleri, Azo- ksilan analizi ile ayni sekilde hazirlandi {yukanda
bélum 1).

b. Enzimlerin enzimatik aktivitesi, Invitrogen tarafindan ENZ- CHEK ULTRA
XYLANASE ASSAY KIT ™ (Urun numarasi E33650) adiyla satilan ticari olarak temin
edilebilen analiz kiti kullanilarak olculmustur. ENZ- CHEK ™ kit substrati,
klonlanazlarin varhidinda, kitle saglanan standartlar kullanilarak ksilanaz aktivitelerini
olecmek icin kullanilabilen floresan sinyal Uretir. Ksilanaz enzimlerini test etmek igin
kullanilan protokol, Ureticinin onerdigi protokoll biraz degistirdi. Modifikasyonlar temel
olarak uretici tarafindan tavsiye edilen farkhh pH ve sicakliklarda ksilanazlarin test

edilmesini igeriyordu.
3. Ikincil Tarama - Ornek Kuspe Analizleri

a. Azo- ksilan analizinden elde edilen enzimler, burada daha once tarif edildigi gibi
Nelson- Somogyi analizi kullanilarak bugday arabinoksilan Uzerinde aktivite icin test
edildi. Daha sonra, belirli bir kUspe turu ve klor dioksit yuklemesi igin elde edilebilecek
kimyasal tasarruf miktarini belirlemek icin bir laboratuvar olgekli agartma deneylerinde
test edildi. Istenen performans ozelliklerini karsilayanlar, TAPPI torbali biyo- agartma

deneyinde, cesitli yuklemelerde ve pH seviyelerinde Ug kopya halinde test edildi.
b. Bu analiz igin tipik veriler Sekil 22 ve $Sekil 23'te gosterilmektedir.
4. Ornek enzim karakterizasyonu taramasi - Sicaklik profili

a. Ksilanazlarnn termotoleransi, gittikgce daha yuksek sicakliklarda pH 8 ve pH 10.4'te
azo- ksilan analizi kullanilarak analiz edilebilir; ve bu bulusa ait enzimler, bu analiz
kullanilarak test edildi. Her sicaklikta reaksiyonun baslangic hizlan kaydedildi ve
ksilanazlarin optimum performans sicakhigini belirlemek igin cizildi. Tipik termal profil
grafikleri Sekil 24 ve Sekil 25'te gosterilmektedir.

b. Kalnti aktivitesi - Enzimlerin termostabilitesini test etmek icin kullanilabilecek bir
baska ornek analiz, kalinti aktivitesi metodudur, ki burada bir enzim numunesi belirli
bir sure boyunca belirli bir pH'ta yukseltilmis bir sicakhkta islenir ve daha sonra standart
kosullar altinda musaade edilen sicaklik (tipik olarak 37 ) altinda analiz edilir. Belirli
bir sicakliktaki bir yari omur daha sonra belirlenir ve bu sicakhk kosullan altinda belirli
bir enzim uygunlugunun bir 6lgusunu saglar. SEK ID NO: 512amino asit dizisine sahip
olan bulusun ornek ksilanaznin birinin pH 10'da ve 45 C, 50 € ve 55 Tlik

sicakliklarda bir kalinti aktivitesi grafigi Sekil 26'da gosterilmektedir.
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ORNEK 13: Yapi analizi icin kristallendirme ve veri toplama

Bu ornek, amino asit dizisi SEK ID NO: 482've (orn., SEK ID NO: 481 tarafindan
kodlanmig) sahip olan ksilanaz igin kristalizasyon ve veri toplama ve yapi analizini

aciklar ve gosterir.
Kristallendirme ve veri toplama

SEK ID NQO: 482nin kristalleri (ddHz0 iginde 21g/1}, 20 T'de % 55 (w/v) PEG 400, 0.15
M lityum sulfat, 0.1 M tri- sodyum asetat (pH 5.1) iginde buyutoldu. Kristaller iki ila U¢
gunluk bir periyot suresince buyudi ve ana likorde kriyo korumaliydi. SEK ID NO:
382'nin (SEK ID NO: 381 tarafindan kodlanmisg) kristalleri {(ddH20 iginde 21g/1), 20
Cde % 12 (w/v) PEG 8000, 0.1 M Tris/HCI (pH 9) i¢inde buyutuldu. Kristaller ayrica
iki ila ug gun sonra gozlemlendi ve ilave % 30 (v/ v) gliserol iceren ana sivi igcinde kriyo-
sogutuldu. SEK ID NO: 382 icin 1.8A ve SEK ID NO: 482 icin 1.9A'hk bir maksimum
gozunurluk igin kirimim verileri, bir MicroMax 007 (bakir 1.5418 A) ddonen anot X- 1sini
kaynagl uzerine monte edilmis bir RAXIS- [V gbruntu plakasi detektdru kullanilarak
100 K'de tek kristallerden kaydedilmistir. Kirnnim verileri MOSFLM'ye entegre edildi ve
SCALA'da olgeklendi. Diger tum hesaplamalar CCP4 paketinin programlanyla
gerceklestiriimigtir. Her iki veri kimesinin her biri toplam 250 goruntu icerdi ve 1 °lik
salinim agisi ile toplandi.

Yapi ¢6zUmu

Kinnnim verileri, a=64.7 A, b=33.6 A, ¢=83.1 A, a=90.00° B=101.90° y=90.00°olan
birim hucre boyutlari ile ve kristalografik asimetrik birimi isgal eden bir molekul ile SEK
ID NO: 482'nin kristallerinin C2 uzay cismine ait oldugunu ortaya koymustur. SEK ID
NO: 482'nin yapisi, arastirma modeli olarak Bacillus circulans XynA'nin (PDB erisim
numarasi 1xnb; PDB, Yapisal Biyoenformatik Arastirma (RCSB) web sitesinden elde
edilen Protein Veri Bankasidir) daha onceden belirlenmis bir yapisi kullanilarak
MOLREP'te molekuler ikame ile ¢ozulmustur. Coot'ta manuel yeniden yapilanma

turlar, REFMAC'de kisith arntma ile degistirildi. Cozucu su molekulleri Arp_waters

kullanilarak eklendi ve Coot kullanilarak manuel olarak kontrol edildi.

SEK ID NO: 382 'nin kristallerinden kaynaklanan kirmim verileri, a=36.3 A, b=63.2
A, c=75.1 A, a=90.00° B=90.00° y=90.00°birim hucre boyutlar ve ayrica kristalogra fik
asimetrik birimi isgal eden bir molekul ile P212121 uzay grubuna aitti. SEK ID NO:
382'nin yapisi, arama modeli olarak SEK ID NO: 482'nin yapisi kullanlarak
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MOLREP'de molekuler ikame ile gozulmustur. Aritma daha sonra SEK ID NO: 482'ye

benzer sekilde gergeklestirilmistir.

ORNEK 14: Bulusun enzimlerinin enzimatik aktivitesi ve karakterizasyonu

Bu ornek, ksilanaz enzimlerinin gesitli 6zelliklerini ve bu tespitleri yapmak icin ormek

deneyleri tarif eder.

Bulug, SEK ID NO: 382'nin olgun ornek enziminin M; ‘si 382 23 kDa idi, SDS- PAGE
ile belirlendi. Boyut dislama kromatografisi ile tahmin edilen dodal enzimin boyutu,
enzimin monomerik oldugunu gosteren 25 kDa'dir. SEK ID NO: 382 , yulaf kirmizil
ksilani 155000 + 2700 dk- "lik bir keatile ve 2.6+ 1.4 mg/ml K n ile hizla hidrolize eder.
Enzim belirgin termostabilite gosterdi ve 70 T'ye kadar termal inaktivasyona tabi
degildir. Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC) (yukarida detaylh olarak tarif
edilmistir), ksilanazin erime sicakhdinin 74.2 T oldudunu gostermistir. Agilimin
termodinamikleri, proteinin isil agilimi geri donugimsiz oldugu igcin aragtirnlamamistir;
yeniden katlama taramasi yapmak mumkun olmamistir ve proteinin belirgin bir sekilde
gokelmesi olmustur. Ksilanazin katlanmig ve katlanmamig formu arasindaki AG dlgum
girisimleri de basarisiz oldu, cunku dairesel dikroizm ve floresan spektroskopisi,
proteinin 37 T'de 6 M guanidin hidroklorid icinde u¢ ay inkube edildijinde bile

denature edilemeyecegini gosterdi.

Tekli amino asit mutantlan SOP, N14H, T13F, Y18F, Q34L, S35E ve S71T ve bulusun
SEK ID NO: 482 drnek enzimi anyon dedisim kromatografisi ile elektroforetik
homojenlige kadar saflagtirlmistir. Bu mutantlarin aktivitesi, stabiliteyi arttiran enzim
yapisinda degisiklikler olarak memnuniyet verici olan "vahsi tip” enzime gore tehlikeye
girmeyen tum spesifik aktivitelerin, genellikle katalitk verimin azalmasiyla
sonucglandigini gosterdi. Burada rapor edilen tam katalitik aktivitenin korunmasi

muhtemelen kullanilan tarama stratejisini yansitmaktadir.

Ksilanaz mutantlarinin Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC), tek bir amino asit
dedisikligi ihtiva eden tum varyantlarin "vahsi tip" enzimin 2- 11° (derece) ustunde
dedisen yukseltiimis TmS sergiledidini gostermistir. Bulug, SEK ID NO: 482 kombine
"Mutant” ornek ksilanazi; ana ksilanazinkinden 29° daha yuksek olan 103 T’lik bir
Tw'ye sahip oldu. Termal inaktivasyona karsi direnci arastirmak icin SEK ID NO: 382
ve SEK ID NO: 482, gesitli sicakliklardaki 15 dakika boyunca 1sitilmis ve 37 T'lik izin
sicakhginda test edilmistir;, SEK ID NO: 382 ksilanazinin "vahsi tip" inin termal
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inaktivasyonunu ve bulusun SEK ID NO: 482'nin varyanti veya "mutant” ornek
ksilanazini gosteren Sekil 27'ye bakiniz. [ki enzim, gosterilen gesitli sicakliklarda
inkube edildi, alikuotlar, cesitli zaman noktalarinda c¢ikanldi ve substrat olarak 4-
nitrofenil- B- Dksilotriosit kullanilarak 37 T'de kalintisal ks ilanaz aktivitesi icin analiz
edildi.

79 C'de termal inaktivasyon igin sozde birinci der ece hiz sabitleri, sirasiyla SEK ID
NO: 382 ve SEK ID NO: 482, igin 0.573 £ 0.054 dk ' ve 0.0026 + 0.00029 dk" ! olmustur.
Toplu olarak, termal inaktivasyon galismalar SEK ID NO: 482yi olusturmak uzere SEK
ID NO: 382'ye uygulanan yedi mutasyonun, ksilanazin termostabilitesini buyuk 6lgude

arttirdigini gosteren Tm verileriyle tutarlidir.

SEK ID NO: 382 ve SEK ID NO: 482'nin inaktivasyonunun enerjisindeki farklihgi
arastirmak igin termal inaktivasyon ¢esitli sicakhklarda olgulmus ve veriler Arrhenius
grafiklerini olusturmak igin kullaniimistir; bu Arrehenius grafidini gosteren Sekil 28'e
bakiniz: sbzde 1. dereceden inaktivasyon oraninin temeli, sicakhgin kargitina karsi
cizilmistir. Cizgilerin egimi, inaktivasyon enerijisini verir. SEK ID NO: 482 (68.6 kcal mol
') inaktivasyon eneriisi, vahsi tip enzime ((54.5 kcal mol ")) gore 14.1 kcal mol- ! kadar
arttirihr. Guanidian hidroklorur yukseltiimis sicakliklarda uzatiimis inkubasyondan
sonra bile proteini denature etmedigi icin SEK ID NO: 482'nin agilmasinin AG'sinin

arasgtirilmasi mumkun olmamigtir.

Amino asit substitusyonlarinin SEK ID NO: 482 enziminin termal stabilitesini arttirdid
mekanizmayi aragtirmak icin, hem "vahsi tip"” enzimin (SEK |ID NO: 382 enzimi) ve SEK
ID NO: 482'nin kristal yapisi; sirasiyla, 1.8A ve 1.9A'lik bir gozunurlukte, arama modeli
olarak SEK ID NO: 382 ile % 59 sekans 0zdesligi gosteren Bacillus circulans ksilanaz
XynA (PDB erisim numarasi 1xnb) kullanilarak molekuler yer degistirme ile
belirlenmistir. GIn- 3 Gly- 197°den uzanan amino asitler, kristal yapida agikga
gorulebilmigtir; bu, klonlanmis enzimin U¢ N- terminali kalintisinin yuksek o¢lcude
duzensiz oldugunu veya proteolitik olarak islendidini gostermektedir. “Vahsi tip" enzim
(SEK ID NO: 382 enzim), GH11 ksilanazlara ozgu B- jelly rulo kivrimini gosterir.
Gergekten de, GH11 enzimlerinin konformasyonu, sag elin ust kisminda "parmaklar”,
altta "avug” ve molekulun sag tarafindaki bagparmak ile karsilagtirilmistir. Enzimin son
modeli, sirasiyla 6 ve 8 B- iplik iceren 1 a- sarmal ve iki egri antiparalel 3- tabaka igerir.
Bir DALI arastirmasi, SEK ID NO: 382'nin U¢ boyutlu yapisinin, Trichoderma

reesei'den, 0.76 A'lik bir RMSD ile en ¢ok endo- 1,4- ksilanaz Il'ye benzer oldugunu ve
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gercekten de tamami GH11 ksilanazlan olan 36 protein icin <1.0 A'hk bir RMSD
sergiledigini gostermektedir.

SEK ID NO: 382 enziminin ichukey buyuk B- tabakasi substrat baglanma yargini icerir.
Aktif alanin merkezinde, sirasiyla B- iplikgikleri 9 ve 13 uzerinde iki katalitik kalinti, Glu-
89 (katalitik nukleofil) ve Glu- 181 (katalitik asit- baz} bulunmaktadir. GH11
enzimlerinde degismez olan iki glutamat, ¢ift dedistirme mekanizmasi ile glikosidik
baglan hidrolize eden "tutma” glikosid hidrolazlarin katalitik aygiti ile tamamen uyumiu
olan ~ 6 A ile ayrilir. GH11 ksilanazlarin pH optimumu, asit / baz katalizoruine bitisik
amino asit tarafindan etkilenir. Bir asit pH optimumunu gosteren enzimlerde bu kalinti
aspartik asit iken, daha alkali kosullar altinda ¢alisanlarda asparagindir. SEK ID NO:
382'de Glu- 181'e bitigik kalinti, katalitik asit- baz, enzim tarafindan gosterilen alkalin
pH optimum ile tutarli Asn- 48'dir. Substrat baglanma yanginin topolojisi, enzimin bes
seker baglayici alt alan, ug glikon (- 3 ila - 1) ve bag bélunmesi sahasinin iki aglikonunu
(+1 ve +2) icerdigini gosterir.

Bulusun SEK ID NO: 482sinin ornek niteligindeki enziminin kristal yapisi, "vahsi tip"
enzime - SEQ ID NO: 382 enzimine - son derece benzemektedir. Proteinin N- terminal
bolgesinde bulunan "vahsi tip” SEK ID NO: 382 ve "mutant” ksilanaz SEK ID NO: 482
arasindaki amino asit farkliliklari, B- iplikcikleri 2, 3 ve 4 ve 8- iplikcikleri 1 ve 2 ile 5 ve
6'y1 badlayan halkalar Uzerinde bulunur. Bu amino asit dedisikliklerinin enzimin
termostabilitesini arttiran mekanizmalar ilgi ¢ekicidir. N14H mutasyonlari, vahsi tip
enzimden yaklagik 11 T daha yuksek olan bir T m ile termostabilitede en onemli artisa
neden olurken, bu amino asit ve vahsi enzim Asn- 14'teki esdeger kalinti arasindaki
etkilesimler ¢cok benzerdir. Boylece, her iki kalintinin O ve N omurgasi, sirasiyla, kalinti
17'nin karbonil ve amini ile hidrojen baglan yapar. “Vahsi tip" enzimdeki (SEK |ID NO:
382) Asn- 14'un N&2'si ve SEK ID NO: 482'deki His- 14Un Ne2'si, her ikisi de amino
asit 34'Un karbonil omurgasi ile bir hidrojen bagi yaparken, histidin ve asparaijin
zincirleri de, bu etkilesimlerin geometrisi ideal hidrojen baglari icin alt optimum
olmasina ragmen, Asn- 15 ile ek bir zayIf etkilesime neden olabilir. His- 14'un imidazol
halkasinin elektron bulutu Asn- 15 ve Leu- 33 arasina sikistirilir ve boylece bu iki kalinti
ile van der Waals temaslari yapacaktir ve bu etkilesimlerin genel protein stabilitesine
katkida bulunmasi mumkundur. N14H mutasyonunun termostabilitede bu kadar
onemli hir artisa neden oldugu kesin mekanizma su anda ¢ok belirsizdir ve protein
yapisindaki son derece ince degisikliklerin termal stabilite Uizerinde dnemli bir etkisi
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olabilecegine isaret etmektedir. S9P mutasyonu ayrica enzimin, Tm ‘sinde (4.6 T}
onemli bir artis ile sonuglanir, ancak, stabilitedeki bu artigin molekuler temeli kolaylikla
belirgin degildir. Mutanttaki prolin, Phe- 21'in aromatik yan zinciri ile zayif hidrofobik
etkilesimler meydana getirmektedir, bununla birlikte, vahsi tip ksilanazdaki Ser- 9'un
Oy'si, omurga karbonil ve Lys- 23'un NH'si ile hidrojen baglan olusturmaktadir. Kalinti
9, B- iplikgikleri 1 ve 2'yi badlayan bolgede bulundugundan, prolin halkasinin, proteinin
genel protein katmani igin bu dongunun konfoermasyonunu optimum bir konformasyona
Kilitleyerek protein stabilitesine katkida bulunmasi mumkundur. T13F mutantinda
uygulanan fenilalanin, Phe- 18 ile sayisiz van der Waals ile temas kurarken, vahsi tip
enzimde Thr- 13'un hidroksili, protein icinde dogrudan hidrojen baglan yapmaz.
Boylelikle, T13F mutanti tarafindan vahsi tipteki enzime (SEK ID NO: 382) kiyasla
gosterilen artan termostabilite, Phe- 13 ve Phe- 18 arasindaki hidrofobik etkilegimlerin
sonucudur. Y18F ve Q34L mutasyonlarinin sagladiqi stabilite artisi ilgi gekicidir.
Glutaminin 1sin ile ikamesi, GIn- 34'un yan zinciri ile GIn- 3'4n Ne2'si ve Thr- 40'un
Oy'si ile protein igindeki Cys- 32'nin omurga karbonili arasindaki u¢ dogrudan hidrojen
baginin kaybina yol acar. Bu hidrojen baglarinin kaybi, bir dereceye kadar, Leu- 34 ve
Arg- 38 hidrokarbon zinciri arasindaki van der Waals temaslari ile telafi edilebilir. Bu
nedenle, hem Tyr- 18 hem de Leu- 34'un, protein molekulu icindeki dogrudan
etkilesimleri artirarak termostabiliteyi artirma ihtimalinin dustk oldugu goérulecektir.
Bununla birlikte, Tyr- 18 ve GIn- 56 ve Asn- 174'Un On‘u arasinda genig ¢dzucu aracili
hidrojen bagdlama aglari bulunurken, Gin- 34'un Og1*'inin de GIn- 3, Ser- 35 ve Arg38
ile su aracih etkilesimler yaptigim belitmek ilgingtir. Sirasiyla, Q34L ve Y18F
mutasyonlan yoluyla iki ve bes su molekulunun kaybi, protein katlanmasi ve
dolayisiyla termostabilite ile iligkili entropiyi arttirmasi mumkundur. S35E
mutasyonunun sagdladigi termostabilitedeki artis ozellikle ilgi ¢ekicidir. Uygulanan
glutamatin yan zinciri, protein ile herhangi bir etkilesime girmez ve aslinda oldukga
duzensizdir ve dort farkli konformasyon halinde modellenmistir. Yuzeyde yuklenen
kahntilarla onemli olcude stabilizasyon, tuz koprusu olugsumuna bagl olmasina
ragmen, bireysel elektrostatik sebekede bireysel yuklu yuzey kalintilarinin optimum
sekilde vyerlestiriimesinin, hipertermofilik protein stabilitesi icin genel bir model
sagladigi gosterilmistir. Yuklu yan zincirlerin desolvasyonu destabilize oldugu icin, yuk
giriginin, B- iplikgikleri 4 ve 5i (B- iplikgik 4'Uun en ucunda Glu- 35) baglayan ilmigi
stabilize ederek, lokal konformasyanunu sinirlayabilir ve ighirligini gelistirmeyi mumkun
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kilmaya devam eder. Bu dongunun bozulmasi, agcilma surecini baslatirsa, S35E
mutasyonunun protein stabilitesi uzerindeki dramatik etkisinin mantig: daha belirgindir.

Bu ¢alisma, yapisal duzeyde artan stabilite ile enzimlerin (bu bulusa ait polipeptidler
dahil) tasarlanmasi icin Gen Bolgesi Doygunluk Mutajenezi™'nin (GSSM™) evriminin
gucli metodolojisini gostermektedir. llgi cekici bir sekilde mutasyonlarin godunlugu,
iyon ciftleri, disulfur kopruleri, bosluklarin hidrofobik kalintilarla doldurulmasi veya
protein icinde artan hidrojen baglama adlan gibi tipik olarak artan stabilite ile iliskili
etkilesimlere aracilik etmez. Dikkate deder bir sekilde, Tde 8°lik bir arti ga yol acan
en c¢ok termostabilize mutasyon, histidinin imidazol halkasi ve komsu kalintilar
arasindaki birkac van der Waals temaslarinin katilmasiyla etkisine aracilik ediyor gibi
gorunmektedir. Bu nispeten zayif etkilesimlerin, stabilitede boyle buyuk bir artisa
neden olmasi beklenmezken, Y18F mutasyonu, protein icindeki dogrudan etkilegimler
uzerinde higcbir etkiye sahip degildir, fakat bir ¢ozucu aracili hidrojen badi agini keserek
stabiliteyi arttirabilir. Kristalografik yapisal analiz, gegcmiste bile, SEK ID NO: 482'deki
mutasyonlarin enzimin termostabilitesine katkida bulundugu mekanizmanin net
olmadigini gostermektedir. Bu yontem, hem GSSM evrimi hem de yuksek verimlilik
taramasi kullanarak, burada alinan stokastik olmayan yaklagim GSSM yonteminin
gucunu vurgular.

SEK ID NO: 382 ve SEK ID NO: 482'nin biyokimyasal ve biyofiziksel ozellikleri, bu
enzimleri endustriyel ve diger kullammlar igin ¢ekici hale getirir; bunlar - ve bu bulugun
tum enzimleri - hayvan yemi, kagit / kagit hamuru ve biyoenerji sektorleri dahil olmak
uzere ¢esitli biyoteknoloji temelli sanayide birgok potansiyel uygulamaya sahiptir.

ORNEK 15: Bulugsun enzimlerinin enzimatik aktivitesi ve karakterizasyonu

Bu 0rnek, asagida detayli olarak agiklandidi gibi, ornedin, enzimatik aktivite (enzimatik
aktivite (bilinen enzimlere sekans 6zdesligi - veya homolojisi - ile belirlenen aktivite
dahil olmak Uzere), polipeptidin baslangic kayna@i ve benzerleri dahil olmak Uzere

gesitli ksilanaz karakteristiklerini tarif etmektedir.

Omegdin, hemen asagidaki tabloyu okumaya yardimci olmak igin, birinci satirda,
ornegin SEK ID NO: 483 ile kodlanan SEK ID NO: 484 dizisine sahip olan polipeptide
referans verilerek, bu dizinin baslangi¢ kaynagdi bilinmemektedir, bilinen enzimlere olan

sekans homolojisine dayanarak, ksilanlarin Aile 10'u igine siniflandinlabilir, hilinen
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enzimlere olan sekans homolojisine dayanarak "tahmin edilen" bir EC numarasi olan
3.2.1.8'e sahiptir ve ksilanaz aktivitesine sahiptir; sagdaki son kolonda, azo- ksilanin

enzimatik aktivitesinin sonugclari (analiz yukarida tarif edilmektedir).

Asagidaki ikinci tablo, dizilerin kamu veri tabanlari ile sekans 6zdeslik karsilastirmasi
dahil olmak Uzere, nukleik asitlerin ve polipeptitlerin secilmis ozelliklerini tanimlayan
tablolardir. Tablo 2 ve 3'te tarif edilen tum diziler, iki takim veri tabanina kargi bir BLAST
arastirmasina (asagida detayli olarak tarif edildigi gibi) tabi tutulmustur. ilk veri tabani
seti NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) aracilidiyla kullaniabilir. Bu
veritabanlarina karsi yapilan arastirmalarin tum sonuglan "NR Agiklama®, "NR Erisim
Kodu”, "NR E degeri” veya "NR Organizmasi" bagliklh sutunlarda bulunur. “NR", NCBI
tarafindan muhafaza edilen Yedeksiz nukleotid veri tabanini ifade eder. Bu veritabani
GenBank, GenBank guncellemeleri ve EMBL guncellemelerinin bir bilesimidir. “NR
Aciklamasi” sutunundaki girisler, kaynak organizma, gen adi / protein adi veya
sekansin fonksiyonunun bir agiklamasi gibi sekansin bir tanimini iceren herhangi bir
NCBI kaydindaki tarum hattini ifade eder. “NR Erisim Kodu" sutunundaki girisler, bir
dizi kaydina verilen benzersiz tanimlayiciyi belirtir. “NR E degeri" sutunundaki girdiler,
sorgu dizisi ile bir veritabani dizisi arasinda bulunan bir hizalama skorunun, ayni sayida
karsilastirmalar arasinda bulunabilme olasihgini temsil eden Beklenen degerini (E
dederi) belirtir. Mevcut BLAST arastirmasinda yapildidr gibi rastgele diziler. “NR
Organizmasi" sutunundaki girdiler, en yakin BLAST vurusu olarak tanimlanan dizinin
kaynak organizmasini ifade eder. Ikinci veri tabani seti, toplu olarak Thomson Derwent
(Philadelphia, PA) aracihgiyla sunulan GENESEQ ™ veritabani olarak bilinir. Bu
veritabanina kargi yapilan aramalarin tum sonucglari "GENESEQ ™ Protein
Aciklamasi”, "GENESEQ ™ Protein Erisim Kodu", "GENESEQ ™ Protein E Degeri",
"GENESEQ ™ DNA Aciklamas!”, "GENESEQ ™ DNA Erisim Kodu" ya da "GENESEQ
™ DNA E Degeri” bashkh sutunlarda bulunur. Bu sutunlarda bulunan bilgiler, NCBI veri
tabanlar yerine GENESEQ ™ veritabanina karsi BLAST aramalarindan turetiimesi
disinda, yukarida acgiklanan NR sutunlarinda bulunan bilgilerle karsilastirilabilir.
Ayrica, bu tablo "Ongorulen EC No." sutununu igerir. Bir EC numarasi, Uluslararasi
Biyokimya ve Molekuler Biyoloji Birligi (IUBMB) Enzim Komisyonu tarafindan
geligtirilen bir standart enzim isimlendirme semasina gore bir enzim tipine atanan
sayidir. “Ongorulen EC No." sutunundaki sonuclar, Kegg (Genler ve Genomlar Kyoto
Ansiklopedisi) veritabanina karsi bir BLAST aramasi ile belirlenir. Ust BLAST
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eslesmesini e ®ya esit veya daha az bir E degeri varsa, ust eslesmeye atanan EC
numarasi tabloya girilir. En vuruslarin EC numarasi, bulusun dizisinin EC sayisinin ne
olabilecegine dair bir kilavuz olarak kullanilir. “Sorgu DNA Uzunlugu" ve "Sorgulama
Protein Uzunlugu" sutunlan, sirasiyla NCBI veya GENESEQ ™ veri tabanlarina karsi
arastinlan veya sorgulanan bulusun dizisinde sirasiyla, nukleotidlerin sayisini veya
sayl amino asitlerini ifade eder. “GENESEQ™ veya NR DNA Uzunlugu" ve
"GENESEQ ™ veya NR Protein Uzunlugu" sutunlari, sirasiyla BLAST arastirmasindan
gelen ust eslesme dizisindeki nukleotidlerin sayisini veya sayl amino asitlerini belirtir.
Bu sutunlarda saglanan sonuglar, ya NCBI veritabanlarindan ya da Geneseq
veritabanindan daha dusik E degerini donduren aramadan gelir. “GENESEQ™ veya
NR % ID Protein" ve "GENESEQ™ veya NR % ID DNA" sutunlari, bulusun dizisi ile
ust BLAST eslesmesi dizisi arasindaki yuzdece dizi 0zdesligini ifade eder. Bu
sutunlarda saglanan sonuglar, NCBI veritabanlanndan veya GENESEQ ™
veritabanindan daha dusuk E degerini donduren aramadan gelir.

SEK Kaynak AILE Tahmin Edilen | Aktivite Azo- Ksilan

ID NO: EC Numarasi | Sinifi uzerindeki
Enzimatik Aktivite

483, Bilinmeyen | 10 3.21.8 Ksilanaz

484

485, Bilinmeyen | 10 3.2.1.8 Ksilanaz test edilen kosullar

486 altinda  hicbir sey
gozlemlenmedi

487, Bilinmeyen | 10 3.2.1.8 Ksilanaz ++

488

489, Bilinmeyen | 10 3218 Ksilanaz dusuk

490

491, Bilinmeyen | 10 3.21.8 Ksilanaz dusuk

492
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493, Bilinmeyen | 10 Ksilanaz

494

495, Bilinmeyen | 10 3218 Ksilanaz +

496

497, Bilinmeyen | 11 3.21.8 Ksilanaz bir miktar

498

499, Bilinmeyen | 10 3.2.1.8 Ksilanaz bir miktar

500

501, Bilinmeyen | 11 3.2.1.8 Ksilanaz +

502

503, Bilinmeyen | 11 3218 Ksilanaz +

504

505, Bilinmeyen | 11 3.2.1.8 Ksilanaz bir miktar

506

507, Bilinmeyen | 11 3.2.1.8 Ksilanaz bir miktar

508

509, Bilinmeyen | 10 3218 Ksilanaz test edilen kosullar

510 altinda higbir sey
gozlemlenmedi

511, Bilinmeyen | 11 3.218 Ksilanaz +

512

513, Bilinmeyen | 11 3218 Ksilanaz bir miktar

514

515, Bilinmeyen | 10 3.21.8 Ksilanaz bir miktar

516
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517, Bilinmeyen | 11 3218 Ksilanaz +

518

518, Bilinmeyen | 11 3218 Ksilanaz +

520

521, Bilinmeyen | 10 3.21.8 Ksilanaz bir miktar

522

523, Bilinmeyen | 11 3.2.1.8 Ksilanaz test edilen kosullar

524 altinda hicbir sey
gozlemlenmedi

525, Bilinmeyen | 10 ve | 3.2.1.8 Ksilanaz

526 43

527, Bilinmeyen | 10 3218 Ksilanaz test edilen kosullar

528 altinda hichir sey
gozlemlenmedi

529, Bilinmeyen | 11 3.21.8 Ksilanaz +

530

531, Bilinmeyen | 11 3.2.18 Ksilanaz

532

533, Bilinmeyen | 10 3.218 Ksilanaz

534

535, Bilinmeyen | 10 3.2.1.8 Ksilanaz bir miktar

536

537, Bilinmeyen | 10 3.2.1.8 Ksilanaz ++

538

539, Bilinmeyen | 11 3218 Ksilanaz bir miktar

540
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541, Bilinmeyen | 11 3218 Ksilanaz
542

543, Bilinmeyen | 10 3218 Ksilanaz
544

545, Bilinmeyen | 10 3.21.8 Ksilanaz
546

547, Bilinmeyen | 10 3.2.1.8 Ksilanaz
548

549, Bilinmeyen | 10 3.2.1.8 Ksilanaz
550

551, Bilinmeyen | 10 32138 Ksilanaz
552

553, Bilinmeyen | 11 3.2.1.8 Ksilanaz
554

5565, Bilinmeyen | 11 3.2.1.8 Ksilanaz
556

557, Bilinmeyen | 11 3218 Ksilanaz
558

559, Bilinmeyen | 10 3218 Ksilanaz
560

561, Bilinmeyen | 10 3.21.8 Ksilanaz
562

563, Bilinmeyen | 8 Ksilanaz/Gluk

564

anaz
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565, Bilinmeyen | 10 3218 Ksilanaz
566
567, Bilinmeyen | 10 3218 Ksilanaz
568
569, Bilinmeyen | 30 Ksilanaz
570
571, Bilinmeyen | 10 3.2.1.8 Ksilanaz
572
573, Bilinmeyen | 10 3.2.1.8 Ksilanaz
574
575, Bilinmeyen | 10 32138 Ksilanaz
576
o7y, Bilinmeyen | 11 3.2.1.8 Ksilanaz
578
579, Bilinmeyen | 10 3.2.1.8 Ksilanaz
580
581, Bilinmeyen | 11 3218 Ksilanaz
582
583, Bilinmeyen | 10 3218 Ksilanaz
584
585, Bilinmeyen | 10 3.21.8 Ksilanaz
586
587, Bilinmeyen | 10 3.21.8 Ksilanaz

588
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589, Bilinmeyen | 10 3218 Ksilanaz
590
591, Bilinmeyen | 11 3218 Ksilanaz
592
593, Bilinmeyen | 11 3.21.8 Ksilanaz
594
595, Bilinmeyen | 10 3.2.1.8 Ksilanaz
596
597, Bilinmeyen | 10 3.2.1.8 Ksilanaz
598
599, Bilinmeyen | 10 32138 Ksilanaz
600
601, Bilinmeyen | 10 3.2.1.8 Ksilanaz
602
603, Bilinmeyen | 10 3.2.1.8 Ksilanaz
604
605, Bilinmeyen | 10 3218 Ksilanaz
606
607, Bilinmeyen | 11 3218 Ksilanaz
608
609, Bilinmeyen | 10 3.21.8 Ksilanaz
610
611, Bilinmeyen | 10 3218 Ksilanaz

612
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613, Bilinmeyen | 10 3218 Ksilanaz
614
615, Bilinmeyen | 10 3218 Ksilanaz
616
617, Bilinmeyen | 10 3.21.8 Ksilanaz
618
619, Bilinmeyen | 11 3.2.1.8 Ksilanaz
620
621, Bilinmeyen | 10 3.2.1.8 Ksilanaz
622
623, Bilinmeyen | 10 32138 Ksilanaz
624
625, Bilinmeyen | 11 3.2.1.8 Ksilanaz
626
627, Bilinmeyen | 10 3.2.1.8 Ksilanaz
628
629, Bilinmeyen | 10 3218 Ksilanaz
630
631, Bilinmeyen | 10 3218 Ksilanaz
632
633, Bilinmeyen | 8 Ksilanaz
634
635, Bilinmeyen | 11 3.21.8 Ksilanaz

636
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SEK NR Agiklama NR NR NR Organizma | Geneseq Genese | Genes | Geneseq Genese
ID NO: Erisim E Protein q eq DNA q DNA
Kodu dege Agiklamas | Protein | Protei | Aciklama Erigsim
ri 1 Erigim n Kodu
Kadu Edege
fi
483, aille 10 ksilanaz | 276090 | O Caldicellulosir | Cevresel ADJ34 0 Cevresel ADJ349
484 [Caldicellulosiruptor 8 uptor sp. | numune 904 numune SEQ | 03
sp. Rt69B.1] Rt69B.1 SEQ ID D 14ten
14-ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
485, Ksilanaz, glikozil | 150048 | 5.00 | Clostridium Cevresel ADJ34 1.00E- | insan enzim | AAD48
486 hidrolaz  aile 10 | 19 E- acetobutylicu numune 864 78 proteini 289
[Clostridium 75 m SEQ ID kodlayan gen.
acetobutylicum]. 14:ten
Ksilanaz.
487, Endo- 1,4- beta- | 1.17E+ | 3.00 | Solibacter Cevresel ADJ35 1.00E- | Cevresel ADJ349
488 ksilanaz [Solibacter | 08 E- usitatus numune 142 93 numune SEQ | 15
usitatus Ellin6076] 88 Ellin6076 SEQ ID D 14ten
14-ten Ksilanaz.
gi|116224961 Ksilanaz.
|gb|ABJ83670.1|
Endo- 1,4- beta-
ksilanaz [Solibacter
usitatus Ellin6076]
489, Endo- 1,4- beta- | 1.17E+ | 1.00 | Solibacter Cevresel ADJ35 1.00E- | Cevresel ADJ348
490 ksilanaz [Solibacter | 08 E- usitatus numune 142 132 numune SEQ | 81
usitatus Ellin0786] 115 Ellin6076 SEQ ID 1D 14-ten
14+ten Ksilanaz.
gi|116224961 Ksilanaz.
|gblABJ83670.1|
Endo- 1,4- beta-
ksilanaz [Solibacter
usitatus Ellin6076]
491, Metiyonin 900232 | © Saccharophag | Microbulbi | AEH81 0 Microbulbifer AEHS81
492 biyosentezi  MetW | 52 us degradans | fer 891 pargalayicilar | 892
[Saccharophagus 2-40 pargalayic Selulaz
degradans 2- 40] lar sistem
Sellulaz proteini - SEQ
sistem D 8.
proteini -
SEQID 8.
Glikozit hidrolaz, aile Cevresel Propionibakte
10: Klostridyum numune rium  acnes
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43, | SoMlozon enziMi | ooorng | 500 | Clostridium | S0 D | Apusa | 4.00e. | MMUnOlnk | ssg
404 | dokerin el | 57 E | thermosetium | 41N 854 32 protein #1544
I:Karbonhidrat 33 ATCC 27405 Ksilanaz. 28612.

baglama, CenC-
benzeri [Clostridium
thermocellum ATCC
27405]
gi|67851540|gb|EA
M47104.1|  Glikozit
hidrolaz, aile
10:Klostridyum
seltlozon enzimi,
dokerin tipi I:
Endo- 14- beta- | 1.17E+ | 1.00 | Solibacter Cevresel ADJ34 1.00E- | Cevresel ADJ348
ksilanaz [Solibacter | 08 E- usitatus numune 920 141 numune SEQ | 81
usitatus EllinB076] 112 Ellin6076 SEQ ID 1D 14:ten
14-ten Ksilanaz.
495, gi|116224961 Ksilanaz.
496 |gblABJ83670.1|
Endo- 1,4- beta-
ksilanaz [Solibacter
usitatus Ellin6076]

497, endo- 1;4- beta- | 462536 | 1.00 | kultudenmemi | Cevresel ADJ34 1.00E- | Cevresel ADJ349
498 ksilanaz onclst | 16 E- s bakteri numune 978 108 numune SEQ | 63
[kultirlenmemis 107 SEQ ID D 14:ten
bakteri] 14ten Ksilanaz.

Ksilanaz.
Endo- 14- beta- | 1.17E+ | 1.00 | Solibacter Cevresel ADJ35 0 Cevresel ADJ351
ksilanaz [Solibacter | 08 E- usitatus numune 142 numune SEQ | 41
usitatus Ellin6076] 122 | ElinB076 SEQ ID D 14-ten
14+ten Ksilanaz.
499, gi116224961 Ksilanaz.
500 lgb|ABJB3670.1|
Endo- 14- beta-
ksilanaz [Solibacter
usitatus Ellin6076]

501, endo- 14 beta- | 1.1E+0 | 4.00 | Cellulomonas Cevresel ADJ34 1.00E- | Cevresel ADJ349
502 ksilanaz Xynl | 8 E- flavigena numune 996 112 numune SEQ | 95
[Cellulomonas 79 SEQ ID D 14-ten
flavigenal 14-ten Ksilanaz.

Ksilanaz.
503, endo- beta- 1;4- | 757807 | 1.00 | Cellvibrio Cevresel ADJ34 1.00E- | Pseudomona | AAADTY
504 ksilanaz [Cellvibrio E- mixtus numune 976 107 s fluorescens | 246
mixtus] 100 SEQ ID ksilanaz

kodlama dizisi
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14-ten icin PCR
Ksilanaz. primeri.
505, ksilanaz/kitin 900227 | 1.00 | Saccharophag | Cevresel ADJ34 1.00E- | Cevresel ADJ349
506 deasetilaz  benzeri | 03 E- us degradans | numune 990 171 numune SEQ | 89
[Saccharophagus 104 | 2-40 SEQ ID ID 14:ten
degradans 2- 40] 14+ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
507, ksilanaz/kitin 900227 | 1.00 | Saccharophag | Cevresel ADJ34 0 Cevresel ADJ349
508 deasetilaz  benzeri | 03 E- us degradans | numune 996 numune SEQ | 89
[Saccharophagus 106 2-40 SEQ ID D 14+ten
degradans 2- 40] 14-ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
509, Karbonhidrat 1.19E+ | 2.00 | Clostridium Cevresel ADJ34 1.00E- | insan kanseri | ABD32
510 baglama ailesi © | 08 E- cellulolyticum numune 872 69 ile iligkili | 815
[Clostridium 79 H10 SEQ ID protein HP13-
cellulolyticum H10] 14-ten 036.1.
Ksilanaz.
gi|118663312|gb|EA
VE69968.1|
Karbonhidrat
baglama ailesi 6
[Clostridium
cellulolyticum H10]
511, beta- 1,4- ksilanaz | 178269 | 1.00 | Pseudomonas | Cevresel ADJ35 1.00E- | Cevresel ADJ349
512 [Pseudomonas sp. | 47 E- sp. ND137 numune 152 148 numune SEQ | 89
ND137]. 106 SEQ ID ID 14:ten
14:ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
513, endo- 1;4- beta- | 133425 | 1.00 | Bacillus sp. | Cevresel ADJ34 1.00E- | Termostabil AAQI2
514 ksilanaz [Bacillus sp. | 1 E- YA- 335 numune 948 147 alkalin endo- | 878
YA- 335] 147 SEQ ID 1,4- beta- D-
14-ten Ksilanaz .
Ksilanaz.
515, alkalin aktif | 565672 | O Bacillus Bakteriyel | ADS28 | O Termostabil AAQD2
516 endoksilanaz 73 halodurans polipeptit 252 alkalin endo- | 862
oncusi [Bacillus #10001. 1,4- heta- D-
halodurans] Ksilanaz .
517, ksilanaz/kitin 900227 | 1.00 | Saccharophag | Cevresel ADJ35 0 Cevresel ADJ350
518 deasetilaz  benzeri | 03 E- us degradans | numune 046 numune SEQ | 45
[Saccharophagus 132 | 2-40 SEQ D ID 14:ten
degradans 2- 40] 14:ten Ksilanaz.

Ksilanaz.




336

519, ksilanaz/kitin 900227 | 1.00 | Saccharophag | Cevresel ADJ35 0 Cevresel ADJ349
520 deasetilaz  benzeri | 03 E- us degradans | numune 046 numune SEQ | 95
[Saccharophagus 132 2-40 SEQ ID D 14-ten
degradans 2- 40] 14-ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
521, ksilanaz 576396 | 1.00 | kiltudlenmemi | Cevresel ADJ35 0 Cevresel ADJ351
522 [kulturlenmemis 27 E- § organizma numune 110 numune SEQ | 09
organizma] 142 SEQ ID D 14:ten
14:+ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
523, endo- beta- 1; 4- | 757807 | 3.00 | Cellvibrio Cevresel ADJ34 4.00E- | Insan immin/ | AAK72
524 ksilanaz [Cellvibrio E- mixtus numune 998 60 hematopoietik | 613
mixtus] 59 SEQ ID antijen
14:+ten genomik
Ksilanaz. sekansi SEQ
iD NO: 41436.
525, Metiyanin 900232 | O Saccharophag | Microbulbi | AEH81 | O Microbulbifer AEHS81
526 biyosentezi  MetW | 52 us degradans | fer feiea| pargalayicilar | 884
[Saccharophagus 2-40 parcalayic Selllaz
degradans 2- 40] ilar sistem
Selllaz proteini - SEQ
sistem D 8.
proteini -
SEQID 8.
527, ksilanaz 576396 | 1.00 | kulturlenmemi | Cevresel ADJ34 1.00E- | Bakterivel ADSB3
528 [kulturlenmemis 27 E- $ organizma numune 932 132 polipeptit 654
organizma) 117 SEQ ID #10001.
14+ten
Ksilanaz.
529, ksilanaz 1.19E+ | 5.00 | kultudenmemi | Cevresel ADJ34 6.00E- | Cevresel ADJ349
530 [kulturlenmemis 08 E- s bakteri numune 952 98 numune SEQ | 95
bakteri] 80 SEQ ID D 14:ten
14ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
531, endo- beta- 1; 4- [ 757807 | 2.00 | Cellvibrio Cevresel ADJ34 2.00E- | Oligonucleotid | AAADS
532 ksilanaz [Cellvibrio E- mixtus numune 976 58 e SEK ID NO: | 701
mixtus] 59 SEQ ID 62.
14-ten
Ksilanaz.
533, Metiyonin 900232 | 1.00 | Saccharophag | Microbulbi | AEH81 1.00E- | Microbulbifer AEH81
534 biyosentezi MetW | 52 E- us degradans | fer 891 171 pargalayicilar | 884
[Saccharophagus 170 2-40 parcalayic Selulaz
degradans 2- 40] ilar sistern
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Selulaz proteini - SEQ
sistem D 8.
proteini -
SEQID 8.
535, endo- beta- 1;4- | 662884 | 1.00 | Bacillus sp. Cevresel ADJ34 1.00E- | Cevresel ADJ348
536 ksilanaz [Bacillus E- numune 918 136 numune SEQ | 27
sp.] 133 SEQ ID ID 14:ten
14+ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
537, Endo- 1;4- beta- | 900222 | 1.00 | Saccharophag | Cevresel ADJ34 1.00E- | Cevresel ADJ351
538 ksilanaz 78 E- us degradans | numune 932 135 numune SEQ | 09
[Saccharophagus 125 2- 40 SEQ ID D 14:ten
degradans 2- 40) 14:ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
539, endo- 1;4- beta- | 721616 | 5.00 | Thermobifida T. fusca | AAR73 | 1.00E- | T. fusca | AAQI0
540 ksilanaz 17 E- fusca YX ksilanaz. 967 96 ksilanaz. 388
[Thermobifida fusca 96
YX]
541, ksilanaz X | 824919 | 1.00 | Paenibacillus Cevresel ADJ34 1.00E- | Termostabil AAQI2
542 [Paenibacillus  sp. | 44 E- sp. BL11 numune 948 104 alkalin endo- | 877
BL11] 102 SEQ ID 1,4- beta- D-
14+ten Ksilanaz .
Ksilanaz.
543, hucre igi ksilanaz | 315807 | 1.00 | kultudenmemi | Cevresel ADJ34 1.00E- | Cevresel ADJ348
544 [kulturlenmemis 23 E- $ bakteri numune 846 137 numune SEQ | 77
bakteri] 128 SEQ ID ID 14:ten
14-ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
545, ENDO- 1,4- BETA- | 172290 | 1.00 | Bacteroides Cevresel ADJ35 | 1.00E- | Cevresel ADJ349
546 KSILANAZ Al4d E- ovatus numune 118 152 numune SEQ | 05
DNCUSU 120 SEQ ID 1D 14-ten
(KSILANAZ A) {1,4- 14-ten Ksilanaz.
BETA- D- KSILAN Ksilanaz.
KSILANOHIDROLA
ZA).
547, ksilanaz 576396 | 1.00 | kultudenmemi | Cevresel ADJ34 1.00E- | Cevresel ADJ349
548 [Kulturlenmemis 27 E- $ organizma numune 932 123 numune SEQ | 31
organizma] 112 SEQ ID D 14:ten
14:+ten Ksilanaz.

Ksilanaz.
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549, endo- beta- 1; 4- [ 662884 | 1.00 | Bacillus sp. Cevresel ADJ34 1.00E- | Cevresel ADJ350
550 ksilanaz [Bacillus E- numune 918 122 numune SEQ | 95
sp.] 120 SEQ ID ID 14:ten
14-ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
551, ENDO- 1,4- BETA- | 250638 | 1.00 | Pseudomcnas | Cevresel ADJ35 0 Cevresel ADJ351
552 KSILANAZ AlS E- fluorescens numune 136 numune SEQ | 35
ONCUSU 107 SEQ ID D 14:ten
(KSILANAZ A) (1,4- 14:ten Ksilanaz.
BETA- D- KSILAN Ksilanaz.
KSILANCHIDROLA
Z A} (XYLA).
553, endo- 1;4- beta- | 462536 | 1.00 | kultudenmemi | Cevresel ADJ35 1.00E- | Cevresel ADJ350
554 ksilanaz oncusu | 18 E- $ bakteri numune 054 140 numune SEQ | 53
[kulturlenmemig 83 SEQ ID D 14:ten
bakteri] 14-ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
555, ksilanaz 507271 | 1.00 | Microbulbifer Cevresel ADJ35 1.00E- | Cevresel ADJ349
556 [Microbulbifer 08 E- hydrolyticus numune 152 150 numune SEQ | 89
hydrolyticus] 108 SEQ ID D 14:ten
14+ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
557, ksilanaz/kitin 900227 | 1.00 | Saccharophag | Cevresel ADJ34 1.00E- | Cevresel ADJ349
558 deasetilaz  benzeri | 03 E- us degradans | numune 996 169 numune SEQ | 95
[Saccharophagus 103 2-40 SEQ ID D 14:ten
degradans 2- 40] 14-ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
559, endo- beta- 1;4- | 662884 | 1.00 | Bacillus sp. Cevresel ADJ34 1.00E- | Cevresel ADJ348
560 ksilanaz [Bacillus E- numune 878 19 numune SEQ | 45
sp.] 115 SEQ ID D 14+ten
14+ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
561, ENDO- 1,4- BETA- | 250638 | 1.00 | Pseudomonas | Cevresel ADJ35 0 Cevresel ADJ351
562 KSILANAZ AlSb E- fluorescens nurmune 136 numune SEQ | 35
ONCUSU 107 SEQ ID ID 14:ten
(KSILANAZ A) (1,4- 14-ten Ksilanaz.
BETA- D- KSILAN Ksilanaz.
KSILANOHIDROLA
Z A} (XYLA).
563, CHU blylk protein; | 1.11E+ | 1.00 | Cytophaga Bakteriyel | AD321 2.00E- | insan ADQ21
564 aday b- glikosidaz; | 08 E- hutchinsonii polipeptit 231 53 yumusak 453
Glikozit hidrolaz aile 53 ATCC 33406 #10001. doku
8 proteini sarkomu-
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[Cytophaga yukar regule
hutchinsonii  ATCC protein - SEQ
33406] ID 40.
565, Metiyonin 900232 | © Saccharophag | Microbulbi | AEH81 | O Ksilanaz AATO72
566 biyosentezi MetW | 52 us degradans | fer 891 XYNB. 00
[Saccharophagus 2-40 pargalayic
degradans 2- 40] ilar
Sellulaz
sistem
proteini -
SEQID 8.
567, ksilanaz 576396 | 1.00 | kltudenmemi | Cevresel ADJ35 0 Cevresel ADJ351
568 [kulturlenmemis 27 E- $ organizma numune 110 numune SEQ | 09
organizmay) 140 SEQ D ID 14:ten
14ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
569, Olasi ksilan | 150048 | 6.00 | Clostridium Cevresel ADJ35 | 8.00E- | Ciona ADQO8
570 pargcalama  enzimi | 22 E- acetobutylicu numune 028 27 intestinalis 627
(glikozil hidrolaz aile 40 m SEQ ID sinir  sistemi
30- benzeri etki alan 14-ten ile iligkili
ve Risin B- benzeri Ksilanaz. protein
etki alani) SeqlDB2.
[Clostridium
acetobutylicum].
571, Endo- 14 beta- | 1.17E+ | 1.00 | Solibacter Cevresel ADJ35 1.00E- | Cevresel ADJ351
572 ksilanaz [Solibacter | 08 E- usitatus numune 142 165 numune SEQ | 41
usitatus Ellin6076] 123 | ElinB076 SEQ ID D 14+ten
14+ten Ksilanaz.
gi|116224961 Ksilanaz.
|gb]ABJ8B3670.1|
Endo- 1,4- beta-
ksilanaz [Solibacter
usitatus Ellin6076]
573, ENDO- 1,4- BETA- | 250638 | 1.00 | Pseudomonas | Cevresel ADJ35 0 Cevresel ADJ351
574 KSILANAZ AlSb E- fluorescens nurmune 136 numune SEQ | 35
ONCUSU 105 SEQ ID ID 14:ten
(KSILANAZ A) (1,4- 14-ten Ksilanaz.
BETA- D- KSILAN Ksilanaz.
KSILANOHIDROLA
Z A} (XYLA).
575, Karbonhidrat 119+ | 1.00 | Clostridium Cevresel ADJ34 2.00E- | Yeni insan | ADN41
576 baglama ailesi 6 | 08 E- cellulolyticum numune 872 84 salgilanan 761
[Clostridium 135 H10 SEQ ID protein SEQ
cellulolyticum H10] ID151.
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gil118663312|gb|EA 14ten
V69968 11 Ksilanaz.
Karbonhidrat
baglama ailesi 6
[Clastridium
cellulolyticurn H10]
577, endo- 1;4- beta- | 462550 | 1.00 | kulturlenmemi | Cevresel ADJ34 1.00E- | Cevresel ADJ349
578 ksilanaz oncusu | 70 E- s bakteri numune 942 120 numune SEQ | 41
[kutturlenmemis 120 SEQ ID D 14ten
hakteri] 14-ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
579, Endo- 14- beta- | 1.17E+ | 1.00 | Solibacter Cevresel ADJ35 1.00E- | Cevresel ADJ351
580 ksilanaz [Solibacter | 08 E- usitatus numune 142 167 numune SEQ | 41
usitatus Ellin6076] 129 Elling076 SEQ ID 1D 14-ten
14ten Ksilanaz.
gi|116224961 Ksilanaz.
|gblABJB3670.1|
Endo- 14- beta-
ksilanaz [Solibacter
usitatus Ellin6076]
581, endo- 1;4- beta- | 462536 | 4.00 | kltudenmemi | Cevresel ADJ35 0 Cevresel ADJ349
582 ksilanaz oncusu | 18 E- s bakteri numune 082 numune SEQ | 57
[kulturlenmemis 78 SEQ ID D 14:ten
bakteri] 14:ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
583, gile 10  glikozil | 115267 | 5.00 | Fibrobacter Microbulbi | AEH81 | 6.00E- | insan yeni | ADB31
584 hidrolaz XynB | 52 E- succinogenes | fer 883 79 protein  SEK | 515
[Fibrobacter 79 585 pargalayic ID NO 122.
succinogenes S85]. lar
Selulaz
sistemn
proteini -
SEQID 8.
585, beta- 1,4- | 251375 | 3.00 | Pseudomonas | Cevresel ADJ35 1.00E- | Insan AAC99
586 sellobiosidaz 24 E- sp. PE2 numune 132 89 salgilanan 935
[Pseudomonas  sp. 84 SEQ ID protein  geni
PE2]. 14-ten 38 SEK ID
Ksilanaz. NO: 46.
587, ksilanaz 576396 | 1.00 | kilturdenmemi | Cevressl ADJ34 1.00E- | Cevresel ADJ349
588 [kulturlenmemis 27 E- $ organizma numune 932 112 numune SEQ | 15
organizma] 111 SEQ ID ID 14:ten
14+ten Ksilanaz.

Ksilanaz.
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589, ENDO- 1,4- BETA- | 172290 | 1.00 | Bacteroides Cevresel ADJ35 1.00E- | Cevresel ADJ350
590 KSILANAZ A4 E- ovatus numune 118 158 numune SEQ | 43
ONCUSU 123 SEQ ID ID 14:ten
(KSILANAZ A) (1,4- 14+tan Ksilanaz.
BETA- D- KSILAN Ksilanaz.
KSILANOHIDROLA
ZA).
591, ksilanaz/kitin 900227 | 1.00 | Saccharophag | Cevresel ADJ35 1.00E- | Cevresel ADJ349
592 deasetilaz  benzeri | 03 E- us degradans | numune 046 172 numune SEQ | 89
[Saccharophagus 112 | 2-40 SEQ D ID 14:ten
degradans 2- 40] 14-ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
593, endo- beta- 1;4- | 757807 | 1.00 | Cellvibrio Cevresel ADJ34 | 4.00E- | Yeni fare geni | ADO35
504 ksilanaz  [Cellvibrio E- mixtus numune 976 60 sekansi # 5. 732
mixtus] 57 SEQ ID
14-ten
Ksilanaz.
595, endo- 1;4- beta- | 721631 | 1.00 | Thermobifida Cevresel ADJ35 1.00E- | Cevresel ADJ350
596 ksilanaz 90 E- fusca YX numune 080 103 numune SEQ | 79
[Thermobifida fusca 102 SEQ ID D 14:ten
YX] 14ten Ksilanaz.
Ksilanaz.
597, Gram- pozitif | 1.07E+ | 3.00 | Clostridium Cevresel ADJ350 | 2.00 | Cevresel ADJ348
598 coceirden yuzey | 08 E- phytofermentan | numune 68 E- numune 41
proteini, haglanti 61 s |SDg SEQ D 50 SEQ 1D
bolgesi  [Clostridium 14-ten 14ten
phytofemmentans Ksilanaz. Ksilanaz.
I1SDg]
gi|106768036|gb|EAT
24745.1| Gram- pozitif
coccidden yuzey
proteini, baglanti
bolgesi  [Clostridium
phytofermentans
1SDg]
599, ksilanaz XynA GH 10 | 629900 | O Paenibacillus Cevresel ADJ348 0 Cevresel ADJ348
600 [Paenibacillus sp. | 90 sp. JDR- 2 numune 58 numune 57
JDR- 2] SEQ ID SEQ ID
14+ten 14:ten
Ksilanaz. Ksilanaz.
601, Endo- 1,4- beta- | 1.17E+ | 1.00 | Solibacter Cevresel ADJ348 | 5.00 | Cevresel ADJ348
602 ksilanaz  [Solibacter | 08 E- usitatus numune 82 E- numune 81
usitatus Ellin6076] 84 Elin6076 SEQ ID 9 SEQ ID
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4i[116224961 14-ten 14ten
|gblABJS3670.1] Ksilanaz. Ksilanaz.
Endo- 1.4-  beta-
ksilanaz  [Solibacter
usitatus Ellin6076]
603, Endo- 1,4- beta- | 1.17E+ | 1.00 | Solibacter Cevresel ADJ351 1.00 | Cevresel ADJ350
604 ksilanaz  [Solibacter | 08 E- usitatus numune 42 E- numune 61
usitatus Ellin6076] 119 Elin6076 SEQ ID 152 SEQ ID
14+ten 14ten
gi|116224961 Ksilanaz. Ksilanaz.
|gb]ABJB3670.1|
Endo- 1,4- beta-
ksilanaz  [Solibacter
usitatus Ellin6076)
605, ksilanaz 576396 | 1.00 | kulturlenmemis | Cevresel ADJ349 | O Cevresel ADJ349
606 [kulturlenmemis 27 E- organizma numune 32 numune 31
organizma] 120 SEQ ID SEQ ID
14:+ten 14ten
Ksilanaz. Ksilanaz.
607, ksilanaz/kitin 900227 | 1.00 | Saccharophagu | Cevresel ADJ350 | O Cevresel ADJ349
608 deasetilaz benzeri | 03 E- s degradans 2- | numune 46 numune a5
[Saccharophagus 134 | 40 SEQ ID SEQ ID
degradans 2- 40] 14-ten 14ten
Ksilanaz. Ksilanaz.
609, ksilanaz 576396 | 1.00 | kulturlenmemis | Cevresel ADJ351 0 Cevresel ADJ351
610 [kulturlenmemis 27 E- organizma numune 10 numune 09
organizmal 144 SEQ ID SEQ ID
14-ten 14:ten
Ksilanaz. Ksilanaz.
611, hucre ici ksilanaz IXT6 | 1.14E+ | 1.00 | Geobacillus Cevresel ADJ350 | 1.00 | Cevresel ADJ351
612 [Gecbagillus 08 E- stearothermoph | numune 78 E- numune 39
stearothermophilus] 113 ilus SEQ ID 114 SEQ 1D
14'ten 14ten
Ksilanaz. Ksilanaz.
613, ksilanaz 576396 | 1.00 | kulturlenmemis | Cevresel ADJ349 | O Cevresel ADJ349
614 [kulturlenmemis 27 E- organizma numune 32 numune 31
organizma] 121 SEQ D SEQ ID
14-ten 14ten
Ksilanaz. Ksilanaz.
615, selloksilanaz ~ CelW | 233048 | 1.00 | Clostridium Streptomy | AAWS31 | 1.00 | Cevresel ADJ347
616 [Clostridium 49 E- stercorarium ces sp. | 48 E- numune 95
stercorarium]. 116 Bgal geni 117 SEQ ID
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RBS RNA 14-ten
fragmenti. Ksilanaz.
617, ENDO- 1,4- BETA- | 172290 | 1.00 | Bacterocides Cevresal ADJ350 1.00 | Cevresel ADJ349
618 KSILANAZ Ald E- avatus numune 44 E- numune 05
DNCUSU (KSILANAZ 127 SEQ ID 140 | SEQ ID
A) (1,4- BETA- D- 14:ten 14'ten
KSILAN Ksilanaz. Ksilanaz.
KSILANOHIDROLAZ
A).
619, endo- 1; 4- beta- | 133425 | 4.00 | Bacillus sp. YA- | Cevresel ADJ351 2.00 | Cevresel ADJ351
620 ksilanaz [Bacillus sp. | 1 E- 335 numune 02 E- numune 01
YA- 335] 56 SEQ ID 86 SEQ ID
14+ten 14ten
Ksilanaz. Ksilanaz.
621, Endo- 1.4- beta- | 1.17E+ | 2.00 | Solibacter Cevresel ADJ350 | 1.00 | Cevresel ADJ350
622 ksilanaz  [Solibacter | 08 E- usitatus numune 56 E- numune 55
usitatus Ellin6076] 95 Elin6076 SEQ ID 173 SEQ ID
14-ten 14ten
gi[116224961 Ksilanaz. Ksilanaz.
|gb|ABJ83670.1|
Endo- 1,4- beta-
ksilanaz  [Solibacter
usitatus Ellin6076]
623, endo- beta- 1;4- | 757809 | 6.00 [ Cellvibrio Cevresel ADJ351 3.00 | Vibrio AAT941
624 ksilanaz [Cellvibrio E- mixtus numune 26 E- harveyi 96
mixtus] 97 SEQ ID 97 Endogluka
14:ten naz DNA.
Ksilanaz.
625, ksilanaz/kitin 900227 | 1.00 | Saccharophagu | Cevresel ADJ350 | O Cevresel ADJ349
626 deasetilaz benzeri | 03 E- s degradans 2- | numune 46 numune 95
[Saccharophagus 114 | 40 SEQ ID SEQ ID
degradans 2- 40] 14:ten 14ten
Ksilanaz. Ksilanaz.
627, ksilanaz 5| 272278 | O Aeromonas Cevresel ADJ348 0 Cevresel ADJ348
628 [Aeromonas 37 punctata numune 58 numune 57
punctata). SEQ D SEQ ID
14+ten 141ten
Ksilanaz. Ksilanaz.
629, Endo- 1;4- beta- | 900222 | 1.00 | Saccharophagu | Cevresel ADJ349 | 1.00 | Bakteriyel ADSB36
630 ksilanaz 78 E- s degradans 2- | numune 32 E- polipeptit 54
[Saccharophagus 126 40 SEQ D 138 #10001.
degradans 2- 40] 14-ten

Ksilanaz.
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631, ksilanaz 576396 | 1.00 | kulturlenmemis | Cevresel ADJ349 1.00 | Cevresel ADJ349
632 [kulturlenmemis 27 E- arganizma numune 32 E- numune 31
organizma] 116 SEQ ID 130 SEQ ID
14+ten 14:ten
Ksilanaz. Ksilanaz.
Glikozit hidrolaz, aile 8 | 1.19E+ | 2.00 | Clostridium Cevresel ADJ347 | B.00 | Cevresel ADJ347
[Clostridium 08 E- cellulolyticum numune 92 E- numune 89
cellulolyticum H10] 66 H10 SEQ ID 66 SEQ 1D
14+ten 14ten
633, gi|118665052|gb|EAV Ksilanaz. Ksilanaz.
634 71675.1| Glikozit
hidrolaz, aile 8
[Clostridium
cellulolyticum H10]
635, endo- beta- 1; 4- | 757807 | 1.00 | Cellvibrio Cevresel ADJ349 | 4.00 | HWAAQ40 | AADC28
636 ksilanaz [Cellvibrio E- mixtus numune 60 E- In EGF | 09
mixtus) 58 SEQ ID 60 benzeri
14:+ten etki alani #
Ksilanaz. 7, insanin
attraktin
benzeri bir
proteinini
klenu.
SEK NR Agiklama Genese | Genes | Ongoril | Sorgu Sorgu Genese | Geneseq | Geneseq | Genes
ID NO: q DNA | eq en EC | DNA Protein | g/NR INR INR % ID | eq/
Erigim DNA Numara | Uzunlu | Uzunlu | DNA Protein Protein NR%
Kodu E sl du Gu Uzunlug | Uzunlugu ID
degeri u DNA
385, aile F  ksilanaz | AAF883 | 0.27 3214 | 1122 373 1155 384 52 62
386 [Fusarium 15
oxysporum f. sp.
lysopersici].
387, ksilanaz T- 6 | AAQ92 2.00E- | 3.21.8 1221 406 0 407 75 64
388 [Geobacillus 862 05
stearothermaphilus]
389, Endoglukanaz AANTO | 2.00E- | 3.21.4 | 1008 335 1002 333 66 66
390 [Erwinia rhapontici]. | 617 05
391, olasi Endoglukanaz | AAS30 | 1.00E- | 3.214 | 11186 371 0 369 77 75
392 oncustu [Salmonella | 145 21
enterica subsp.
enterica serovar
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Paratypi A  str.

ATCC 9150]
393, adlandinimamig ABZ348 | 0.11 1677 558 0 409 31 39
394 protein urunu | 64

[Bacillus circulans]
395, Endoglukanaz- AAK9S 0 1224 407 1224 407 97 94
396 N257 [Bacillus | 798

circulans).
397, endo- 14- beta- | AATO81 | 1.00E- | 3.21.8 | 741 246 3180 1059 56 64
398 ksilanaz A 43 08

[Thermotoga

maritima).
399, alfa- L - | ABQS8 | 0.65 3215 | 2637 878 1479 492 32 30
400 arabinofuranosidaz | 362 5

ArfA  [Clostridium

cellulovorans].
401, ksilanaz T- 6 | AAQI2 200E- | 3218 1242 413 0 407 71 68
402 [Gechacillus 862 1

stearothermophilus]
403, ksilanaz oncusu | AAT635 | 5.00E- | 3.21.8 | 1158 385 0 376 45 53
404 [Bacteroides 66 09

ovatus]
405, beta- 1;4- ksilanaz | AAT635 | 2.00E- | 3.21.8 | 1065 354 0 360 39 48
406 [kulturlenmemis 61 08

bakteri]
407, glikozil hidrolaz, aile | AAC49 | 1.1 3218 | 1173 390 1131 376 50 59
408 10 [Caulobacter | 543

crescentus).
409, ENDO- 1,4- BETA- | AAQ42 | 1.00E- | 3.21.8 | 630 209 2059 21 77 76
410 KSILANAZ 1| 685 32

ONCUSU

(KSILANAZ 1) (1,4-

BETA- D- KSILAN

KSILANOHIDROLA

Z.
411, endoksilanaz II; pl 9 | AAVS1 HiEHE | 3218 666 221 1015 223 92 86
412 [Hypocrea jecorina] | 332 fistd
413, COG3405: AAVO7 | 0.14 3218 | 2244 747 0 477 20 31
414 Endoglukanaz Y | 164

[Clostridium
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thermocellum ATCC
27405]

415,
418

olasi Endoglukanaz
oncusit [Salmonella
enterica subsp.
enterica serovar
Paratypi A str.

ATCC 9150]

AASSS
676

2.00E-
26

3214

1107

368

369

74

73

417,
418

Endoglukanaz
oncusi [Escherichia
coli CFT073]
gi|26110594|gb|AA
N82779.1|
Endoglukanaz
oncusil [Escherichia
coli CFTO73]

AASES
676

3214

1107

368

370

100

100

419,
420

11406961
Endoglukanaz -
Cellulomonas uda

AANT0
617

2.00E-
17

3214

990

329

1828

359

61

68

421,
422

ksilanaz 1]

[Hypocrea jecorina).

ABZ518
18

0.97

3218

1044

347

1044

347

82

75

423,
424

COG3405:
Endoglukanaz Y
[Ralstonia eutropha
JMP134]

AAVSES
939

0.32

3214

1335

444

392

58

62

425,
426

varsayllan beta- 1;
4- ksilanaz
[Streptomyces
avermitilis MA-
4680]

AAIG13
73

0.29

3218

1221

406

451

29

43

427,
428

|1 N82|B Ixténin
Yuksek
Cozunurduklu Kristal
Yapisi; A Termofilik;
G.
Stearothermophilus’
dan  Hucre i

Ksilanaz

AAQS2
862

0.001

3218

996

331

331

99

54

429,
430

varsayilan
Endoglukanaz
[Escherichia coli
0157:H7 EDL933].

AASES
676

3214

1107

368

1107

368

99

98
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431, ENDO- 1,4- BETA- | AAQ74 | O 3218 | 984 327 0 327 98
432 KSILANAZ 636
ONCUSU
(KSILANAZ) {1,4-
BETA- D- KSILAN
KSILANOHIDROLA
Z) (FI1A-
KSILANAZ).
433, ksilanaz I | AAA12 | 5.00E- | 3.21.8 | 1134 377 0 476 59
434 [Streptomyces 986 18
thermoviolaceus)
435, aile F  ksilanaz | AAI720 | 2.00E- | 3218 | 1116 371 3028 384 74
436 [Fusarium 46 88
oxysporum f. sp.
lycopersici].
437, |140696] ABK13 | 3.00E- | 3.2.1.4 | 993 330 11772 359 59
438 Endoglukanaz - | 050 o7
Cellulomonas uda
439, hicre igi ksilanaz | AAFG619 | 0.97 3218 | 1041 346 996 331 61 60
440 [Bacillus 48
stearothermophilus]
441, ORF_ID:tIr1902~ ABL295 | 0.29 3218 | 1239 412 1158 385 26 44
442 olasi endo- 14| 15
beta- ksilanaz
[Therm
osynechococcus
elongatus BP- 1].
443, COG3693: Beta- 1; | AAT941 | O 3218 912 303 849 282 92
444 4- ksilanaz | 96
[Microbulbifer
degradans 2- 40]
445, hiicre igi ksilanaz | ABQ94 | 44 3218 1191 396 0 336 38
446 [kulturlenmemis 225
bakteri]
447, varsayilan AAS90 | 2.00E- | 3.21.4 | 1107 368 1107 368 71 70
448 Endoglukanaz 145 17
[Escherichia coli
0157:H7 EDL933].
449, endo- 1.4- D- | AAS90 | 3.00E- | 3.214 | 1107 368 1110 369 73 72
450 glukanaz 145 19
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[Salmonella

typhimurium LT2].

451,
452

[139760| endo- 1; 4-
beta- ksilanaz (EC
3.2.1.8) - Bacillus

stearothermophilus

ABK82
442

0.61

3218

681

226

330

76

453,
454

varsayimsal protein
FG08445.1
[Gibberella zZeae
PH- 1]

AAT740
74

7.00E-
14

3218

1002

333

367

56

455,
456

COG3693: Beta- 1;
4- ksilanaz
[Clostridium
thermacellum ATCC
27409]

AAZS18
17

3218

2823

940

1077

99

457,
458

olasi Endeglukanaz
oncusi [Salmonella
enterica subsp.
enterica serovar
Paratypi A str.

ATCC 9150]

AASI4
208

1.00E-
21

3214

984

327

369

74

459,
460

endoksilanaz
[Alternaria

alternatal.

AAQT74
636

1.00E-
o7

3218

1524

507

1281

426

55

56

461,
462

endo- 1,4- beta- D-
glukanaz ~ oncusu
[Pectobacterium

chrysanthemi].

AAN70
617

2.00E-
20

3214

990

329

999

332

58

64

463,
464

|1 N82|B Ixténin
Yuksek
Cozunurluklu Kristal
Yapisi; A Termofilik;
G.
Stearothermophilus:
dan  Hucre g

Ksilanaz

AATE35
"

0.004

3218

1023

340

33

62

465,
466

ksilanaz
[Thermotoga

neapolitana)

AATE25
89

2.00E-
68

3218

2142

713

1065

75

467,
468

Endoglukanaz
fragmenti  [Aquifex

aeolicus).

ABL343
26

0.9

3214

978

326

978

325

100

100
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469, | COG3693: Beta- 1; | AAZE42 | 1.9 3218 | 1929 | 642 0 639 35
470 4- ksilanaz | 96
[Clostridium
thermocellum ATCC
27405)
471, ksilanaz oncust | AATE35 | 0.001 3218 1119 372 0 376 40
472 [Bacteroides 66
ovatus]
473, hucre igi ksilanaz | ABL181 | 0.061 3.218 1020 339 0 336 36
474 [kulturlenmemis 93
bakteri]
475, endo- 14- beta- [ AAATZ 0.005 | 3218 1248 415 1104 367 35 50
476 ksilanaz 989
[Thermobacillus
xylanilyticus].
477, kitosanaz- glukanaz | AAF080 | 0.54 2199 732 2394 797 38 54
478 [Bacillus sp. D- 2]. 31
479, ksilanaz AAV1S 1.00E- | 3.21.8 636 211 558 211 72
480 [Aspergillus niger] 126 14
SEK NR Agiklamasi Genes | Sorgu | Sorgu | Geneseq/ | Geneseq/ | Geneseq/ | Geneseq/
ID eq DNA'si | Protein | NR DNA | NR NR % ID | NR % ID
NO; DNAE [ Uzunlu | Uzunlu | Uzunlugu | Protein Protein DNA
degeri | gu gu Uzunlugu
483, aile 10 ksilanaz | 0 2532 843 0 1595 79
484 [Caldicellulosiruptor  sp.
Ri69B.1]
485, Ksilanaz, glikozil hidrolaz | 3.4 1242 413 3433 430
486 aile 10  [Clostridium
acetebutylicum].
Endo- 1,4- beta- ksilanaz
[Saolibacter usitatus
Ellin6076]
487, gi|116224961|gb|ABJ8367 | 2.00E- | 1152 383 1218 384
488 0.1 Endo- 1.4- beta- | 07
ksilanaz [Solibacter
usitatus Ellin6078]
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Endo- 1,4- beta- ksilanaz
[Solibacter usitatus
EllinB076]

489,
490

gi|116224961|gb|ABJ8367
0.1l Endo- 1,4- beta-
[Solibacter
usitatus Ellin6078]

ksilanaz

2.00E-
16

1170

389

1407

384

491,
492

Metiyonin biyosentezi
MetW  [Saccharophagus

degradans 2- 40]

7.00E-
05

1530

509

1186

67

493,
494

Glikozit  hidrolaz, aile
10:Klostridyum  selilozon
enzimi, dokerin tipi
I:Karbonhidrat  baglama,
CenC- benzeri
[Clostridium thermocellum
ATCC 27405]

gi|67851540|gb|EAM4710
4.1| Glikozit hidrolaz, aile
10:Klostridyum  seltlozon
enzimi, dokerin tipi [

0.022

1958

652

639

22

495,
496

Endo- 1,4- beta- ksilanaz
[Solibacter usitatus
Ellin6078]

gi|116224961|gb)ABJB367
0.1 Endo- 14- bela-
[Solibacter
usitatus Ellin6076]

ksilanaz

1.00E-
11

1125

374

1407

389

497,
498

endo- 1; 4- beta- ksilanaz
oncust  [kultUrlenmemis
bakteri]

1.00E-
11

1008

335

852

279

499,
500

Endo- 1,4- beta- ksilanaz
[Solibacter usitatus
EllinG0786]

gi|116224961|gb|AB.J8367
0.1 Endo- 14- beta-

1155

384

1155

384
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ksilanaz [Solibacter

usitatus Ellin60786)
501, endo- 1; 4- beta- ksilanaz | 1.00E- | 744 247 1086 361
502 Xynl [Cellulomonas | 66

flavigena]
503, endo- beta- 1, 4- ksilanaz | 8.00E- | 1545 514 847 350
504 [Cellvibrio mixtus] 14
505, ksilanaz/kitin ~ deasetilaz | 2.00E- | 1059 352 1068 355
506 benzeri [Saccharophagus | 62

degradans 2- 40]
507, ksilanaz/kitin  deasetilaz | 1.00E- | 1062 353 1068 361
508 benzeri [Saccharophagus | 131

degradans 2- 40]

Karhonhidrat haglama

ailesi 6 [Clostridium

cellulolyticum H10]
509, gi|118663312|gb|[EAVGI9 | 0.11 2325 774 0 541
510 68.1] Karhonhidrat

baglama ailesi 6

[Clostridium cellulolyticum

H10]
511, beta- 1,4- ksilanaz | 1.00E- | 1107 368 1068 445
512 [Pseudomonas sp. | 42

ND137].
513, endo- 1; 4- beta- ksilanaz | 1.00E- | 1089 362 0 354 68
514 [Bacillus sp. YA- 335] 08
515, alkalin aktif endoksilanaz | 3.00E- | 1188 395 0 396 77
516 oncusu [Bacillus | 31

halodurans]
517, ksilanaz/kitin ~ deasetilaz | 6.00E- | 1728 575 1629 542
518 benzeri [Saccharophagus | 49

degradans 2- 40]
519, ksilanaz/kitin ~ deasetilaz | 8.00E- | 1473 490 1086 542
520 benzeri [Saccharophagus | 64

degradans 2- 40]




352

521, ksilanaz [kulturlenmemis | 2.00E- | 1155 384 1146 381
522 organizmal 26
523, endo- beta- 1;4- ksilanaz | 7.00E- | 1533 510 8298 303
524 [Cellvibrio mixtus] 05
525, Metiyonin biyosentezi | 4.00E- | 3048 1015 0 1186 65
526 MetW  [Saccharophagus | 11

degradans 2- 40]
527, ksilanaz [kUlturdenmemis | 6.00E- | 1140 379 1116 381
528 organizmal 11
529, ksilanaz [kulturlenmemis | 4.00E- | 696 231 1086 222
530 bakteri] 29
531, endo- beta- 1;4- ksilanaz | 0.069 1551 516 0 656 32
532 [Cellvibrio mixtus]
533, Metiyonin biyosentezi | 1.00E- | 1359 452 1725 1186
534 MetW  [Saccharophagus | 08

degradans 2- 40]
535, endo- beta- 1;4- ksilanaz | 2.00E- | 1002 333 1011 336
536 [Bacillus sp.] 10
537, Endo- 1;4- beta- ksilanaz | 2.00E- | 1137 378 1146 381
538 [Saccharophagus 04

degradans 2- 40]
539, endo- 1; 4- beta- ksilanaz | 1.00E- | 1092 363 1273 338
540 [Thermobifida fusca YX] 08
541, ksilanaz X [Paenibacillus | 4.00E- | 1155 384 164 355
542 sp. BL11] 24
543, hticre igi ksilanaz | 2.00E- | 1014 337 1011 346
544 [kulturlenmemis bakteri] 04
545, ENDO- 1,4- BETA- | 6.00E- | 1143 380 1905 383
546 KSILANAZ A ONCUSU | 11

(KSILANAZ A} {14-

BETA- D- KSILAN

KSILANOHIDROLAZ A).
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547, ksilanaz [kulturlenmemis | 0.003 1149 382 1146 381
548 organizmal
549, endo- beta- 1; 4- ksilanaz | 2.00E- | 981 326 3972 336
550 [Bacillus sp.] 04
551, ENDO- 1.4- BETA- | 7.00E- | 1470 489 1860 619
552 KSILANAZ A ONCUSU | 11

(KSILANAZ A} {14-

BETA- D- KSILAN

KSILANOHIDROLAZ  A)

(XYLA).
553, endo- 1; 4- beta- ksilanaz | 4.00E- | 1116 371 1110 369
554 oncust  [kulturlenmemis | 67

bakteri]
555, ksilanaz [Microbulbifer | 1.00E- | 1071 356 1068 445
556 hydrolyticus] 42
557, ksilanaz/kitin  deasetilaz | 7.00E- | 1371 456 1086 361
558 benzeri [Saccharophagus | 17

degradans 2- 40]
559, endo- beta- 1; 4- ksilanaz | 3.00E- | 996 331 1041 336
560 [Bacillus sp.] 06
561, ENDO- 1,4- BETA- | 3.00E- | 1809 602 1860 619
562 KSILANAZ A ONCUSU | 26

(KSILANAZ A} {1,4-

BETA- D- KSILAN

KSILANOHIDROLAZ  A)

(XYLA).
563, CHU blyuk protein; aday | 0.37 2067 688 0 1152 29
564 b- glikosidaz; Glikozit

hidrolaz aile 8 protein

[Cytophaga  hutchinsonii

ATCC 334086]
565, Metiyonin biyosentezi | 2.00E- | 1515 504 0 1186 68
566 MetW  [Saccharophagus | 08

degradans 2- 40]
567, ksilanaz [kulturdenmemis | 1.00E- | 1158 385 1146 381
568 organizmal] 42
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569,
570

Olas1 ksilan pargalama
enzimi {glikozil hidrolaz
aile 30- benzeri etki alam
ve Risin B- benzeri etki
alani} [Clostridium
acetobutylicum].

0.73

1062

353

1761

586

33

46

571,
572

Endo- 1,4- beta- ksilanaz
[Solibacter

Ellin6076]

usitatus

gi|116224961|gb|ABJ8367
0.1 Endo- 14- beta-
[Solibacter
usitatus Ellin6076]

ksilanaz

3.00E-
25

1149

382

1155

384

573,
574

ENDO- 14- BETA-
KSILANAZ A ONCUSU
(KSILANAZ A}  (14-
BETA- D-  KSILAN
KSILANCHIDROLAZ A}
(XYLA).

2.00E-
11

1326

441

1860

619

575,
576

Karbonhidrat
ailesi 6

hadlama
[Clostridium
cellulolyticum H10]

gi|118663312|gh|EAVE99
68.1| Karbonhidrat
baglama ailesi 6
[Clostridium cellulolyticum
H10]

0.01

876

291

541

577,
578

endo- 1; 4- beta- ksilanaz
oncusl
bakteri]

[kulturlenmemis

642

213

214

97

Endo- 1,4- beta- ksilanaz
[Solibacter usitatus

Ellin8076]

579,
580

gi|116224961|gb|ABJB367
0.1 Endo- 14 beta-
ksilanaz [Solibacter
usitatus ElNlin6076]

1.00E-
11

1158

385

1155

384
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581, endo- 1; 4- beta- ksilanaz | 3.00E- | 15986 531 1503 613
582 oncustt  [kultirlenmemis | 04

bakteri]
583, aile 10 glikozil hidrolaz | 2.00E- | 1362 453 1761 586 38 51
584 XynB [Fibrobacter | 04

succinogenes S85].
585, beta- 1,4- sellobiosidaz | 3.2 1188 395 798 597
586 [Pseudomonas sp. PEZ].
587, ksilanaz [kulturlenmemis | 0.003 1095 364 1218 381
588 organizmal
589, ENDO- 1,4- BETA- | 1.00E- | 1149 382 1143 383
590 KSILANAZ A ONCUSU | 05

(KSILANAZ  A) (14-

BETA- D- KSILAN

KSILANCHIDROLAZ A).
591, ksilanaz/kitin  deasetilaz | 5.00E- | 2094 697 1068 542

benzeri 16
592 [Saccharophagus

degradans 2- 40]
583, endo- beta- 1; 4- ksilanaz | 3.00E- | 1137 378 2557 350
594 [Cellvibrio mixtus] 06
595, endo- 1; 4- beta- ksilanaz | 3.00E- | 978 325 1134 377
596 [Thermobifida fusca YX] 21
597, Gram- pozitif coccirden | 0.021 1842 613 0 806 29
598 ylzey proteini, badlant

bolgesi [Clostridium

phytofermentans 1SDq]

gi|106768036|gb|EAT247

451] Gram- pozitif

coccilden ylzey proteini,

baglant holgesi

[Clostridium

phytofermentans 1SDqg]
599, ksilanaz XynA GH 10 | 1.00E- | 3801 1266 0 1467 58
600 [Paenibacillus sp. JOR-2] | 08
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601, Endo- 1,4- beta- ksilanaz | 3.00E- | 1536 511 1407 468
602 [Solibacter usitatus | 10

Ellin6076]

gi|116224961|gb|ABJ8B3567

0.1|Endo- 1,4- beta-

ksilanaz [Solibacter

usitatus Ellin6078]
603, Endo- 1,4- beta- ksilanaz | 0.003 | 1167 388 1128 384
604 [Solibacter usitatus

Ellin60786]

gi|116224961|gb|ABJ8367

0.1|Endo- 1,4- beta-

ksilanaz [Solibacter

usitatus Ellin6078]
G605, ksilanaz [kulturlenmemis | O 1146 381 1146 381
606 organizmal
607, ksilanaz/kitin  deasetilaz | 9.00E- | 1515 504 1086 542
G608 benzeri [Saccharophagus | 60

degradans 2- 40]
609, ksilanaz [kulturlenmemis | O 1146 381 1146 381
610 organizma]
611, hiicre ici ksilanaz IXT6 | 7.00E- | 993 330 1125 333
612 [Geobacillus 07

stearothermophilus]
613, ksilanaz [kulturlenmemis | O 1146 381 1146 381
614 organizma]
615, selloksilanaz CelW | 0.33 1875 624 1224 388
616 [Clostridium stercararium].
617, ENDO- 1,4- BETA- | 4.00E- | 1152 383 1905 380
618 KSILANAZ A ONCUSU | 12

(KSILANAZ A}  (1.4-

BETA- D- KSILAN

KSILANCHIDROLAZ A).
619, endo- 1; 4- beta- ksilanaz | 1.00E- | 582 193 1695 564
620 [Bacillus sp. YA- 335] 16




357

621, Endo- 1,4- beta- ksilanaz | 4.00E- | 1134 377 1128 375
622 [Solibacter usitatus | 67

Ellin6076]

gi|116224961|gb|ABJ8B3567

0.1l Endo- 1,4- beta-

ksilanaz [Solibacter

usitatus Ellin6078]
623, endo- beta- 1; 4- ksilanaz | 0.054 1215 404 849 448
624 [Cellvibrio mixtus]
625, ksilanaz/kitin  deasetilaz | 9.00E- | 1812 603 1086 542
G626 benzeri [Saccharophagus | 11

degradans 2- 40]
627, ksilanaz 5 [Aeromonas | 4.00E- | 3354 1117 3931 1326 32 44
628 punctatal. 05
629, Endo- 1; 4- beta- ksilanaz | 2.00E- | 1143 380 1116 381
630 [Saccharophagus 04

degradans 2- 40]
631, ksilanaz [kulturlenmemis | 1.00E- | 1143 380 1146 381
632 organizmal 08
633, Glikozit hidrolaz, aile 8 | 7.00E- | 1398 4865 0 477
634 [Clostridium cellulolyticum | 11

H10]

gi|118665052|gb|EAV716

75.1| Glikozit hidrolaz, aile

8 [Clostridium

cellulolyticum H10]
635, endo- beta- 1; 4- ksilanaz | 0.008 | 834 277 2109 350
636 [Cellvibrio mixtus]
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<110> BASVURU SAHIBI: DIVERSA CORPORATION

WEINER, David

BLUM, David

<120> BULUS BASLIGI: KSILANAZLAR, BUNLARI KODLAYAN NUKLEIK ASITLER
VE BUNLARIN YAPIM VE KULLANIM YONTEMLERI

<130> DOSYA REFERANSI: 564462007967

<140> MEVCUT BASVURU NUMARASI: PCT/US07/04429

<141> MEVCUT DOSYALAMA TARIHI: 2007-03-01

<150> ONCEKI BASVURU NUMARASI: US 10/517,939

<151> ONCEKI DOSYALAMA TARIHI: 2003-06-16

<160> SEK | NO SAYISI:

636

<170> YAZILIM: FastSEQ for Windows Version 4.0

<210> SEK ID NO: 1
<211> UZUNLUK: 1128

<212> TIP: DNA

<213> ORGANIZMA: Bakteri
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<211> UZUNLUK: 375
<212> TIP: PRT
<213> ORGANIZMA: Bakteri

<400> SEKANS: 2
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<210> SEKID NO: 3

<211> UZUNLUK: 2196

<212> TIP: DNA

<213> ORGANIZMA: Bilinmiyor

<220> OZELLIK:

360

<223> DIGER BILGI: Cevresel bir numuneden elde edilmistir

<400> SEKANS: 3
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<213> ORGANIZMA: Bilinmiyor
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Lutfen dikkat edin:

Sekans Listesinde n ve/veya Xaa kullanimi saptanmistir. En az bir n ya da Xaa verilen
her sekansin <220> ila <223> alanlarinda uygun bir agiklama verilmesini saglamak
icin lutfen Sekans Listesini gdozden gegirin.

Sek#:593; N Pos. 801,802,803
Sek#:594; Xaa Pos. 268
Gecersiz satir uzunlugu:

Kurallar bir satinn uzunluk olarak 72 karakteri gegmemesini gerektirir. Bu uzunluk

bosluklar da kapsamaktadir.
Sek#:410; Satir(lar) 22715
Sek#:412; Satir(lar) 22833,22838
Sek#:456; Satir(lar) 26594 ,26604
Sek#:474; Satir(lar) 28520
Sek#:480; Satir(lar) 29175
Sek#:502; Satir(lar) 31257,31267
Sek#:504; Satir(lar) 31465
Sek#:506; Satir(lar) 31705
Sek#:508; Satir(lar) 31876,31886
Sek#:512; Satir(lar) 32420,32430
Sek#:514; Satir(lar) 32632
Sek#:518; Satir(lar) 33011,33016
Sek#:520; Satir{lar) 33287
Sek#:530; Satir{lar) 34568,34573
Sek#:540; Satir(lar) 35491,35496
Sek#:542; Satir{lar) 35690

Sek#:556; Satir(lar) 36911,36921
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Sek#:558; Satir(lar) 37131,37141
Sek#:578; Satir(lar) 39141,39151
Sek#:.608; Satir(lar) 42499

L:13 M:270 C: Mevcut Basvuru Numarasi farklilk gostermektedir, Degistirilmis Mevcut

Basvuru Numarasi

L:14 M:271 C: Mevcut Dosyalama Tarihi farkhlik gostermektedir, Degistiriimis Mevcut
Dosyalama Tarihi

L:40716 M:341 W: (46) "n" ya da "Xaa" kullaniimis, pos.:780:'den sonra SEK ID#:593
igin

L:40830 M:341 W: (46) "n" ya da "Xaa" kullanilmig, pos.:256'dan sonra SEK |ID#:594
igin
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Sekil 5: 8x Mutantina karsilik Dogal tip Ksilanazin (SEK ID
NO: 189 ve 190) Termal Toleransi
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