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OZET
GELISMIiS NUKLEIK ASIT DIZILEME YONTEMLERI

Burada, RNA molekiillerinin dizilenmesi yontemlerini gelistirmek {izere
transpozisyonu kullanmanin bir yontemi saglanir. Burada, DNA:RNA dubleksleri
veya DNA:DNA dubleksleri gibi niikleik asit dublekslerinin etiketlenmesi
yontemi saglanwr. Yontem, bir transposaz ve bir transpozon bilesiminin
saglanmasi, bir destek lizerinde immobilize bilesim niikleik asit dubleksinin
saglanmas1 ve kosullar altinda bir veya daha fazla niikleik asit dubleksi ile bir
transposaz ve transpozon bilesiminin temas ettirilmesi adimlarnm igerir, burada bir
veya daha fazla niikleik asit dubleksi ve transpozon bilesimi, bir veya daha fazla
etiketli niikleik asit dubleksini iiretmek iizere bir transpozisyon reaksiyonu gegirir,
burada transpozon bilesim, aktarilmis bir ipligi ve aktarilmamis bir ipligi igeren

¢ift iplikli bir niikleik asit molekiiliinii igerir.
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I.

ISTEMLER

Bir veya daha fazla hedef niikleik asitleri saptamaya yonelik bir
yontemdir, asagidaki adimlar igerir:

(a) bir destek iizerinde bir veya daha fazla hedef niikleik asidin
yakalanmasi;

(b) destek ilizerinde immobilize bir veya daha fazla niikleik asit dubleksleri
tretmek tizere bir sablon olarak bir veya daha fazla yakalanan hedef
niikleik asitlerin kullamlmasi:

(c) kosullar altinda bir veya daha fazla niikleik asit dubleksi ile bir
transposazin ve transpozonun temas ettirilmesi, burada bir veya daha fazla
niikleik asit dubleksi ve transpozon bilesimi, bir veya daha fazla etiketli
niikleik asit dubleksini iiretmek lizere transpozisyon reaksiyonu gegirir,
burada transpozon bilesim, aktarilmis bir ipligi ve aktarilmamus bir ipligi
iceren ¢ift iplikli bir niikleik asit molekiiliinii icerir;

(d) sablon ipligin 5’ ucuna 1mmobilize ipligin 3° ucunu uzatmak iizere
kosullar altinda bir niikleik asit modifiye edici enzim ile bir veya daha
fazla etiketli niikleik asit dubleksinin temas ettirilmesi;

(e) birgok etiketh niikleik asit ipligini liretmek iizere etiketli nitkleik asit
ipliklerinin ¢ogaltilmast;

(f) birgok niikleik asit ipliginin saptanmasi.

istem 17in bir ydntemidir, burada hedef niikleik asitler, DNA molekiilleri

veya RNA molekiilleridir.

[stem 1’in bir ydntemidir, burada hedef niikleik asitler, genomik DNA

molekiilleri veya mRNA molekiilleridir.

Onceki herhangi bir istemin bir yontemidir, burada bir veya daha fazla

hedef niikleik asit, hedef niikleik asidin en az bir kismina tamamlayict
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10.

11.

olan, destek lizerinde immobilize bir veya daha fazla yakalama probuna

melezleme yoluyla yakalanir.

Istemler 1 ila 3’ten herhangi birinin bir yéntemidir, burada bir veya daha
fazla hedef niikleik asidin her biri, destek lizerinde immobilize bir veya
daha fazla yakalama probuna tamamlayici bir diziyi igeren bir 3°
adaptériini icerir ve burada yakalama adumi, immobilize yakalama
problarina 3°-adaptériinii iceren bir veya daha fazla niikleik asidin

melezlenmesini igerir.

Onceki istemlerden herhangi birinin bir yéntemidir, burada destek, bir

boncuk veya birgok boncuktur.

Istemler 1 ila 5’ten herhangi birinin bir ydntemidir, burada destek

diizlemsel bir destektir.

Onceki herhangi bir istemin bir yéntemidir, burada etiketlenen niikleik asit
ipliklerinin amplifikasyonu, etiketlenen niikleik asidin en az bir kopyasim

liretir.
Istemler 1 ila 7’den herhangi birinin ydntemidir, burada etiketlenen
niikleik asit ipliklerinin amplifikasyonu, etiketlenen ntikleik asidin bir¢cok

kopyasint Uretir.

Onceki herhangi bir istemin bir yéntemidir, burada amplifikasyon yontemi

koprii amplifikasyonudur.

Onceki herhangi bir istemin bir yontemidir, burada bircok niikleik asit

ipliginin saptanmasi, kati destek lizerinde meydana gelir.
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12. Istem 11°in bir ydntemidir, burada saptama, niikleik asit ipliginin en az bir

kisminin dizilenmesini icerir.
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TARIFNAME
GELISMIiS NUKLEIK ASIT DIZILEME YONTEMLERI

ALTYAPI

RNA’yt iceren nikleik asitleri dizilemeye vonelik dizileme teknikleri
gelistirilmistir. Dizileme teknikleri 6rnegin, sentez yoluyla dizilemeyi igerir.
Sentez yoluyla dizileme veya donglii dizileme, &rnegin U.S. Patent No.
7,427,673 ; U.S. Patent No. 7,414,116 ; WO 04/018497 ; WO 91/06678 ; WO
07/123744 ; ve U.S. Patent No. 7,057°De aciklandig1r ilizere Omnegin bir
parcalanabilir veya fotobeyazlatilabilir boya etiketi igeren niikleotitlerin adim
adim eklenmesi yoluyla saglanabilir. Alternatif olarak pirodizileme teknikleri
kullanilabilir. Pirodizileme, belirli niikleotitler yeni dogan iplik i¢ine dahil
edildiginde inorganik pirofosfatin (PPi) salinimini saptar (Ronaghi et al., (1996)
"Real-time DNA sequencing using detection of pyrophosphate release.”
Analytical Biochemistry 242(1), 84-9; Ronaghi, M. (2001} "Pyrosequencing
sheds light on DNA sequencing." Genome Res. 11(1), 3-11 ; Ronaghi, M., Uhlen,
M. and Nyren, P. (1998) "A sequencing method based on rteal-time
pyrophosphate.” Science 281(5375), 363 ; U.S. Patent No. 6,210,891 ; U.S. Patent
No. 6,258,568 ; ve U.S. Patent No. 6,274,320). Pirodizilemede salinan PPi, ATP
siilfiirilaz yoluyla adenozin trifosfata (ATP) hemen doniistiiriilerek saptanabilir ve

olusturulan ATP diizeyi, lusiferaz ile iiretilen fotonlar vasitasiyla saptanir.

Dizileme teknikleri ayrica, ligasyon teknikleri ile dizilemeyi igerir. Bu tir
teknikler, oligoniikleotitler1 dahil etmek ve bu tir oligoniikleotitlerin dahil
edilmesini tanmimlamak tizere DNA ligazi kullamr ve U.S. Patent No
6,909,488 ; U.S. Patent No. 6,172,218 ; ve U.S. Patent No. 6,300,597 de a¢iklanir.
Diger dizileme teknikleri drnegin, floresan in situ dizileme (FISSEQ) ve Biiyiik

Olgekte Paralel Imza Dizilemeyi (MPSS) igerir.

Dizilemeye yonelik DNA numunelerinin hazirlanmasi olduke¢a basit olabilir ve
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parcaya transpozisyon reaksiyonlarimin kullanilmasint igerebilir ve DNA
par¢alarina adaptor dizilerini ekleyebilir, bu durum numune hazirlama prosesini
kolaylastirir. Bakiniz &rnegin, biitiinliyle burada referans yoluyla dahil edilen
Uluslararast Yayim No. WO 2010/048605. Bunun aksine RNA numunelerini
dizilemeye yonelik mevcut protokoller, dizilemeden ¢6nce numune igindeki
RNA’yt ¢ift iplikli bir ¢cDNA formatina doniistiten bir numune hazirlama
yontemini  kullanmir. Dolayisiyla  dizilemeye yonelik RNA numunelerinin
hazirlanmasi daha yogun isgiicii gerektirir. Ek olarak mevcut protokoller, iplige
spesifik bilgileri korumak tizere kabiliyet bakimindan optimumdan daha distiktiir.
Daha spesifik olarak cogu yontem, cift iplikli cDNA’ya donistiirilmeden 6nce
orijinal tek iplikli RNA molekiiliiniin yonii etrafinda iplik bilgilerini koruyamaz.
Iplige spesifik bilgilerin korunmasi, yeni genlerin agiklanmasina yénelik ve gen
itade diizeylerinin belirlenmesine yonelik onemlidir. Bazi yontemler, tek iplikli
RNA molekiillerinin uglarina adaptorlerin baglanmasi yoluyla iplige spesifik
bilgileri korumaya calisir. Adaptérler, RNA molekiillerinden olusturulan cift
iplikli eDNA’min iki ucuna yonelik ayurt edilebilir bilgiler saglayan diziye sahip
olabilir. Ancak bu ydéntem dezavantajlara sahiptir. Omegin RNA molekiillerinin
parcalanmasi halinde pargalanmadan sonra molekiillerin i¢ pargalar yonsel (diger

bir deyisle iplige spesifik) bilgilerini kaybeder.

WO 2010/048605, 5' ve 3'-etiketli DNA pargalarint olusturmaya yonelik
yontemleri agiklarken Caruccio, N Methods in Molecular Biology, Vol 733, 1
January 2011, sonraki jenerasyon dizileme platformlart ile uyumlu DNA
kiitiphaneleri olusturmak tiizere Nextera™ Transpozomlar kullanan in-vitro

transpozisyonu agiklar.

KISA ACIKLAMA

Burada, asagidaki adimlart i¢eren bir veya daha fazla nikleik asitleri saptamaya

yonelik bir ydntem saglanir:
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(a) bir destek iizerinde bir veya daha fazla hedef niikleik asidin
yakalanmasi;

(b) destek iizerinde immobilize bir veya daha fazla niikleik asit dubleksleri
iretmek Uizere bir sablon olarak bir veya daha fazla yakalanan hedef
niikleik asitlerin kullanilmasi;

(¢) kosullar altinda bir veya daha fazla nUlkleik asit dubleksi ile bir
transposazin ve transpozonin temas ettirilmesi, burada bir veya daha
fazla niikleik asit dubleksi ve transpozon bilesimi, bir veya daha fazla
etiketli niikleik asit dubleksini iiretmek iizere transpozisyon reaksiyonu
gecirir, burada transpozon bilesim, aktarilmis bir ipligi ve aktarilmamus
bir ipligi igeren ¢ift iplikli bir niikleik asit molekiiliinii igerir;

(d) sablon ipligin 5' ucuna immobilize ipligin 3 ucunu uzatmak iizere
kosullar altinda bir niikleik asit modifiye edici enzim ile bir veya daha
fazla etiketli niikleik asit dubleksinin temas ettirilmesi;

(e) bircok etiketli niikleik asit ipligini {iretmek iizere etiketli nikleik asit
ipliklerinin ¢ogaltilmast;

(f) birgok niikleik asit ipliginin saptanmasi.

Bir veya daha fazla diizenlemenin detaylan, asagidaki ekli sekiller ve agiklamada
belirtilir, Diger &zellikler, amaglar ve avantajlar, agiklama ve sckillerden ve

istemlerden anlasilir olacaktir,

SEKILLERIN ACIKLAMASI

Sekil 1, burada saglanan 6rnek niteligindeki bir yontemi gdsteren semadir.
PoliA kuyruklu mRNA, bir destegin ylizeyine baglanan bir poliT DNA
yakalama probu veya primerine melezleme vasitasiyla bir destek lizerinde
yakalanir. PoliT ipligi akabinde, bir DNA:RNA dubleksini iceren cift
iplikli bir molekilii yapmak lizere bir ters transkriptaz polimerazi ile
uzatilir. Akabinde bir transpozom bilesigi (drnegin bir mozaik vglu (ME)

dizi ve ylizey amplifikasyon primerlerine tamamlayici diziler ile baglanan
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Tn5 transposaz), bir transpozisyon reaksiyonu geciren ve RNA ipliginin 5°
ucuna bir DNA adaptdr oligosunu baglayan dubleksi etiketleyen destege
eklenir. Bir iplik degistirme polimerazi (6rnegin Bst polimerazi) akabinde,
transpozom bilesinin aktarilmamuis ipliginin veri degistirilerek ve 5' DNA
kimerik ucuna RNA ipligi kopyalanarak DNA ipliginin 3' ucunu uzatmak
lizere kullanilabilir. Cift iplikli molekiil akabinde gii¢clendirilebilir (6rnegin
kiime amplifikasyonu) ve bir dizileme primert ile dizilenebilir. Primer
kismen ME dizisini ve yukarim akim yonli adaptdr dizisini icerir.
Alternatif olarak molekiiliin diger ucu (poliT ug), poliT dizisinin yukan
akimin1 tavlayan bir primer ile dizilenebilir ve sentez ile dizi (SBS)
kimyasinin dongiileri baslatilmadan dnce dogal dATP niikleotitleri ile
uzatilir.

Sekil 2, burada saglanan 6rnek niteligindeki bir yontemi gdsteren semadir.
RNA pargalanir ve bir fosfat ile muamele edilir. Tek iplikli bir adaptor
molekiilii, bir yiizeye bagh primerin tamamlayicisini iceren her bir RNA
par¢asinin 3’ ucuna baglanir. Pargalar akabinde, bir destege eklenir ve
melezleme vasitasiyla yakalamr. Melezlenen RNA molekiilleri, bir ters
transkriptaz polimerazi ile bir DNA:RNA dubleksine doniigtiriiliir. P5 ile
bir ME’nin bir transposazini ve bir adaptor dubleksini (diger bir deyisle
transpozon) igeren bir transpozom bilesigi veya bilesimi, dubleksi
etiketlemek iizere kullanilir, Bir iplik degistirme polimeraz:i ile uca DNA
ipliginin uzatilmasindan sonra molekiiller gliglendirilebilir (6rnegin kiime
amplifikasyonu) ve dizilenebilir.

Sekil 3, burada saglanan 6rnek niteligindeki bir yontemi gosteren semadir.
Iki yiizey asili primeri iceren bir destek kullanilir: standart bir asilayici
primer (0megin P5) ve asagr akim yonlii (3") tarafina hedefe spesifik bir
yakalama dizisine sahip modifiyeli bir asilayici primer (6rnegin P7). Bir
hedefe spesifik dizinin bir 6rnegi, bir retroviral ters transkriptaza (érmegin
HIV polimerazi1) tamamlayict bir oligo dizisidir. Saflastirilan viral RNA,

destege eklenir, melezleme vasitasiyla vakalanir, ters transkriptaz ile
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kopyalanir ve etiketlenir. Dizileme, etiketlenen adaptore tavlanan bir
primer ile ve yakalama probunun diger ucunda saglanabilir.

Sekil 4, burada saglanan 6rnek niteligindeki bir yontemi gosteren semadir.
RNA transkriptler, vesil floresan protein (GFP) transkript dizisini ve bir
yiizeye baglanan primere tamamlayici bir diziyi (6megin P7’ dizisi) igeren
bir plazmitten iiretilir. Transkriptler, 6rnegin bir P7 dizisini igeren
primerleri i¢eren bir destege melezlenir. Melezlenen RNA molekiilleri, bir
ters transkriptaz polimerazi ile bir DNA:RNA dubleksine doniistiiriiliir.
Bir transpozom bilesigi, dubleksi etiketlemek iizere kullamilir. Bir iplik
degistirme polimeraz1 ile uca DNA ipliginin uzatilmasindan ve RNA
ipliginin ¢ikarilmasindan sonra molekiiller giiglendirilebilir (6rnegin kiime
amplifikasyonu) ve dizilenebilir.

Sekil 5, Yesil Floresan Proteini (GFP) igeren bir plazmitten olusturulan ve
istege bagli olarak DNA’y1 (diger bir deyisle plazmit) ¢ikarmak iizere
DNaz ile muamele edilen RNA transkriptlerini gosteren bir jelin bir
resmidir. Hicbir kalinti DNA (diger bir deyigle plazmit), RNA
transkriptinin DNaz muamelesinden sonra gériiniir olmamustir.

Sekil 6, SYBR vyesil ile boyanan kiimelerin resimlerini gosterir. Seritler 1-
4, Phix DNA’y1 icermistir ve Seritler 5-8, GFP RNA’y1 icermistir. Seritler
5 ve 6, DNA’y1 cikarmak iizere DNaz ile dnceden muamele edilen
RNA’y1 icermistir. Seritler 7 ve 8, DNaz ile dnceden muamele edilen ve
bir ilave kontrol olarak RNaz ile muamele edilen RNA’y1 igermistir.
Birinci uzatma, Kus Miyeloblastoz Viriis Ters Transkriptazt (AMV-RT)
(Seritler 2, 4, 6 ve 8) veya Phusion DNA polimeraz (Seritler 1, 3, 5 ve 7)
kullamlarak  gerceklestirilmistir. ~ Seritler 3-8, P35 adaptori ile
etiketlenmistir. Izotermal kiime amplifikasyonu, standart ve SYBR yesili
ile boyanan kiimeler olarak ger¢eklestirilmistir.

Sekiller 7A ve 7B, Sekil 6’va yonelik aciklandign lizere Seritler 1-8’in
dizilenmesinden hizalanan dizileme verilerinin kapsam planlarinin

grafiklerini gosterir.
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Sekil 8, DNA:RNA dubleks etiketlemeye yonelik burada saglanan ornek
niteligindeki bir yontemi gosteren bir semadir. Tek iplikli DNA (ssDNA)
parcalanir ve parcalar, terminal deoksiniikleotidil transferaz yoluyla
polintikleotitler ile etiketlenir. Pargalar akabinde, bir destege eklenir ve
kat1 destek lizerinde immobilize tamamlayicisi ile poliT kuyrugunun
melezlenmesi vasitasiyla yakalanir. Melezlenen ssDNA molekiilleri, bir
DNA polimerazi ile bir DNA:DNA dubleksine doniistiiriiliir. Bir P5-seq
dizisinin, bir transposaz ve bir adaptér dubleksini (diger bir deyisle
transpozon) igeren bir transpozom bilesigi veya bilesimi, dubleksi
etiketlemek tizere kullanilir. Bir iplik degistirme polimerazi ile uca DNA
ipliginin uzatilmasindan sonra molekiiller giiclendirilebilir (6rnegin kiime
amplifikasyonu) ve dizilenebilir.

Sekil 9, bir biitin mRNA transkript numunesi kullanilarak veriler
olusturmak {Uzere tasarlanan bir deneyden SYBR Yesili ile boyanan
kiimelerin resimlerini gdsterir. Serit 1, hi¢bir etiketlemenin olmadif: bir
PhiX standart kiitiiphanesidir.  Serit 2, higbir  kuyruklamamn
gergeklestirilmedigi bir negatif kontroldiir ve Serit 8, bir dsDNA negatif
kontroliidiir. Seritler 3 ve 4, primerlerin Serit 4’¢ yonelik seyreltilmesi
disinda aym deneydir, Seritler 5 ve 6, primerlerin Serit 6’¢ yonelik
seyreltilmesi disinda aynt deneydir. Serit 7, rastgele DNA heksamerlerin
yerine rastgele RNA heksamerlerini kullanir,

Sekil 10, Sekil 1’in yonteminden sonra GAPDH’ye yénelik hizalanan
dizileme okuma kapsaminmn bir resmini gdsterir. Ust 3’ yakalama, bir
kontrol poliA kuyruklu mRNA numunesinden yakalama, etiketleme, kiime
ve dizi hizalamasini gosterir. Taban biitiin transkripti, bir bilesik toplam
UHR RNA numunesinden gii¢lendirilen, enzimatik olarak parcalanan ve
mevcut tarifnamenin yontemleri kullanilarak biitiin mrNA transkript
kapsamim1 gdstermek Ulzere polidenilatlanan bir mRNA numunesinden

mRNA hizalamay1 gésterir.

DETAYLI ACIKLAMA
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RNA numunelerini dizilemeye yénelik mevcut protokollerin tiimii, dizilemeden
once numune i¢indeki RNA’y1 ¢ift iplikli bir cDNA formatina déniistiiren bir
numune hazirlamay1 kullanir. Burada, ¢ift iplikli ¢cDNA ara {iriiniiniin bir soliisyon
fazi hazirlanmasim 6nleyen RNA numunelerini dizilemeye yonelik yontemler
saglanir. Saglanan yontemler ayrica, dizileme sirasinda ipliklilik bilgilerinin
korunmasi ile sonuglanir. Ancak burada ag¢iklanan yontemler ayrica, DNA’yi

etiketlemeye ve dizilemeye yonelik olarak kullanilabilir.

Burada, DNA:RNA dublekslerini etiketlemenin bir yontemi saglanir. Yontem, bir
transposaz ve bir transpozon bilesiminin saglanmasi, bir destek Uzerinde
immobilize bir veya daha fazla DNA:RNA dubleksinin saglanmas1 ve kosullar
altinda bir veya daha fazla DNA:RNA dubleksi ile bir transposaz ve transpozon
bilesiminin temas ettirilmesi adimlanim igerir, burada bir veya daha fazla
DNA:RNA dubleksi ve transpozon bilesimi, bir veya daha fazla etiketli
DNA:RNA dubleksini iiretmek fizere bir transpozisyon reaksiyonu gegirir.
Transpozon bilesimi, aktarilmms bir ipligi ve aktarilmamas bir ipligi iceren cift
iplikli bir niikleik asit molekiiltinii igerir. Asagidaki omeklerin, DNA:RNA
dubleksleri kullamlarak &meklendirilebilmesine ragmen bunlar ayrica, uygun
oldugunda DNA:DNA dublekslering yonelik olarak uygun olabilir (bakimiz Sekil
8).

Istege bagh olarak bir veya daha fazla DNA:RNA dubleksi, RNA ipliginin 5' ucu
iizerinde etiketlenir. istege bagh olarak aktarilan iplik, iplik bilgilerini korumak
lizere bir etiketi igerir. Transpozisyon reaksiyonu, transpozon bilesiminin aktarilan
ipligini iceren bir 5 etiketli RNA ipligi ve DNA ipliginin 3’ ucu ile transpozon
bilesiminin aktarilmayan ipligi arasinda bir bosluk ile sonuclanir. istege bagh
olarak yontem ayrica, RNA ipliklerini 5° uglarina kopyalamak {izere DNA
ipliginin 3' ucunu uzatmak i¢in kosullar altinda bir niikleik asit modifiye edici
enzim ile bir veya daha fazla etiketli DNA:RNA dublekslerinin temas ettirilmesini
icerir. Nikleik asit modifiye edici enzim, transpozon bilesiminin aktarilmayan

ipliginin yerine gecebilir.
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Sekil 1, burada saglanan 6rnek niteligindeki bir yontemi gosteren semadir. Kisaca
poliA kuyruklu mRNA, bir deste§in yilizeyine baglanan bir poliT DNA yakalama
probuna (veya primer) melezleme vasitasiyla bir destek (Ornegin akis hiicresi)
lizerinde yakalanir. PoliT ipligi akabinde, bir DNA:RNA dubleksini igeren ¢ift
iplikli bir molekiilii yapmak iizere bir ters transkriptaz polimerazi ile uzatilir.
Akabinde bir transpozom bilesigi (6rnegin bir transpozon (6rnegin bir mozaik
uclu (ME)) dizi ve viizey amplifikasyon primerlerine tamamlayict diziler) ile
baglanan Tn5), RNA ipliginin 5' ucuna bir DNA adaptor oligosunun baglanmasi
yoluyla dubleksi 'etiketleyen” destege eklenir. Bir iplik degistirme polimeraz
(ornegin Bst polimerazi) akabinde, transpozomun ‘aktarilmanus ipliinin' yeri
degistirilerek ve 5" DNA kimerik ucuna RNA ipligi kopyalanarak DNA ipliginin
3' ucunu wuzatmak {iizere kullanilabilir. Cift iplikli molekiill akabinde
giiclendirilebilir (6rnegin kiimelenmistir) ve ME dizisini ve yukarim akim yonlii
adaptdr dizisini kismen igeren bir dizileme primeri ile dizilenebilir. Alternatif
olarak molekiiliin diger ucu (poliT ug), poliT dizisinin yukar: akimmi tavlayan bir
primer ile dizilenebilir ve SBS kimyasimin dongiileri baslatilmadan 6nce dogal

dATP niikleotitleri ile uzatilir. Eslenen ug dizileme aynica, bu yontem ile saglanir,

Dizilemeye yonelik ssDNA saglandiginda benzer bir yaklagim kullamlabilir.
Ornegin tek iplikli DNA poliniikleotitlerin 3’ ucu, termina deoksiniikleotidil
transferaz (TdT) ve dATP veya dTTP gibi herhangi bir dNTP kullanilarak
niikleotitler ile eklenebilir. Bir ssDNA molekiiliiniin ucuna niikleotitlerin bir
bagini eklemeye yonelik herhangi bir yontem kullanilabilir. Sekil 8, yakalama
problarini iceren poliA’nin destek yiizeyi iizerinde immobilize edildigi ve ssDNA-
poliT kuyruklu molekiillerin yakalandig bir 6rmektir. ssDNA ucunun dizisi dahil
olmak Uzere herhangi bir yakalama dizisi, tamamlayici diziler, melezlemeninn
meydana gelebilecegi sekilde destek lizerinde yakalama probu ve ssDNA {lizerinde
nikleotitler ile saglandigi strece kullanilabilir. Bir DNA:DNA dubleksini
olusturmak {izere bir DNA polimerazi ile dsDNA’y1 olusturmak iizere yakalama

probunun uzatilmasi, adaptér oligelarmin transpozisyonel ligasyonu ve dnceden
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aciklandigy lzere iplik degisim amplifikasyonu, kiime formasyonuna yonelik c¢ift
iplikli molekiiller saglamak i¢in gerceklestirilebilir. Cift iplikli molekiil akabinde

giiclendirilebilir (6rnegin kiime amplifikasyonu)} ve dizilenebilir.

Bir diger ornek (Sekil 2) yoluyla RNA (toplam veya poliA bakimindan
zenginlestirilmis) pargalanir, bir fosfat ile muamele edilir ve akabinde tek iplikli
bir adaptdr molekill, P7 yiizeye bagh primerin tamamlayicisini igeren her bir
par¢anin 3’ ucuna baglanir. Parcalar akabinde, bir destege (6rnegin akis hiicresi)
eklenir ve melezleme vasitasiyla yakalanir. Melezlenen RNA molekiilleri, bir ters
transkriptaz polimerazi ile bir DNA:RNA dubleksine doniistiiriiliir. PS5 primer
dizisi ile bir ME dizisinin bir transposazim ve bir adaptér dubleksini (6rnegin
transpozon) iceren bir transpozom bilesigi, dubleksi etiketlemek {izere
kullanilabilir. Bir iplik degistirme polimerazi ile uca DNA ipliginin

uzatilmasindan sonra molekiiller gli¢lendirilebilir ve dizilenebilir.

Bir diger 6rnek (Sekil 3) yoluyla iki yiizey asili primeri igeren bir destek (6rnegin
akis hiicresi) kullamlir: standart bir agilayici primer (6regin P5) ve agag akim
yonlii (3") tarafina hedefe spesifik bir yakalama probuna sahip modifiyveli bir
astlayict primer (Omegin P7). Bir hedefe spesifik probun bir 6megi, bir retroviral
ters transkriptaza (6rnegin HIV polimerazi) tamamlayict bir oligo dizisidir.
Saflastirilan viral RNA, bir destege eklenir, melezleme vasitasiyla yakalanir, ters
transkriptaz ile kopyalanir ve etiketlenir. Dizileme, etiketlenen adaptore tavlanan
bir primer ile ve yakalama probunun diger ucunda saglanabilir. Istege bagh olarak
ozel destek, bircok farkli RNA hedefinin es zamanli yakalanmasmna olanak

saglamak iizere bir¢ok farkli hedefe spesitik yakalama probunu igerir.

Etiketlenen DNA:DNA veya DNA:RNA dublekslerini olusturmak tlizere hedef
DNA:DNA veya DNA:RNA dublekslerini etiketlemek i¢in bir in vitro
transpozisyon reaksiyonunun kullanimi, bir transposaz, bir transpozon dizi

bilesimi ve uygun reaksivon kosullarini igerir.
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Bu boyunca kullamildig1 lizere transpozon terimi, bir in vifro transpozisyon
reaksiyonunda islevsel olan transposaz veya integraz enzimi 1ile bilesigi
olusturmak lizere gereken niikleotid dizilerini i¢eren cift iplikli bir DNA’ya refere
eder. Bir transpozon, bir bilesigi veya bir sinaptik bilesigi veya bir transpozom
bilesigi olusturur. Transpozon ayrica, transpozon dizisini taniyan ve buna
baglanan bir transposaz veya integraz ile bir transpozom bilesimi olusturabilir ve
burada bilesik, bunun ile bir in vitro transpozisyon reaksiyonunda inkiibe edildigi
hedef DNA ig¢ine transpozonu koyabilir veya transpoze edilebilir. Bir transpozon,
aktarilmis bir transpozon dizisinden veya aktarilmg iplikten ve aktarilmamis bar
transpozon dizisinden ve aktarilmamig iplikten olusan iki tamamlayict diziyi
sergiler. Ornegin, bir in vitro transpozisyon reaksiyonunda aktif olan bir hiperaktif
Tn5 transposazini (6rnegin EZ-Tn5™ Transposaz, EPICENTRE Biotechnologies,
Madison, WI, ABD) olusturan bir transpozon, aktarilmig bir 5’
AGATGTGTATAAGAGACAG 3' transpozon dizisini (SEQ ID NO: 1)
sergileyen aktarilmis bir ipligi ve aktarilmanmis bir 5!
CTGTCTCTTATACACATCT 3’ transpozon dizisini (SEQ ID NO: 2) sergileyen
aktarilmamis bir ipligi igerir. Aktarilmug bir ipligin 3’ wucu, bir in vitro
transpozisyon reaksiyonunda hedef niikleik aside birlestirilir veya aktarihir,
Aktarilmig transpozon ug dizisine tamamlayict olan bir transpozon ug dizisini
sergileyen aktarilmamis iplik, bir in vitro transpozisyon reaksiyonunda hedef
niikleik aside birlestirilmez veya aktarilmaz. Burada kullanildigi {izere bir
transpozon bilesimi, istege bagli olarak ilave diziler dahil olmak iizere bir
transpozonu (diger bir deyisle bir transpozisyon reaksiyon gecirmek tizere bir
transposaz ile hareket edebilen minimum ¢ift iplikli DNA segmenti) iceren bir
bilesime refere eder. Omegin transpozon bilesimi, kombinasyon halinde
transpozonun dizilerini sergileyen aktarilmis transpozon oligoniikleotidi veya
aktarilmis iplik ve aktarilmamus iplikli oligoniikleotit veya aktarilmus ipligi iceren
iki transpozon oligoniikleotidini igerir. Bir veya iki iplik, ilave diziyi i¢erebilir.
Transpozon dogal olarak meydana gelen ve/veya dogal olmayan vollardan

meydana gelen niikleotitleri veya dogal veya dogal olmayan temel baglantilar
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icerebilir. Istege bagl olarak transpozon ayrica, transpozonu olusturan bir veya
daha fazla niikleotide yapisik bir veya daha fazla kismi icerebilir. Ornegin
transpozonun bir veya iki ipligi biyotinilatlanabilir veya bir etiketi érnegin bir

floresan etiketini igerebilir.

Aktarilmis transpozon oligoniikleotit ve aktarilmis iplik terimleri, degistirilebilir
sekilde kullanilir ve transpozonlarin ve transpozon bilesimlerinin aktarilmig
kismina, diger bir deyisle transpozon ucunun, bir etikete veya diger diziye veya
kisma yapistk olup olmadigina bakilmaksizin refere eder. Benzer sekilde
aktarilmams transpozon oligoniikleotit ve akabinde iplik terimleri degistirilebilir
sekilde kullanilir ve transpozonlarin ve transpozon bilesimlerinin aktarilmamis

kismina refere eder.

Bazi diizenlemelerde transpozon bilesimi, transpozon dizilerine ek olarak bir veya
daha fazla diger niikleotid dizisi ile en az bir transpozonu igerir veya bundan
olugsur. Dolayisiyla bazi diizenlemelerde transpozon bilesimi, aktarilmis
transpozon dizisinin, 6megin bir etiket dizisi, bir veya daha fazla diger niikleotid
dizisi 57 ile aktarlmus bir ipligi igerir. Aktarnilmis transpozon dizisine ek olarak

ctiket, bir veya daha fazla diger etiket kismina veya etiket alanina sahip olabilir.

Burada kullanildig: tizere bir “etiket”, bunun katildig1 bir niikleik asit pargasinin
tanimlanmasi veya ele alinmasinin bir yolunu saglayan bir ntikleik asit bilesenine,
genel olarak DNA’ya refere eder. Ornegin bir etiket, etiketin yapistirildig
(6rnegin, bir DNA polimerazi ile uzatmaya yonelik bir primer gibi bsr
oligoniikleotidi tavlamaya yonelik bir yer saglanarak, yakalamaya yonelik veya
bir ligasyon reaksiyonuna yonelik bir oligoniikleotit saglanarak veya belirli bir
kaynaktan olustuu lizere niikleik asidin saptanmasi saglanarak) DNA’nin
saptamasina, tanimlanmasma ve/veva molekiiller veya  biyokimyasal
manipiilasyonuna olanak veren bir niikleotit dizisini igerir. Bir niikleik asit

molekiiliine etiketin birlestirilmesi prosesine bazen burada, “etiketleme™ olarak
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refere edilir ve etiketlemeye tabi tutulan veya bir etiketi iceren niikleik asitlere,

“etiketli” (6rnegin “etiket RNA”) olarak refere edilir.

Bu boyunca kullanildigi tizere ipliklilik veya iplige spesifik bilgiler terimleri,
orijinal tek iplikli molekiiliin y6nii kakinda bilginin korunmasina refere eder.
DNA ipliginin, DNA:RNA dublekslerinde RNA ipligine tamamlayici oldugunun
bilinmesi nedeniyle bu, saglanan yontemlerde korunur. Dolayisiyla DNA ipligi
dizilenirken dizi, iplie spesifik bilgileri koruyan ve RNA molekiiliinlin ve/veya
bunun ifade diizeyinin dogru saptanmasina olanak saglayan RNA ipliginin dizisi
olacaktir. Iplige spesifik bilgileri korumaya yénelik yéntemler ayrica, biitiiniiyle
burada referans yoluyla dahil edilen WO 2011/003630°da agiklanir. Ancak WO
2011/003630°da agiklanan yontem, burada aciklandigi {izere mevcut basvuruda
saglanan yontemler kadar verimli olmayan ¢ift iplikli cDNA molekiillerine RNA
molekiillerinin doniistiiriilmesini gerektirir. Ayrica WO
2011/003630°da aciklanan yontem, iplik bilgilerini korumak amaciyla bir etiketi
gerektirir. Burada saglanan yontemlerde bir etiket, iplige spesifik bilgileri veya
iplikliligi korumak tizere gerekmez. DNA:RNA dublekslerinin DNA ipliginin
(diger bir deyisle birinci DNA ipligi), birinci ve ikinci glglendirilmis DNA
ipliklerini Uretmek tzere giliclendirildigi diizenlemelerde ipliklilik, birinci DNA
ipliginin, orijinal RNA ipligine tamamlayict oldugu ve ikinci DNA ipliginin,
orijinal RNA ipligi ile aym dizi oldugu (Us yerine dizi i¢inde Ts hari¢ olmak
lizere) bilgisi ile muhafaza edilir. Dolayisiyla bir etiket (6rnegin bir etiket dizisi,
transpozonun aktarilmis iplige dahil edilebilir), iplikliligi korumak iizere

kullanilabildiginde buna gerek duyulmaz.

Burada kullamldig1 {izere bir etiket kismi veya bir etiket alam, istenen
hedeflenmis bir amaca veya uygulamaya yonelik bir diziyi sergileyen bir etiketin
bir kism1 veya alami anlamina gelir. Bir etiket kismi veya etiket alani, etiket
kisminin veva etiket alaninin, aktarilmis transpozon dizisini sergiledigi transpozon
alanidir. Aktarilmis ipligin ayrica bir veya daha fazla diger niikleotid dizilerini

sergiledigi bazi dizenlemelerde etiket ayrica, bir veya daha fazla diger etiket
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alanina sahiptir, etiket alanlarinin her biri, istenen herhangi bir amaca yonelik
olarak saglanir. Ornegin bir transpozon bilesimi, bir sinirlama yer etiket alani, bir
yakalama etiket alani, bir dizileme etiket alani, bir amplifikasyon etiket alani, bir
saptama etiket alani, bir adres etiket alam ve bir transkripsiyon promotér alandan
biri veya daha fazlasi arasindan secilen bir etiket alanini icerebilen (1) bir veya
daha fazla ilave diziyi (transpozon dizisine ek olarak)} sergileyen aktarilmis bir

ipligi; ve (i1} aktarilmig transpozon diziyi sergileyen aktarilmis bir ipligi igerebilir.

Bir agiklamanin, bir etiket alanma yonelik kullamilmasi halinde farkli etiket
alanlarmm isimleri ve aciklamalari, farklh dizenlemelerde -etiketin farkh
kisimlarinin veya alanlarinin hedeflenen amaglarim1 ve uygulamalarinmi anlamayi
ve tartigmay1 daha kolay hale getirmek gibi kolaylik i¢indir. Ancak bu 1simlerin
ve agiklamalarin, herhangi bir sekilde etiketin veya etiket alanlarindan herhangi
birinin kullanimini veya uygulamalarini kisitlamasi hedeflenmez. Dolayisiyla
herhangi bir etiket veya etiket alani, hedeflenen veya primer amaca veya
uygulamaya ek olarak veya bunlarm yerine herhangi bir amaca yonelik olarak
kullanilabilir. Ayrica bir etiket alani, iki veya daha fazla diger etiket alanlarim
icerebilir (6rnegin bir dizileme etiket alam, bir yakalama etiket alammi ve bir
amplifikasyon ctiket alamm igerebilir) veya bir etiket alani, iki veya daha fazla
farkh etiket alaninin islevlerini veya amaglanmi veya uygulamalarin saglayabilir
(6rnegin bir yakalama etiket alam aynca, belirli bir bagvuruya yonelik bir
dizileme etiket alaninin ve/veya bir amplifikasyon etiket alaninin islevini veva
amacin saglayabilir). Ayrica etiketin, belirli herhangi bir ama¢ veya uygulama
veya isleve yonelik kullanmak amaciyla bir veya daha fazla farkli alan

bakimindan a¢iklanmasi gerekmez.

Bu boyunca kullanildigr lizere transposaz terimi, bir transpozonu i¢eren bilesim
(6megin transpozonlar, transpozon bilesimleri) ile islevsel bir bilesigi
olusturabilen ve bunun ile bir in vitro transpozisyon reaksivonunda inkiibe
edildigi ¢ift iplikli hedef niikleik aside transpozon igeren bilesimin insersiyonunu

veya transpozisyonunu katalize edebilen bir enzime refere eder. Saglanan
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yontemlerin bir transposazi ayrica, retrotranpozonlar ve retroviriislerden
integrazlar1 icerir. Saglanan yontemlerde kullamlabilen 6rnek niteligindeki
transposazlar, TnS transposazi ve MuA transposazin dogal sus veya mutant

formlarini igerir.

Bir “transpozisyon reaksiyonu”, bir veya daha fazla transpozonun, rastgele
yerlerde veya neredeyse rastgele yerlerde hedef niikleik asitler i¢cine konuldugu bir
reaksiyondur. Bir transpozisyon reaksiyonundaki temel bilesenler, bir transposaz
ve aktarilmis transpozon dizisi ve bunun tamamlayicisinin (diger bir deyisle
aktarilmamis transpozon ug dizisi) yam sira bir islevsel transpozisyon veya
transpozom bilesigini olusturmak iizere gereken diger bilesenler dahil olmak
lizere bir transpozonun niikleotid dizilerini sergileyen DNA oligonikleotitleridir.
Bu bulusun yontemi, bir hiperaktif Tn5 transposazi ve bir Tn5-tipi transpozon ucu
ile veya bir MuA veya HYPERMu transposazt ve R1 ve R2 ug dizilerini igeren bir
Mu transpozon ucu ile olusturulan bir transpozisyon bilesigi kullanilarak
orneklendirilir (Bakimz 6rnegin, Goryshin, I. and Reznikoff, W. S., J. Biol.
Chem., 273: 7367, 1998; and Mizuuchi, K., Cell, 35: 785, 1983; Savilahti, H, et
al., EMBO J., 14: 4893, 1995; bunlar biitiniiyle burada referans yoluyla dahili
edilir). Ancak, hedeflenen amacma yonelik hedef niikleik asitleri etiketlemek
izere yeterli verim ile rastgele veya neredeyse tamamen rastgele bir sekilde bir
transpozon ucunu yerlestirebilen herhangi bir transpozisyon sistemi, saglanan
yontemlerde kullanilabilir. Saglanan yontemlerde kullanilabilen bilindik
transpozisyon sistemlerin diger o&zellikleri, bunlar ile smirli  olmaksizin,
Staphvlococcus aureus Tn552, Tyl, Transpozon Tn7, Tn/O ve IS10, Mariner
transposaz, Tcl, P Elemani, Tn3, bakteriyel insersiyon dizileri, retroviriisler ve
mayanin retrotranspozonunu igerir (Bakimz &megin, Colegio O R et al., J.
Bacteriol., 183: 2384-8, 2001; Kirby C et al., Mol. Microbiol., 43: 173-86,
2002; Devine S E, and Boeke J D., Nucleic Acids Res., 22: 3765-72, 1994;
International Patent Application No. WO 95/23875; Craig, N L, Science. 271:
1512, 1996; Craig, N L, Review in: Curr Top Microbiol Immunol., 204: 27-48,
1996; Kleckner N, et al., Curr Top Microbiol Immunol., 204: 49-82, 1996, Lampe
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D I, et al., EMBO 1., 15: 5470-9, 1996; Plasterk R H, Curr Top Microbiol
Immunol, 204: 125-43, 1996; Gloor, G B, Methods Mol. Biol., 260: 97-114,
2004; Ichikawa H, and Ohtsubo E., J Biol. Chem. 265: 18829-32, 1990; Ohtsubo,
F and Sekine, Y, Curr. Top. Microbiol. Immunol. 204: 1-26, 1996; Brown P O, et
al., Proc Natl Acad Sci USA, 86: 2525-9, 1989; Boeke J D and Corces V G, Annu
Rev Microbiol. 43: 403-34, 1989; bunlar biitiintiyle referans yoluyla burada dahili
edilir).

Bir hedef dizi icine bir transpozonu yerlestirmeye yonelik yontem, uygun
herhangi bir transpozon sistemi kullanilarak in vitro gerceklestirilebilir, buna
yonelik uygun bir in vitro transpozon sistemi mevcuttur veya teknikteki bilgiye
bagli olarak gelistirilebilir. Genel olarak mevcut bulusun yontemlerinde kullanima
yonelik uygun bir in vitro transpozisyon sistemi, yeterli saflifa, veterli
konsantrasyona ve yeterli in vitro transpozisyon aktivitesine sahip bir transposaz
enzimini ve bunun ile transposazin, transpozisyon reaksiyonunu katalize edebilen
ilgili transposaz ile bir iglevsel bilesigi olusturdugu bir transpozonu gerektirir.
Bulusta kullamilabilen uygun transposaz transpozon dizileri, bunlar ile sirh
olmaksizin, transposazin bir dogal sus, tiirev veya mutant formu arasindan segilen
bir transposaz ile bir bilesigi olusturan dogal sus, tiirev veya mutan transpozon

dizilerini igerir,

Saglanan yontemlerde DNA:RNA dubleksleri, cesitli yollarda saglanabilir. Ornek
yoluyla destek, bir¢cok primeri igerebilir ve DNA:RNA dubleksleri, destek
tizerinde immobilize primerlere bir veya daha fazla RNA molekiilii melezlenerek
ve bir veya daha fazla DNA:RNA dubleksi tiretmek iizere sablon olarak RNA
molekiillerinin kullanilmas1 yoluyla RNA molekiillerine melezlenen primerler
vzatillarak saglanir. Iste§e bagli olarak bircok DNA:RNA dubleksi, destek
lizerinde immobilize primerlere bir¢ok RNA molekiilli melezlenerek ve birgok
DNA:RNA dubleksi iretmek (zere sablon olarak RNA meolekiillerinin

kullanilmas1 yoluyla RNA molekiillerine melezlenen primerler uzatilarak saglanir.
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Yukarida belirtildigi tizere yontemler, bircok primer ile bir destegin saglanmasini
icerebilir; primerler veya bunlarin bir alt kiimesi, bir veya daha fazla RNA
molekiiliine baglanabilen bir diziyi icerir. Oregin immobilize primerler, bir poliT
dizisini icerebilir ve RNA, poliT dizisine melezlenebilen bir poliA dizisini
icerebilir. Alternatif olarak veya ek olarak bir¢ok immobilize primer, birgok RNA
molekiilii iginde RNA molekiillerinden birine veya daha fazlasina melezlenebilen
hedefe spesifik primerleri icerebilir. Dolayisiyla bir veya daha fazla DNA:RNA
dubleksinin RNA ipligi, immobilize primerlerden birinin veya daha fazlasinin en
az bir kismina tamamlayici bir diziyi igerir. Istefge bagl olarak bircok immobilize
primer, bir birinci dizinin primerlerinin bir birinci alt kiimesini ve bir ikinci
dizinin primerlerinin bir ikinci alt klimesini igerir. Primerlerin birinci veya ikinci

alt kiimesi, bir poliT dizisini igerebilir.

Istege bagh olarak bir 3' adaptérii, birgok RNA molekiilime eklenebilir, 3’
adaptorii, bircok immobilize primere veya bunlarin bir alt kiimesine tamamlayici
bir diziyi igerir. Bu tiir 3° adaptdre baglanan RNA molekiilleri akabinde,

immobilize primerlere melezlenebilir.

Dolayisiyla immobilize primerler veya bunlarin bir alt kiimesi, bir poliT dizisini,
bir RNA hedefe spesifik diziyi veya RNA molekiiliine baglanan bir adaptére
tamamlayic1 bir diziyi icerebilir. Istege bagli olarak birgok primer, primerlerin en
az iki alt kiimesini igerir, birinci alt kiime, bir poliT dizisi, bir RNA hedefe
spesifik dizi veya RNA molekiililne baglanan bir adaptore tamamlayicr bir diziyi
icerir ve primerlerin ikinci alt kiimesi, DNA:RNA dublekslerinin DNA ipligi
lizerinde bir diziye baglanabilen bir diziyi igerir. Bu tiir bir dizi Omegin,
transpozonun aktarilmis ipliginin bir dizisi ile aym dizi olabilir. Bu boyunca
aciklandig iizere transpozisyondan sonra DNA ipliginin ucu ile transpozonun
aktarilmarms ipligi arasinda bir bosluk olacaktir. DNA ipligi akabinde, RNA
ipligini kopyalamak {izere uzatilabilir. Kopyalama, transpozonun aktarilmig

ipliginin  dizilerinin  kopyalanmasin1  igerecektir. DNA  ipligi  akabinde,

16



01370-P-0004

transpozonun aktarilmis ipliginin dizilerine tamamlayict dizileri ve dolayisiyla
destegin yiizeyi lizerinde primerleri veya bunlarin alt kiimesini igerecektir. Diger
bir deyisle primerlerden birinin veya daha fazlasinin, transpozonun aktarilmig
ipligi ile aymt veya buna benzer bir dizisini icermesi halinde DNA:RNA
dublekslerindeki DNA ipligi akabinde, DNA ipliginin primere tamamlayict bir

diziyi igermesi nedeniyle primerlere melezlenebilecektir.

5" uglarmma RNA ipliklerini kopyalamak tizere DNA ipliklerinin 3’ ucunu
uzatabilen ve transpozonun aktarilmamis ipligini degistirebilen uygun niikleik asit
modifiye edici enzimler bilinir. Kisaca bazi DNA polimerazlari, yeni bir DNA
ipligi, polimeraz tarafindan sentezlendikg¢e sablon iplige tamamlayict ipligin
yerine gegebilir. Bu proses iplik yerdegisimi olarak adlandirilir ve bu aktiviteye
sahip DNA polimerazlarina burada, iplik degistirici DNA polimerazlar olarak
refere edilir. Genel olarak saglanan yontemlere yonelik olarak kullanilan bir DNA
sablonuna spesifik DNA polimerazi, enzimin iglenebilirligi olarak refere edilen
sablondan baglantis1 kesilmeksizin (veya DNA sentezinin sonlandirilmasi)
hedeflenen amaca yonelik uygun bir uzunluga sahip DNA’y1 verimli sekilde
sentezler, Iplik yer degisimi icin bir DNA polimerazimin kabiliyeti, biitiiniiyle
burada referans yoluyla dahil edilen Fire ve Xu (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92;
4641-4645, 1995) tarafindan agiklandifi {izere bir donen daire replikasyon
analizinde polimeraz kullamlarak kolay bir sekilde belirlenebilir, Iplik
yerdegisimi ve DNA polimeraz islenebilirligi ayrica, biitliiniiyle burada referans
yoluyla dahil edilen Kong vd. (J. Biol. Chem. 268: 1965-1975, 1993) i¢inde
aciklanan yontemler kullanilarak analiz edilebilir. Terminal transferaz ayrica,
burada bir DNA polimerazi olarak ifade edilir, burada DNa polimerazi, saglanan
yontemlerin baz1 diizenlemelerinde bir bilesim olarak kullanilir. Terminal
transferaz, DNA’nin 3'-hidroksil terminallerine dNTP’lerin sablondan bagimsiz

eklenmesini katalize etmezi nedeniyle kullanilabilir.

Burada saglanan yontemlerde ydntem, DNA iplilerinin en az bir kisminin

dizilenmesini ve/veya DNA ipliklerinin en az bir kismmin gii¢clendirilmesini
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ayrica icerebilir. Istege bagli olarak DNA:RNA dublekslerinden RNA iplikleri,
dizileme ve/veya amplifikasyondan 6nce cikarilabilir. Ornek yoluyla yéntem
ayrica, DNA:RNA dublekslerinden RNA ipliklerinin ¢ikarilmasint ve DNA
ipliklerinin (diger bir deyisle birinci DNA iplikleri) en az bir kisminn
dizilenmesini igerir. Yontem ayrica, DNA:RNA dublekslerinin DNA ipligine
(diger bir deyisle birinci DNA ipligi) tamamlayici bir ikinci DNA ipligini iiretmek
iizere DNA ipliklerinin en az bir kisminmn kopyalanmasini igerebilir. Ikinei
tamamlayict DNA ipligi akabinde istenmesi halinde dizilenebilir. Istege bagl
olarak DNA:RNA dublekslerinin birinci DNA ipligi, ikinci tamamlayict DNA

ipliginin dizilenmesinden once c¢ikarilabilir.

Saglanan yontemlerde istege bagli olarak DNA:RNA dublekslerinden RNA
ipliginin ¢ikarilmasindan sonra DNA iplikleri, birinci ve ikinci giiglendirilmig
iplikleri igeren birgok c¢ift iplikli DNA molekiilini {iretmek iizere
gii¢lendirilebilir. Iste§e bagh olarak amplifikasyon, asagida daha detayl sekilde

aciklanan bir kiimeyi liretir.

Bazi diizenlemelerde DNA iplikleri, birgok ¢ift iplikli DNA molekiiliinii iiretmek
iizere gliclendirilitken ipliklerden biri veya ikisi dizilenebilir. Omek yoluyla
yontemler, ikinci giiglendirilen ipliklerin en az bir kisminuin dizilenmesinden sonra
birinci giiglendirilen ipliklerin gikarilmasini igerebilir. Tstege bagl olarak birinci
gii¢lendirilen iplikler, ikinci gliglendirilen ipliklerin en az bir kismi kopyalanarak
yeniden olusturulabilir. ikinci gii¢lendirilen iplikler akabinde, birinci
gii¢lendirilen ipliklerin en az bir kismm dizilemek amaciyla gikanlabilir. Istege
bagli olarak birinci ve ikinci gliglendirilen ipliklerden birini veya ikisinin bir
kismimin veya tamaminin dizi okumasi, herhangi bir ipligin tamamim veya bir

kismini ¢ikartmaksizin gerceklestirilebilir.
Cesitli protokoller, giliclendirilen niikleik asitleri 6rnegin bir destek ilizerinde

giiclendirilen niikleik asitleri olusturmak {izere kullanilabilir. Ornegin niikleik

asitler, emiilsiyon PCR veya képrii PCR ile giiclendirilebilir (Mitra & Church
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Nucleic Acids Res. 27, e34 (1999); Dressman et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
100, 8817-8822 (2003); Adessi, C. et al. Nucleic Acids Res. 28, e87
(2000); Fedurco et al. Nucleic Acids Res. 34, €22 (2006), bunlarin her biri,

referans yoluyla burada dahil edilir).

Emiilsiyon PCR’y1 kullanan diizenlemelerde nikleik asitler, bir yag i¢inde su
emiilsiyonunda giiclendirilen PCR olabilir. Bir diizenlemede tek bir primer cifti
kullanilir. PCR primerlerinin biri, bir destegin (érnegin mikron 6l¢ekli boncuklar)
yiizeyine (5 yapisik) baglanir ve diger primer, soliisyon igindedir. Istege bagh
olarak destek, bir veya daha fazla dizinin primerlerini icerir, primerler, bir veya
daha fazla hedef RNA molekiillerini melezleyebilen hedefe spesifik primerlerdir
ve soliisyon igindeki primer, ayni dizidendir (6rnegin 5' ucuna etiketlenen RNA
ipliginin kopyalanmas: yoluyla DNA ipligine eklenen diziye tamamlayici bir
dizi). Genel olarak diisiik bir sablon konsantrasyonu, mevcut sifir veya bir sablon
molekiiliine sahip ¢ogu boncuk igeren bdlmeler ile sonuclanir. Koruyucu
emiilsiyon bolmelerinde (burada bir boncuk ve sablon molekil meveuttur) RNA
molekiilleri yakalanabilir ve/veya boncugun yiizeyinde giiglendirilen RNA
molekiiliiniin karsilik gelen DNA tamamlayicis1 olabilir, Emilsiyon kirildiktan
sonra  amplifikasyon  fiirlinlerini  tastyan  boncuklar  selektif  olarak
zenginlestirilebilir.,  Her bir klonal olarak gii¢lendirilen boncuk, sablon
kiitiphanesinden tek bir molekiiliin amplifikasyonuna karsilik gelen yiizey PCR
tirlinleri lizerinde tasiyacaktir. Kullanigh olan emiilsiyon PCR yéntemlerinin
¢esitli diizenlemeleri, her birinin referans yoluyla burada dahil edildigi U.S. Pat.
App. Publ. Nos. 2005/0042648 Al; 2005/0079510 Al and 2005/0130173 Al
ve WO 05/010145te belirtilir.

Ayrica kiime formasyonu olarak bilinen képriit PCR’yi kullanan diizenlemelerde
bir sablon kiitiiphanesinden niikleik asitler, bir destegin ylizeyi lizerinde kaplanan
primerler kullanilarak giiclendirilebilir. Primerler, esnek bir baglayici ile 5’
uglarinda yapistirdlabilir. Sablon kiitliphanesinin belirtilen herhangi bir {iyesi

kaynakli amplifikasyon iriinleri, kdken noktasina yakin lokal olarak bagli kalir.

19



01370-P-0004

PCR’nin sonucunda her bir klonal kiime, sablon kiitiiphanesinin tek bir liyesinin
bir¢ok kopyasini igerir. Saglanan yontemlerde her bir DNA:RNA dubleksi, bir
klonal kiimenin kékenini olusturur. RNA ipliginin ¢ikarilmas iizerine DNA iplidi,
DNA ipliginin giiglendirilmis kopyalarini olusturmak tlizere ve klonal kiimeyi
tiretmek lizere desteg§e yapistirilan primerler kullanilarak kopyalanabilir.
Kullanisli olan emtlsiyon PCR yodntemlerinin ¢esitli diizenlemeleri, her birinin
referans yoluyla burada dahil edildigi U.S. Pat. App. Publ. No. 2007/0128624
Al, WO 07/010251, U.S. Pat. No. 6,090,592 ve U.S. Pat. No. 5,641,658°de
belirtilir. Amplifikasyonu gerceklestirmeye yonelik yontemler aynca, U.S.
Publication  No. 2009/0226975; WO 98/44151; WO 00/18957; WO
02/46456; WO 06/064199; ve WO 07/010251°de agiklanir; bunlar biitiiniiyle

burada referans yoluyla dahil edilir.

Burada belirtilen yéntemler, dmedin en az yontem 10 &zellik/em”, 100
zellik/em?®, 500 ozellik/em®, 1,000 6zellik/em?, 5,000 6zellik/em?®, 10,000
pzellik/em®, 50,000 dzellik/cm?®, 100,000 dzellik/em?®, 1,000,000 dzellikiem?,
5,000,000 dzellik/cm?® veya daha yiiksek dahil olmak tizere gesitli yogunluklardan

herhangi birinde 6zelliklere sahip dizilimleri yapabilir veya kullanabilir,

Burada kullamildigt iizere “niikleik asit” terimi, birbirine baglanan en az iki
niikleotit analog monomere refere etmek lizere kullanilabilir. Bir niikleik asit,
fosfodiester baglarimi icerebilir ancak bazi diizenlemelerde bir niikleik asit,
ornegin fosforamid, fosforotioat, fosforoditioat, peptit niikleik asit temelleri ve
baglantilar, pozitif temeller veya iyonik olmayan temelleri iceren diger tiirden

temellere sahip bir analog olabilir.

Bir niikleik asit, riboz (dogal olarak meydana gelen RNA i¢inde mevcuttur),
deoksi-riboz (dogal olarak meydana gelen DNA i¢inde mevcuttur) veya dideoksi
riboz gibi bir pentoz kismu i¢erebilir. Bazi diizenlemelerde bir niikleik asit, pentoz
olmayan bir kisima veya bir riboz yerine karboksilik sekere veya deoksiriboz

kismina sahip olabilir. Bir niikleik asit, bunlar ile sinirli olmaksizin adenin (A},
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guanin (G), timin (T), urasil (U), sitozin (C), inosin, ksantanin, hipoksantanin,
izositosin, izoguanin, nitropirrol (3-nitropirrol dahil) ve/veya nitroindol (5-
nitroindol dahil) dahil olmak iizere bir veya daha fazla farkl baz kisimlarina sahip
olabilir. Burada kullanilan bir niikleik asit, natif veya natif olmayan bazlan
igerebilir. Dolayisiyla bir niikleik asit, dogal olarak meydana gelen ve/veya dogal
olmayan yollardan meydana gelen niikleotitleri veva dogal veya dogal olmayan
temel baglantilari icerebilir. Nukleik asitler, belirtildigi iizere tek iplikli veya ¢ift
iplikli olabilir veya ¢ift iplikli ve tek iplikli dizil kisimlarim igerebilir. Niikleik
asit, DNA (6megin genomik DNa veya cDNA), RNA veya bir hibrit olabilir.

Burada kullanildig: tizere “dizilim” terimi, farkh molekiillerin, nispi konumlarina
gore birbirinden ayirt edilebilecegi sekilde bir veya daha fazla destege yapistirilan
farkli molekiillerin bir poptilasyonu anlamina gelir. Bir dizilim, her birinin bir
destek 1iizerinde farkli adreslenebilir bir konumda (6rnegin bir Ozellik)
konumlandinldigy farkli molekiilleri igerebilir. Alternatit olarak bir dizilim, her
birinin farkli bir molekiilii tasidig1 ayri destekleri igerebilir, burada tarkli prob
molekiilleri, destegin yapistinildig bir yiizey tlizerindeki desteklerin konumlarina
gire veya bir sivi akim gibi bir likit i¢inde desteklerin konumlarina gore
tanimlanabilir. Dizilimin molekiilleri &rnegin, niikleik asit primerleri, niikleik asit
problari, niikleik asit sablonlar1 veya polimerazlar gibi niikleik asit enzimleri
olabilir, Ornegin belirli diizenlemelerde hedef niikleik asitler, bir detektériin bir
ylzeyine veya destegin yiizeyinde mevcut olan bir katmana (6rnegin bir akrilamid
katman) yapistirilabilir. Hidrojeller 6zellikle, referans burada dahil edilen US Pat.
Pub. No. 2011/0059865 A1’da belirtilenler gibi kullanighdir.

Burada kullanmldig fizere “niikleik asitlerin dizilimi” terimi, bunun iizerinde veya
bunun i¢inde yerlestirilen mekansal olarak ayut edilebilir birgok niikleik aside
sahip kat1 bir kat1 anlamina gelir. Niikleik asitler, 6zelliklerin sirali veya rastgele
bir modeli halinde yerlestirilebilir. Bir ayr1 6zellik 6rnegin, mekansal olarak izole
bir niikleik asit molekiilii veya bir kiime gibi niikleik asit molekiillerinin bir takimi

olabilir. Bir dizilim, bir¢ok numunenin i1slenmesine olanak saglamak iizere
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konfigiire edilen bir¢ok ayr1 dizilimi iceren bir kompozit dizilim olabilir. Burada
“alt dizilimler” olarak refere edilen ayn dizilim, niikleik asit ozelliklerinin
gruplarini igerir. Alt dizilimler, biiyiik bir dizilim ile ayr1 bolgelerde gortliir. Alt
dizilimlerin kendileri, sirali veya sirasiz olabilir. Bu tir alt dizilimler istege bagh
olarak mekansal olarak adreslenebilir olabilir. Alt dizilimler, 6zdes niikleik
asitlerin kiimelerini igerebilir. Ayri alt dizilimlerden olusan bir kompozit dizilimin
bir 6rmegi, gozlere sahip bir mikrotitre plakasidir, burada bir biitiin olarak plaka,
her bir ayri goz, daha biiyiik kompozit dizilim i¢inde bir alt dizilimi temsil

ederken niikleik asitlerin bir dizilimidir (veya kompozit dilizim).

Burada kullanildigr {izere “‘destek™ terimi, niikleik asitlerin bir dizilimini
immobilize etmeye yonelik bir alt tabakaya refere eder. Bir “destek™, bir niikleik
asit diziliminin yapistirildifi veya tizerine niikleik asitlerin sentezlendigi ve/veya
modifiye edildigi sert veya yari sert bir yiizeye sahip bir materyaldir. Destekler,
herhangi bir regine, mikroboncuk, cam, kontrollii gozenekli cam {CPG), polimer
destek, membran kagit, plastik, plastik tiip veya tablet, plastik boncuk, cam
boncuk, stirgii, seramik, silikon ¢ip, ¢ok gozli plaka, naylon membran, fiber optik

ve PYDF membranim igerebilir,

Bir destek, herhangi bir diiz yonga benzeri alt tabakalar ve 96 gozIii plakalar dahil
olmak iizere bir mikrotitre plaka gibi gozlere sahip diiz alt tabakalan igerebilir.
Ornek niteliindeki diiz alt tabakalar, ¢ipler, siirgiiler, dalgalanmis alt tabakalar,
mikrotitre plakalar ve cBot dizileme atélyesinde (Illumina, Inc., San Diego, CA)
kullanilan sekiz kanal akis hiicresi gibi bir¢ok mikroakigkan kanallara sahip ¢ok
seritli akis hiicre reaktorleri dahil olmak iizere akis hiicre reaktorlerini icerir.
Kullanilabilen émek niteligindeki akig hiicreleri ayrica, biitiiniiyle referans burada

yoluyla dahil edilen WO 2007/123744 te aciklanir.
Bir destek ayrica, manyetik boncuklar, i¢i bos boncuklar ve kati1 boncuklar dahil

olmak iizere boncuklar: igerebilir. Boncuklar, istege bagl olarak ayrica gdzleri

iceren diiz destekler gibi diiz destekler ile baglantili olarak kullanlabilir.
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Boncuklar veya alternatif olarak mikrokiireler genel olarak, sert veya yan sert bir
materyalden yapilan kii¢iik bir gévdeye refere eder. Gévde, 6rnegin bir kiire, oval,
mikrokiire veya diizenli veya dilizensiz boyutlara sahip diger tammlanmis partikiil
boyutu gibi karakterize edilen bir sekle sahip olabilir. Boncuklarin boyutlar
ayrica sinirlama olmaksizin c¢ap bakimindan vaklasitk 1 pm, yaklasik 2 pm,
yaklasik 3 um, yaklasik 5 um, vaklasik 10 pm, yaklasik 20 pm, yaklasik 30 pm,
yaklasik 40 pm, vaklasik 60 pm, yaklasik 100 pm, yaklasik 150 pm veya yaklasik
200 um’yi igerebilir. Diger partikiiller, boncuklara ve mikrokiirelere yonelik

burada ag¢iklananlara benzer gekillerde kullanilabilir.

Bir destegin bilesimi, 6rnegin format, kimya ve/veya yapisma ydntemi ve/veya
niikleik asit sentezinin yontemine bagli olarak degisebilir. Mevcut tarifname ile
uygun olarak kullanilabilen destek materyalleri, bunlar ile smirh olmaksizin
polipropilen, polietilen, polibiitilen, poliiiretanlar, naylon, metaller ve diger uygun
materyalleri igerir. Ornek niteligindeki bilesimler, polipeptit, poliniikleotit ve/veya
organik kisim sentezinde kullanilan destekleri ve bunlara verilen kimyasal
iglevleri igerir. Bu tiir bilesimler érnegin, plastik, seramikler, cam, polistiren,
melamin, metilstiren, akrilik polimerler, paramanyetik malzemeler, toria sol,
karbon grafit, titanyum dioksit, lateks veya Sepharose™, seliiloz, naylon, capraz
baghh miseller ve Teflon™ gibi capraz bagh dekstranlarin yani sira drnegin
referans voluyla burada dahil edilen Bangs Laboratories, Fishers IN’den
Microsphere Detection Guide” iginde bulunabilen diger herhangi bir materyali
icerir. Bir destek partikiilii, capraz bagli nisasta, dekstranlar, seliiloz, proteinler,
polistireni ve metilstirenin yan1 sira diger stiren ko-polimerler dahil olmak tizere
stiren polimerleri iceren organik polimerler, plastikler, cam, seramikler, akrilik
polimerler, manyetik olarak yamt veren materyaller, kolloidler, toriazol, karbon
grafit, titanyum dioksit, naylon, lateks veya TEFLON®’dan vapilabilir. Bltlinliyle
referans yoluyla burada dahil edilen Bangs Laboratories, Fishers, Inc. tarafindan
"Microsphere Detection Guide" faydalh bir kilavuzdur. Ayrica mevcut

tarifnamenin kapsamu dahilinde 6rnek niteligindeki destekler 6rnegin, ikisinin

23



01370-P-0004

biitlintiyle referans yoluyla burada dahil edildigi US Application Publication No.
2002/0102578 ve U.S. Pat. No. 6,429,027’ De agiklananlan i¢erir.

Sert veyva yar sert bir destege bir niikleik asidin yapistirilmasi, esdegerli veya
esdegerli olmayan baglanti(lar) vasitasiyla meydana gelebilir. Ornek niteligindeki
baglantilar, her birinin referans voluyla burada dahil edildigi US Pat. Nos.
6,737,236; 7,259,258, 7,375,234and 7,427,678; veUS  Pat. Pub. No.
2011/0059865 Al’de belirtilir. Bazi diizenlemelerde bir niikleik asit veya diger
reaksiyon bileseni, bu sekilde bir kati1 faz destegine yapistinlan veya baglanan bir
jel veya diger yar1 kati destege yapistirilabilir. Bu tir diizenlemelerde niikleik asit

veya diger reaksiyon bileseninin kati faz olacagi anlasilacaktir,

Istege bagl olarak destek, bir boncuk veya birgok boncuktur. Istege bagh olarak
destek diizlemsel bir destektir. Istege bagli olarak bircok boncuk saglanir, her bir
boncuk, bir veya daha fazla DNA:RNA dubleksini igerir. Bir boncugun, birden
fazla DNA:RNA dubleksini igermesi halinde dubleksler, ayni diziden veya farkh
diziden olabilir. Istege bagl olarak bircok boncuk saglamir, her bir boncuk, bir
DNA:RNA dubleksini igerir. Birgok boncuk igindeki boncuklar, aym veya farkh
bir DNA:RNA dubleksini igerebilir, Omegin birgok boncuk igindeki boncuklarn
bir bhiringi alt kiimesi, bir birinci dizinin bir DNA:RNA dubleksini igerebilirken
bir¢ok boncuk ig¢indeki boncuklarin bir ikinci alt kiimesi, bir ikinci dizinin bir

DNA:RNA dubleksini i¢erebilir.

Cesitli dizileme protokollerinden ve ilgili reaktiflerden herhangi biri, burada
belirtilen herhangi bir yontemde veya cihazda kullanilabilir. Sentez ile dizileme
(SBS) teknikleri genel olarak, bir sablon ipligine karsi niikleotitlerin yinelemeli
eklenmesi araciligiyla yeni dogan bir nlkleik asit ipligin enzimatik uzatilmasini
icerir. SBS, sonlandiric1 bir kisma sahip ntikleotit monomerlerini veya herhangi
bir sonlandirict  kismi  eksik  olanlart  kullanabilir.  Sonlandiricilara  sahip
monomerleri kullanan yontemler ornegin, agiklamalarinin bitiiniiyle referans

yoluyla burada dahil edildigi WO 04/018497, US 7,057,026, WO 91/106678, WO
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07/123744,U.5. US  2007/0166705, US 2006/0188901, US 2006/0240439, US
2006/0281109, WO  05/065814, US  2005/0100900, WO  06/064199 veya WO
07010251°de agiklananlan igerir. Ayrica [llumina, Inc., San Diego CA tarafindan

ticari olarak mevcut olan SBS yéntemleri kullanighdir.

SBS teknikleri, bir etiket kismuina sahip nilikleotit monomerlerini veya bir etiket
kismi eksik olanlari kullanabilir. Buna uygun olarak birlestirme olaylari, etiketin
floresani gibi etiketin bir ozellifi; molekiiler agirlik veya yiik gibi niikleotit
monomerin bir 6zelligi; pirofosfatin veya protonlarin serbest birakilmasi gibi
niikleotidin  birlestirilmesinin bir yan Uriinii; veya benzerine bagh olarak
saptanabilir, Farkh niikleotitler, birbirinden ayirt edilebilir olabilir ve alternatif
olarak iki veya daha fazla farkli etiket, kullamlan saptama teknikleri altinda ayirt
edilemez olabilir. Oregin bir dizileme reaktifinde mevcut farkli niikleotitler,
farklh etiketlere sahip olabilir ve bunlar, Solexa (giiniimiizde Illumina, Inc.)
tarafindan gelistirilen dizileme yontemleri yoluyla orneklendigi tizere uygun
optikler kullamlarak ayirt edilebilir. Ancak bir dizileme reaktifinde mevcut iki
veya daha fazla farkli niikleotitlere yonelik aym etiketi kullanmak veya farkh
etiketleri zorunlu olarak ayirt etmeyen saptama optiklerini kullanmak ayrica

momkiundir.

Sonlandiricilart eksik olan niikleotit monomerleri kullanan yéntemler ayrica
ornegin pirodizileme dahil olmak {izere kullanighidir. Pirodizileme, belirli
niikleotitler yeni dogan iplige dahil edildik¢e inorganik pirofosfaton (PPi) salinimi
saptanir Ronaghi, M., Karamohamed, S., Pettersson, B., Uhlen, M. and Nyren, P.
(1996) "Real-time DNA sequencing using detection of pyrophosphate release.”
Analytical Biochemistry 242(1), 84-9; Ronaghi, M. (2001) "Pyrosequencing sheds
light on DNA sequencing.” Genome Res. 11(1),3-11; Ronaghi, M., Uhlen, M. and
Nyren, P. (1998) "A sequencing method based on real-time pyrophosphate.”
Science 281{5375), 363;US Patent No. 6,210,891;US Patent No.
6,258,568 ve US Patent No. 6,274,320, ag¢iklamalari, biitliniiyle referans yoluyla

burada dahil edilir). Pirodizilemede salinan PPi, ATP siilfiirilaz yoluyla adenozin
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trifosfata (ATP) doniistliriilerek saptanabilir ve olusturulan ATP diizeyi, lusiferaz

ile tiretilen fotonlar vasitasiyla saptanir.

Bazi diizenlemeler, ligasyon teknikleri yoluyla dizilemeyi kullanabilir. Bu tir
teknikler, oligoniikleotitler1 dahil etmek iizere DNA ligazim1 kullanir. Burada
aciklanan yontemler ve sistemler ile kullanilabilen 6rnek niteligindeki SBS
sistemleri ve yontemleri, agiklamalarinin biitiiniiyle referans yoluyla burada dahil
edildigi U.S. Patent No 6,969,488, U.S. Patent No. 6,172,218 ve U.S. Patent No.
6,306,597 De aciklanir.

Baz1 diizenlemeler, DNA polimeraz aktivitesinin gergek zamanli izlenmesini
igeren yontemleri kullanabilir. Niikleotit birlestirmeleri, 6rnegin U.S. Patent No.
7,329,492 ve U.S. Patent No. 7,211,414 te (her biri, referans yoluyla burada dahil
edilir) agiklandigi {izere bir florofor tasiyan polimeraz ile y-fosfat Etiketli
niikleotitler arasindaki floresan rezonans enerji aktarnm (FRET) etkilesimleri
aracihfiyla saptanabilir veya niikleotit birlestirmeleri dérne§in U.S. Patent No.
7,315,019°da (referans yoluyla burada dahil edilir) agiklandign tizere sifir-modlu
dalga kilavuzlan ile ve U.S. Patent No. 7,405,281 and U.S. Patent Application
Publication No. 2008/0108082 de (her biri, referans yoluyla burada dahil edilir)
agiklandig1 iizere floresan niikleotit analoglart ve diizenlenen polimerazlar
kullanilarak saptanabilir. Aydinlatma, floresanl sekilde etiketlenen niikleotitlerin
birlestirilmesinin, diisiik arka plan ile gdzlemlenebilecegi sekilde bir yilizeye bagl
polimeraz etrafinda bir zeplolitre-6lgek hacmi ile sinirlandirilabilir (Levene, M. 1.
et al. "Zero-mode waveguides for single-molecule analysis at high
concentrations.” Science 299, 682-686 (2003); Lundquist, P.M. et al. "Parallel
confocal detection of single molecules in real time." Opt. Lett. 33, 1026-1028
(2008); Korlach, J. et al. "Selective aluminum passivation for targeted
immobilization of single DNA polymerase molecules in zero-mode waveguide
nanostructures." Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 105, 1176-1181 (2008}, bunlarin

aciklamalari, blitiinliyle referans yoluyla burada dahil edilir.
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Agiklanan yontemler ve bilesimlere yonelik kullanilabilen, bunlar ile baglantih
olarak kullanilabilen, bunlart hazirlamada kullanilabilen veya bunlarmn iiriinleri
olan materyaller, bilesimler ve bilesenler a¢iklanir. Bu ve diger materyaller burada
aciklanir ve her bir gesitli ayr1 ve kolektif kombinasyonlarin spesifik referansi ve
permiitasyonu belirgin sekilde aciklanamazken bu materyallerin kombinasyonlari,
alt kiimeleri, etkilesimleri, gruplari, vb.’nin agiklanmasi durumunda her birinin
spesifik burada tasarlandigi ve aciklandigi anlasilir. Omegin bir ydntemin
aciklanmas:1 ve tartisilmasi ve yontem adimlarma yamlabilen bircok
modifikasyonun tartigilmast halinde yontem adimlarinin her biri ve her
kombinasyon ve permiitasyonu, spesifik olarak aksi belirtilmedik¢e spesifik
olarak tasarlanir. Benzer sekilde bunlarin herhangi bir alt kiimesi veya
kombinasyonu ayrica spesifik olarak tasarlanir ve agiklanir. Bu baglam, bu
tarifnamenin tiim acilan i¢in gegerlidir. Dolayisiyla, gergeklestirilebilen gesitli
ilave adimlarin var olmasi halinde bu ilave adimlarin her birinin, herhangi bir
spesifik yontem adimi ile veya aciklanan yontemlerin yontem adimlarimin
kombinasyonu ile gergeklestirilebildigi ve bu tiir her bir kombinasyonun veya
kombinasyonlarn alt kiimesinin spesifik olarak tasarlandifn ve agiklanmms olarak

distiniilmesi gerektigi anlasilir,

Bu bagvuru boyunca cesitli yayimlar referans alimir. Biitiiniyle bu yayimlarin

agiklamalart burada, bu bagvuruya referans yoluyla dahil edilir.
Birgok diizenleme agiklanmistir, Buna ragmen c¢esitli modifikasyonlarin
yapilabildigi anlasilacaktir. Buna uygun olarak diger diizenlemeler, asagidaki

istemlerin kapsami dahilindedir.

ORNEKLER

Ornek 1. Bir DNA:RNA dubleksinin bir etiketlenme reaksiyonunu kullanan
RNA dizilemesi
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Bir P7° uyarli RNA transkripti ile oOrnek niteligindeki bir deney
gerceklestirilmistir, bunun semast Sekil 4’te ana hatlariyla cizilir. RNA
transkriptleri, imalatginin protokolii takip edilerek Promega (Madison, WI)
tarafindan Riboprobe® In vitro Transkripsiyon Sistem kiti konteyner Yesil

Floresan Proteinini (GFP) ig¢eren bir plazmitten olugturulmustur.

GFP ifade kaset dizisi, asagida (SEQ ID NO:3) gosterilir.

dalpatione o datv oy BaRtCtic I cutadan 2a0 il satsaatacgacicactatag ot

COUAC IR 2En AR IaCcgaad cfomcaf ue i wc GAL TAUANAGAUGATGAC CACAAGE

R A AR Tl e TR AP B PTG S W T\ e g FLOR o | ARl s S L EM A AR AA TR T T H LR 9 |

LR S P PR DN TN A LN Bt SR LA LOGTEUY LN el I TG kN SN IV TV AT AT &1 ot o | e nd e Sl ol WA BTl

(MWL AN FiY M W TR SENTR NI R O THAT I USRI S IS LR G LTS B TR R TR TS NS B B T b
R A AR TR i (R U S SUC B I VS I T (RN LA R BN e T | o (o WO P A o e TRO Aot [ ¢ W R P TW

[SUNWUL MILPLE N DUA SRR TR A UN BRI RN S3) ) SO TR LYWt PSR T FAEH TS SR R R T § PO HPUAE T B AR S R IR NS

Ul a i e eaee e e 00t A0 g 10084 200 S0 1At AIC AN S0 C0AC AT C U NS HAL Tl ivahy |

RO FURT (NP g - IV Tt | U o K DU N HY WL PTG (R AT i T TR KR TR H LS I R SRR A EN TN ]
[N B PN P A A P H TN N T = S B DL N R N RGN MY B [N NP ON T TR PUTEL PATE I (1ol DTN | B
LN FIRN PUSRRELDERFY S TP B Sy U T (St e W L RSt A B TR T T A FHCH UL § 3 Y S AR T SRS L
riet

CHIECFRLCC O T C O AT aCp gl Hgags SO S LA S O R T S T T

Lt TCGTATGCCETO MTCTGOTTG SO Y WO 3

pMA-T bazlh plazmit, P5 (alt ¢izili), bir T7 polimeraz promotér (kalin yazi tipi
halinde), bir baslangig kodonu (kalin yazi tipi ve italik halinde), bir His etiketi
(italik halde ve altt ¢izili), bir FLAG etiketi (bliyiik harfler halinde), GFP dizisi,
bir TAA durdurma kodonu (alti ¢izili ve koyu vyazi tipi halinde), bir T7
sonlandiricis1 (koyu yaz tipi, italik halinde ve alt1 ¢izili} ve P7”y1 (buiyik harfler

ve koyu yazi tipi halinde) icerir.
RNA transkripti, promotdr diziden T7 sonlandirma dizisine dogru uzanmalidir.

Ancak T7 sonlandiricisi, transkripsiyonu tamamen durdurmaz ve bdylece ortaya

¢itkan RNA transkriptlerinden bazilari His FLAG GFP_P7° olur. RNA
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transkripti, aksi takdirde kiimeleri olusturacak DNA’y1 cikarmak tizere DNaz ile
muamele edilmistir. DNaz muamelesinin etkili oldugunu kontrol etmek amaciyla
bir reaksiyon gerceklestirilmistir ve DNaz muamelesinin DNA’y1 ¢ikarmada etkili
oldugunu kanitlamak tlizere bir jel iizerinde analiz edilmistir. Hi¢bir kalintt DNA
(diger bir deyisle plazmit), RNA transkriptinin DNaz muamelesinden sonra

gorliniir olmamustir (Sekil 5).

Bir PhiX DNA Kkiitliphanesi ve DNaz muameleli GFP-P7' RNA transkriptleri,
sablon melezlemeye yonelik standart kiime protokoli takip edilecek bir akisg
hiicresinin farkh seritleri lizerine melezlenmistir. Seritler 1-4, Phix DNA’wv1
icermistir ve geritler 5-8, GFP RNA’yt igermistir. Seritler 5 ve 6, DNA'w1
cikarmak iizere DNaz ile 6nceden muamele edilen RNA’y1 icermistir. Seritler 7
ve 8, DNaz ile énceden muamele edilen ve bir ilave kontrol olarak akis hiicresi
izerinde RNaz ile muamele edilen RNA’y1 igermistir. PhiX DNA kiitiiphanesi, iki
dizi olarak P5 veya P7 vasitasiyla melezlenebilir ve bunlarn tamamlayicilar,
sablonda mevcuttur. Bunun aksine GFP-P7° RNA sablonlari, ‘sadece
iplikliliklerinden’ ve bir P5 dizinin eksikliginden dolay1r P7 ylizey primerlerine

melezlenir.

Birinci uzatma, Kug Miyeloblastoz Viriis Ters Transkriptazi (AMV-RT) (Seritler
2, 4, 6 ve 8) veya Phusion DNA polimeraz (Seritler 1, 3, 5 ve 7) kullamilarak
gergeklestirilmigtir. Phusion sadece, bir DNA sablonundan bir DNA ipligini
olusturabilirken AMV-RT, bir RNA veya DNA sablonundan bir cDNA ipligini

olusturabilir.

Baz1 seritler, transpozon dizi P35 adaptoér dizisini (Seritler 3-8) iceren bir
transpozom bilesigi kullanilarak transpoze edilmistir. Transpozisyon olayindan
sonra birakilan DNA dizisindeki bosluklar, Bst DNA polimerazini i¢eren bir iplik
yerdegisim uzatma reaksiyonu kullanilarak doldurulmustur. Transpozisyon
olayina, kiimeleri yapabilen bir sablonu olusturmak iizere PS5 adaptorii eklemek

icin GFP P7' RNA’yt igeren seritlerde gerek duyulur. Izotermal kiime
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amplifikasyonu, standart ve SYBR Yesili ile boyanan kiimeler olarak

gerceklestirilmistir. Kiimelerin resimleri, Sekil 6’da gosterilir.

Serit 1, PHUSION DNA Polimerazi ile uzatilan standart formatli bir DNA
numunesini icermesi nedeniyle kiime olusturmaya yonelik bir kontrol olmustur.

Basarili kiime olusturmasi, Sekil 6’da gosterildigi Gizere sonuglanmustir.

Serit 2, DNA sablonlarinin, bir ters transkriptaz (bir DNA:DNA dubleksi
olusturularak) yoluyla basarih sekilde uzatilabildigini ve standart kosullar altinda
kiimeleri yapabildigini gostermistir (Sekil 6).

Seritler 3 ve 4, DNA:DNA dublekslerinin (PHUSION DNA Polimeraz veya
AMV-RT ile uvzatilmistir), bir Tn5 adaptorii ile etiketlenebildigini ve kiimeler
olusturabildigini gostermistir (Sekil 6).

Serit 52’1in, PHUSION DNA Polimerazmin karsit bir RNA ipligini uzatmadiginin
rapor edilmesi nedeniyle kiimeleri olusturmasi beklenmeyecektir. Kiigiik miktarda
kiime, DNaz muamelesine ragmen RNA’y1 olusturmak iizere kullamilan kalinti
DNA sablonundan veya RNA’ya karst DNA’nin PHUSION DNA Polimeraz ile

bir dereceye kadar uzatmadan olay1 gdzlemlenebilir (Sekil 6).

Seritler 7 ve &’in, sablonlarin muamele edilen RNaz ve DNaz olmast nedeniyle
herhangi bir kiime olugumu sergilemesi beklenmeyecektir. Serit 5’te gérildigii
tizere kiiglik miktarda kiime, DNaz muamelesine ragmen RNA’y1 olugturmak

tizere kullanilan kalintt DNA sablonundan dolayr gdzlemlenebilir (Sekil 6).

Sekil 6’daki serit 6, beklendigi lizere bir RNA sablonuna karsi bir DNA ipliginin
vzatilmasim gdsterir. Bu uzatilan sablonlarin, bir P5 dizisine sahip olmamalan
nedeniyle kiimeler olusturmasi beklenmemistir. Ancak bir P5 adaptori (serit 6°da
gdsterilen) ile etiketlemeden sonra bunlar kiimeleri olusturur. Seritler 5, 7 ve 8’de

kiigiik miktarda kiime, RNA numunesi i¢inde diisiik dlzeyde bir DNA
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kontaminasyonu oldugunu onerir ancak serit 6’daki kiimelerin ¢ogunlugunun

RNA’dan olusturuldugunu gosterir.

Akis hilcresi lizerindeki kiimeler akabinde dizilenmistir. Tablo 1, dizilemenin

sonuglarini gésterir.
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Tablo 1. Dizileme Kisa A¢iklamasi

PhiX

PhiX

PhiX+
Tn

PhiX+
Tn

RNA+
Tn

RNA+
Tn

Serit Serit

Verimi
1 116
2 78
3 40
4 23
5 3
6 4

Kiimeler

(ham}

177455+/-
11971

116338+/-
3547

63725+/-
1557

42441+/-
1497

13608+/-
731

20916+/-
1519

Kiimeler

(PF)

161186+/-
10237

108649-+/-
3484

55752+
1477

32075+/-
1307

4332+/-
510

5701+/-
1642

1. Déngli 20 déngtiden %PF

Int{PF)  sonra

Yyogunluk (PF)

289+/-0  86.80+/-0.97

282+/-8  86.4+/-0.75

289+/-4  ¥1T8H-1.13

267+/-16 88.48+/- 1.77

205+/-54 121.18+/- 17.78

179+/-35 219.02+/- 82.12

32

Kimeler

00388+/-
1.64

93.39+/-
0.37

87.49+/-
0,34
75.56+/-
0.76
32.00+/-
4.62

26.98+/-
6.47

%oHiza
(PF}

08.28+/-
0.22

98.11+/-
0.07

58.26+/-
0.25

35.54+/-
0.63

55.95+/-
1591

25.45+/-
8.27

Hiza Skoru %Hata

(PF)

166.43+/-
0.00

166.03+/-
0.11

96.55+0.39

57.81+/-
0.99

49.00+/-
24.03

19.48+/-
13.01

Oram

(PF)

0.04+/-
0.00

0.05+/-
0.01

0.28+/-
0.00

0.49+/-
0.02

2.76+/-
0.37

2.77+/-
0.70
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RNA+
Tn+R
NAz

RNA+
Tn+R
NAz

Serit Serit Kiimeler Kiimeler 1. Déngli 20 déngtiden %PF
Verimi  (ham) (PF) Int{PF) sonra Kiimeler
Y%yogunluk (PF)
7 1 22597+ 1627+/- 190+/-65 104.24+/-35.64 7.43+/-
4274 317 1.99
8 1 45904+/- 1033+/- 178+/-22 108.42+/-12.14 2.26+/-
10022 156 0.35

33

*tHiza
(PF}

12.12+/-
6.14

41.32+/-
9.19

Hiza Skoru %Hata

(PF)

3.60+/-2.40

46.18+/-
19.94

Oram

{PF)

3.45+/-
0.83

1.47+/-
0.72
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Seritler 1, 3, 5 ve 7, RNA’y1r giliclendirdigi varsayilmaksizin Phusion ile
giiclendirilmistir.

Seritler 2, 4, 6 , ve 8, RNA’y1 ve DNA’y1 giiclendiren AMV- RT ile giiglendirilmistir.
Nx R1 primeri ile transpoze seritler 3-8 icin SBS3+T ile transpoze edilmeyen seritler
1 ve 2’ye yonelik dizileme. Matriks ve ayarlanan fazlama, GFP’ye hizalanan seritler

5-8.

Beklendigi lizere %90’dan fazla kiime, serit 1 ve 2’ye yonelik saflik filtrelerini
gegmigtir ve bunlarin %98’den fazlasi, beklendigi izere PhiX’e hizalanmistir
(Tablo 1). Etiketli DNA:DNA dublekslerini igeren seritler 3 ve 4, filtreyi gegen
kiimelerde 910-20’lik bir azalma sergilemistir, bunlarin %75-87 arasindaki
kiimeleri, PhiX’e hizalanmustir. Etiketlemenin, bir sablonun uzunlugunu
azaltabildigi g6z 6nlinde bulunduruldugunda etkili bir sekilde hizalamak iizere
cok kisa bir uzunluga kadar filtreleri gecen ve hizalanan kiime i¢indeki bir azalma
beklenmez., Seritler 7 ve 8°de kiimeler, meveut herhangi bir sablonunun (DNA
sablonlarinin veya sindirilmemis RNA koéklerinin kontamine edilmesi hari¢ olmak
lizere) bulunmamasi gerektigi igin dizilenmemelidir. Beklendigi iizere olduk¢a az
miktarda kiime filtrelerden gecmistir: kiimelerin %7’sinden daha azi, sadece
%12’sinin PHUSION DNA Polimeraz uzatilmis sablonlara y6nelik hizaland1 ve
%41’ nin AMV-RT uzatilmms sablonlara yonelik hizalandigi filtrelerden gegmistir.
Hicbir RNAz muamelesi yapilmadiginda sadece DNaz ve kiimelerin Phusion
%32’s1 ile uzatilan RNA, %56+/-16’smin hizalandig: filtreleri gegmistir (Serit 5,
Tablo 1). Bu, kalinti DNA sablonlarimin ve PHUSION DNA Polimeraz: ile
RNA’va karsi DNA’nin  bir miktar uzantismin bir kombinasyonundan
kaynaklanabilir. Bunun aksine yaklasik olarak %50 daha fazla kiime, serit 6’da
gdzlemlenmistir, burada DNaz muameleli RNA sablonu, AMV-RT ile uzatilmistir
ve bunun benzer bir %’si (~%27), %25 hizalama ile serit 6’ya kadar fitreden

gecirilmistir,

Hizalanan veri, kapsam grafiklerini olusturmak iizere kullanmilmigtir (Sekil 7).

Seritler 1-4, beklendigi tzere PhiX’in tam genom kapsamimi vermistir.
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Etiketlenen DNA’y1 iceren seritler (seritler 3 ve 4), daha esit olmayan kapsami
vermistir. Etiketli RNA numunelerini iceren seritler 5-8’in hepsi, sablonun
etiketlenmesinin kiimeleri olusturdugunu gdéstererek GFP’nin kismi kapsamini
gdstermistir. Bunun bir miktarinin, kalinti DNA sablonundan tiireyebildigi goz
oniinde bulunduruldugunda serit 6, AMV-RT uzatilmis RNA molekiillerinin
basarili sekilde etiketlendigini géstererek GFP sablonunun en genis kapsamini

gdsterir.

Ornek 2. Insan numunelerinin bir etiketleme reaksiyonunu kullanan RNA

dizilemesi.

Asagidaki gibi bir poliA kuyrugunu igeren RNA molekiillerini melezleyebilen
primerleri i¢eren sekiz serit ile bir akis hiicresi hazirlannustir. Serit 1, sadece P53
ve P7 oligolarini igeren standart bir oligo karisimi ile asilanmistir ve seritler 2-8,
standart karisim (P5 ve P7 oligolar) art1 yakalama oligolar: (diger bir deyisle, bir
poliA kuyrugunu igeren RNA molekiillerine baglanmaya yonelik bir pohiT dizisini
iceren primer) ile asilanmistir. Primer agilamadan sonra akis hiicresi, kullanilana

kadar 4°C’de saklanmstir.

Seritler 1 ve 2’ye yonelik 5 pM PhiX kontrol kiitiiphane numuneleri hazirlanmisgtir
ve melezlemeye yonelik akis hiicresine eklenmistir. Her bir serit 3-8’¢ yonelik
400ng RNA numunesi hazirlanmistir ve melezlemeye yonelik akis hiicresine
eklenmigtir. Seritler 3 ve 4, Clontech tarafindan (Mountain View, CA) insan
RNA’sin1 igermistir. Seritler 5 ve 6, beyinden insan RNAsin1 igermistir. Seritler 7
ve 8, evrensel insan referans (UHR) RNA’sin1 igermistir. Sablon melezlemeden
sonra yikama tamponu, melezlenmeyen sablonun c¢ikarilmasina yoénelik akis
hiicresi aracilifiyla uygulanmustir. Melezlenen sablonlar, seritler 3-8°de
DNA:RNA dublekslerini {ireten tim seritlerde AMV-RT (NEB, Ipswich, MA)

kullanilarak uzatilmastir.

Seritler 3-8, bir transpozom bilegigi ile temas ettirildiginde seritler 1 ve 2, yikama
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tamponunun esdeger hacmi ile temas ettirilmistir. Iki farkli konsantrasyonun
transpozom bilesik kangimlari hazirlanmistir. Seritler 3, 5 ve 7’nin karisima,
1.25pl transpozom bilesigi, 100ul tampon ve 400ul su ile hazirlanmustir. Seritler
4, 6 ve 8’in karisimi, 0.625ul transpozom bilesigi, 100ul tampon ve 400ul su ile
hazirlanmistir. 95ul transpozom bilesik karnisimlari, etiketlemeye yonelik akis
hiicresinin seritleri 3-8°e eklenmistir. Etiketlemeden sonra transposazi ¢ikarmak
Uzere kaotropik tampon, akis hiicresinin geritler1 3-8’¢ eklenmistir ve 2 dakika
inkiibe edilmistir. Akis hiicresinin seritlert akabinde iki kez yikanmustir.
Yikamadan sonra Bst enzimleri, transpozonun aktarilmamis ipligini ¢ikarmak ve
kiimelemeye yonelik DNA:RNA dubleksleri tam uzunluguna sahip DNA ipligini
olusturmak {izere ectiketlenen DNA:RNA dublekslerinin iplik yerdefisim
uzatmasma yonelik olarak kullanilmistir. RNA ipligi cikarilmistir ve kiimeler

akabide, izotermal amplifikasyon kullamilarak olusturulmustur. Kiimeler akabinde

dizilenmistir. Tablo 2, dizilemenin sonuglarini gésterir.

Tablo 2. Dizileme Kisa Agiklamasi

1 PhiX DNA 2

primeri

2 PhiX DNA 3

primeri

3 Clontech
Tn5

4 Clontech
(0.5x Tn5

5 Beyin
Tns

Kiimeler Kiimeler 1. Ddongii 20 gézden %PF %  Hiza % Hata
(ham) (PF) Int (PF) sonra % Int Kiimeler (PF) Orani (PF)
(PF)

73569+/- 68422+/- 284+/-13  87.51+/-2.89  92.94+/- 97.99+/- 0.06+/-0.00
8007 7981 0.77 0.23
18553+/- 11200+/- 206+/-10  99.83+/-6.39  60.00+/- 1.55+/-  8.78+/-1.60
2932 2451 4.34 1.36

Ix 187046+/-  164971+/-  209+/-13  85.35+/-2.94  88.23+/- 73.27+/- 0.30+/-0.00
29545 26054 1.30 0.46
109889+/-  99558+/- 211+/-10  87.58+/-4.32  90.49+/- 73.91+/- 0.27+-0.02
13109 13108 1.19 0.56

Ix 226164+/-  198031+/-  218+/-6  84.55+/-2.36  87.55+/- 7527+/- 0.36+/-0.20
31941 28192 0.97 0.36
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Kiimeler

(ham)

Serit Numune

0.5x 125939+/-
21818

6 Beyin
Tn5

7 UHR 1x Tn5 310276+/-

21976
8 UHR  0.5x 195323+/-
Tn5 16530

Kiimeler

(PF)

113273+/-
18279

269047+/-
17778

172838+/-
15327

1. Dongi 20

Int (PT) sonra %
(PF)

212+/-12  86.85+/-3.09

195+/-7  86.77+/-2.14

2114+/-16  86.70+/-1.77

gbzden %PF

int Kiimeler

90.06+/-
1.20

86.75+/-
1.68

86.47+/-
0.67

% Hiza %

(PF)

7591+/-
0.13

67.70+/-
0.38

68.14+/-
0.52

Dizileme sonuglari, standart [llumina dizilime reaktifleri kullanilarak standart

ITlumina dizileme yontemlerine gore gerceklestirilen insan beyin RNA’s1 ve

evrensel insan referans RNA’simim standart RNA dizilemesine yonelik elde edilen

sonuglar ile karsilastirilmistir. Bu tiir yontemler, TruSeq RNA Numune Hazirlama

Kilavazunda ve HiSeq2000 Kullanici Kilavuzunda agiklanir, Kilavuzlar ve

reaktifler, lllumina, Inc. {(San Diego, CA) tarafindan elde edilebilirdir. Sonuglar

Tablo 3°te gosterilir.
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Tablo 3. Standart RNA Dizileme Ydéntemi ile Etiketleme Yonteminin Karsilastirlmasi

Toplam Kiimeler
PFKiimeleri
kullamlabilirKimeler
Eslemesiz
Maskelitekrar
Kullamlabilirekyeri
Kullanilabilirgenom
chrM.fa

humRibosomal.fa

Clontech RNAs1

Okumal
16,000,000
14.113.235
9.005,973
622,294
4,484,041
9,058
8,996,915
2,045,187

9,409

%100

%063.8

Yod.4

%31.8

%01

Y063.7

%l14.5

%00.1

Okuma2

%6100

%62.6

U(12.2

%635.1

%%4.9

%57.8

Sal4.1

%0.1

UHR RNA’s1

Okumal
16.000.000
14,008,505
8,756,482
600,138
4,651,421
6,427
8,750,055
2,570,314

7,248

%100

%62.5

4.3

%%33.2

%0

Y02.5

%183

%0.1

Beyin RNA’s:

Okuma2 Okumal

%100

%60.9

2.7

%36.4

%3.3

¥57.6

%179

%0.1

38

16.000.000
13,957,990
8,936,350
484,158
4,517,061
22,719
8,933,631
737,706

8,839

%100

%64.2

%3.5

%324

%0.2

Y064

%3.3

%11

OkumaZ2

%100

%61.1

3.1

%635.7

%7.0

Yo54.1

%3.3

%0.1

Standart RNA Dizileme

UHR

78,895,928
59.010,700
1.352.439
18,525,758
9,357,715
49,652,985
5,710,330

1,789,882

UHR  Beyin

%100 80,670,795
%74.8 59,821,123
%1.7 1,503,346
%23.5 19,342,556
%11.9 6,959,693
%62.9 52,861,430
%712 10,414,460

%23 2,349,250

Beyin

%100
%%74.2
%1.9
%024
%8.6
Y565.5
%12.9

%2.9
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Sonuglar, burada saglanan etiketleme yontemi kullanilarak dizilenen RNA
numunelerine yénelik normal hizalama dagilimini gésterir. Sonuclar, muhtemelen
etiketleme yontemi ile analiz edilen RNA numunelerinin 3' UTR bdolgelerinde
daha yiiksek sayida poliA dizisi ve daha fazla tekrardan dolay1 daha yiiksek tekrar
maskeli kiimeleri gostermistir. Kullanilabilir okumalar, tekrar muhtemelen analiz
edilen RNA’da daha fazla tekrardan dolay1 standart RNA dizileme protokoliine
yonelik yaklasik %10 daha diisik olmustur. Ribozomal RNA’nin miktari,
mRNA’nin izole edilmesi ve burada saglanan etiketleme ydnteminde dizilenmesi
nedeniyle beklendiginden dusiiktir. Mitokondriyal RNA, normal smirlar
dahilindedir.

Ornek 3. Bir etiketleme reaksiyonu ve bir hiicre lizattm Kkullanan RNA

dizileme

Bu 6rnek, niikleik asit sablonlarinin ham bir hiicre lizatt kullanilarak kati bir
destek iizerinde yakalanabildigi, etiketlenebildigi ve dizilenebildigini gosterir.
Kisaca fare hiicreleri, bir Triton-X ve Proteinaz K soliisyonu kullanilarak
¢Ozinmiistir. Lizat, bir akig hiicresine uygulanmistir, mRNA yakalanmistir ve
ctiketlenmistir ve kiimeler olusturulmustur ve dizilenmistir, Bir kontrol olarak ve
karsilastirmaya yonelik Evrensel Tnsan Referans toplam RNA (UHR) ayrica
yakalanmistir, etiketlenmistir, kiimelenmistir ve dizilenmistir. Tablo 4, her bir

numune tiliriine yonelik kopya okumalarin sonuglarint dzetler.

Tablo 4. UHR ile lizat mRNA arasinda veri karsilastirmasinin dizilenmesi

UHR fare hiicre lizat1
R1 R2 R1 R2
Toplam okumalar 4,726,081 1.905.434
%PF %86.89  %&84.59 %83.94  %84.79

39



01370-P-0004

UHR fare hiicre lizati
R1 R2 R1 R2
hizalanan (%PH okumalarinin) %61.14  %73.97 %49.17  %68.16

hizalanmayan (%PH okumalarinin} %28.42  %12.00 %34.01  %%8.45
cok miktarda (%PH okumalarinin) %10.44  %14.03 %16.82  %23.39

birlestirilmis hizalamalar (hizalanan
i %0.80 %11.14 9%0.62 %10.73
bazlarin %’si)

birlestirilmis  hizalamalar (% PF
0.4893 8.2435 03054 7.3138

okumalarinin)

insan Ribozomal %0.21 %0.04  %3.98 %4.88
insan 5Sr %0.01 %0.01  %0.02 %0.17
orta eklenti 135 129

SD eklenti 67.99 66.97

kopyalar %41.66 %45.54

Tablo 4, dizinin, bir ham fare hiicre lizatindan yakalanan mRNA’dan dogrudan
elde edildigini gosterir. Hizalanan okumalarin yiizdesi, mRNA, UHR RNA
numunesine (% PF okumalarindan hizalanmistir) kryasla ham hiicre lizatlarondan
dogrudan yakalandiginda yaklasik sadece %10 diigmistir. Fare lizat tlrevli
mRNA ile UHR kontroliinii karsilastiran diger dizileme verisi, dogru ipligin
yakalandiginda ve fare lizatindan UHR ve mRNA’ya yonelik olarak >%97’de
hizalandiZii rapor etmistir. Ayrica kapsam, lizattan UHR kontrolil ile mRNA
arasinda karsilastinlabilir olmustur; yaklasik olarak %65 ¢evrilmemis bdlge
(UTR), yaklasik olarak %16 kodlama bdlgesi; yaklasik olarak %13 intergenik
bélge ve kiiglik yiizdede intronik okumalar. Bu sekilde mevcut yontemler, ham
lizatlardan mRNA’y1 yakalamak, etiketlemek, kiimelemek ve dizilemek iizere

kullanilabilit.
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Ornek 4: Biitin mRNA transkriptinden bir etiketleme reaksiyonunu

kullanan RNA dizileme

Bu deney, bir biitiin transkripti temsil eden bir mRNA numunesinin, burada
aciklanan yontemler takip edilerek dizi bilgisini saglamak Uizere bir kat1 destek
tizerinde yakalanabildigi ve etiketlenebildigimi gostermek igin gergeklestirilmistir.
Kisaca poliA RNA bakimindan zenginlestirme, PoliA Purist Kit (Ambion)
kullanilarak 50ug UHR toplam RNA’dan (Agilent) gerceklestirilmistir.
Zenginlestirilen poliA mRNA’nin RNA parcalanmasi, 100ng poliA RNA ile 25 ul
1X T4 PNK Tamponu (Epicentre) icinde gerceklestirilmistir, burada numune, 5
dakika 95°C’de 1sitilmistir ve buz ilizerinde sogutulmustur. Par¢alanan RNA, T4
PNK ile fosforilatlanmistir ve pargalar, 2 mM ATP’yi (Epicentre) iceren 50ul 2X
PoliA polimeraz tamponu i¢inde E. Coli PoliA polimerazin 4 birimi kullanilarak
kuyruklanan poliA olmustur. Polidenile parcalanmis mRNA, RNA Clean and
Concentration kiti (Zymo Research) kullanilarak saflagticilmistir. Kontroller,
dizileme kimya performansim ve karmasik toplam RNA UHR havuzundan
yakalanan mRNA biitin transkripti ile kargilastirmak {izere yakalanan ve
etiketlenen poliadenile numuneden tiiretilen toplam olmayan bir mRNA’y1

onaylamak iizere bir PhiX kontrol{inii igermistir,
2’sinden kopya 1’inden (R1) dizileme verisi, PhiC kontrol (ctrl}, kontrol mRNA

numunesi (3’ yakalama) ve toplam RNA numunesinden (biitiin transkript)

tiretilen mRNA’ya yonelik Tablo 5’te rapor edilmistir.
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Tablo 5. Bitin mRNA transkriptine yonelik dizi ézetinin kopyalanmasi

1.

Numune
Kiimeler Kiimeler Dongii
R1 Verimi (ham) (PF) I
am nt
(Mb)
(PF)
ctrl 317 7,079.810 6,343,692 268
3 )
1,077 28.753,789 21,543,617 290
yakalama
biitiin
o182 19,474,750 15,040,807 323
transkript

20
dingiiden %
% PF
sonra % Hiza
Kiimeleri
yogunluk
(PT)
86.78 89.6 97.89
85.17 74.92 57.15
83.03 77.23 49.85

42

Hiza
Skoru
(PF)

251.82

75.08

70.27

%
Hata
Oram

(PF)

0.15

0.74

1.63

Y%
>=Q30
bazlar

(PF)

98.35

92.34

91.89

Ortalama
Kalite
Skoru (PF)

39.12

36.58

36.51
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Tablo 5, hizalanan okumalarin yiizdesinin, yliksek kiime olusumu ile mRNA
kaynagina (% hiza (PF)) bakilmaksizin karsilastirilabilir oldugunu rapor eder. Ek
olarak dizi wverisi, kontrol mRNA’nin (3' yakalama) transkript kapsaminin,
vaklasik olarak %70 UTR, %19 kodlama bdélgesi akabinde intergenik ve intronik
bilge kapsamu oldugunu gdstermistir. Karmasik toplam RNA’dan tiiretilen
mRNAnin transkript kapsamu yaklasik olarak %43 UTR bélgeleridir, %37
kodlama bolgeleridir ve intergenik ve intronik bélgelere olduke¢a benzer olmustur.
Sekil 10, temsili bir gene (GAPDH) yonelik hizalanan transkript kapsamini
gosterir; kontrol mRNA (3" yakalama), beklendigi lizere agirliklh olarak genin 3’
bolgesinde kapsami gdsterirken mRNA’dan (biitliin transkript) tiiretilen toplam
RNA’dan kapsam, egzonik ve UTR bélgelerinin daha tam kapsamin gosterir. Bu
sekilde kontrol mRNA dizileri, bir transkriptin 3' ucu (poliA kuyruk boélgesi) ile
iliskilendirilen bélgelere hizalandiginda toplam RNA’dan tiiretilen mRNA’dan
kapsam, bir numuneden bitin transkript bilgisini elde etmeye yonelik
yontemlerin kullammint gostererek daha tam biitiin transkript okumalarim

gdstermistir.

Alternatif bir i akisi aynica, bilitlin transkript dizilemesine yodnelik bir UHR
toplam RNA numunesinden mRNA’y1 zenginlestirmek iizere gergeklestirilmistir,
Cift iplikli cDNA, 500ng UHR toplam RNA ve 50 ng rastgele DNA
heksamerlerden hazirlanmistir, Fazla primerler, Eksoniikleaz I'in (Epicentre} 20
birimi eklenerek, 30 dakika 37°C’de inkiibe edilerek akabinde enzim 1s1
inaktivasyonu yoluyla bozunmustur. RNA, 10 dakika 55°C’de 1U RNaz I/10 U
Hibridazin (RNaz H, Epicentre) bir enzim karisimi ile c¢ikarilmistir. Reaksiyon,
AMPure boncuklarinin (Agencourt) esit hacimleri kullanilarak saflastinlmistir ve
DNA, bir 10mM Tris HCI (pH8.0) tamponu icinde ayristirilmistir. cDNA, 20 U
Terminal Transferaz (New England Biolabs), ImM ATP ve 1X Transferaz
tamponu kullanilarak,10 dakika 37°C’de inkiibe edilerek akabinde 1s1
inaktivasyonu yoluyla kuyruklanan poliA olmustur. Numunelerin bazilarina

yonelik olarak rastgele DNA heksamerlerin bir 1:10 seyreltisi kullamilmistir.
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Ayrica numunelerin bazilarina yonelik Eksoniikleaz 1 adimi  ¢ikarilmustir.
Numuneler akabinde, bir akis hiicresine uygulanmistir, vakalanmstir,
etiketlenmistir, kiimelenmistir ve dizilenmistir. Kontroller, PhiX kontroli (ctrl),
kuyruksiz ¢cDNA (kuyruksuz ctrl), bir dsDNA negatif kontrol ve rastgele RNA
heksamerlerin kullanilmasi ve Eksoniikleaz I adiminin cikarilmasi haricinde
yukarida acgiklandigr lizere aynir yontemi takip eden saflastirilmis bir mRNA

numunesini igermistir.

Tablo 6, iki kopta dizileme caligmasinin birincisini kisaca agiklar.
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Tablo 6. Alternatif biitiin mRNA transkriptine yonelik dizi ézetinin kopyalanmasi

Verim Kiimeler Kiimeler Dingii

R1
(Mb)
erit 1-
3 227
PhiX ctrl
Serit 2-

Kuyruksuz 3
ctrl

Serit 3-
RNaz,

AMP,
kuyruk

62

1.

(ham)  (PF) Int
(PF)

7,040,939 6,480,317 317

773,384 76,281 246

3,504,536 1,783,482 420

20

diingiiden

sonra

yogunluk

(PF)

89.58

84.82

75.32

45

Yo PF

Kiimeleri

92.04

.86

50.89

% Hiza
Hiza Skoru
PF) (PF)

938.16 165.52

015 0.05

20.14 13.65

Y
Hata
Oram

(PF)

0.08

5.04

1.29

%
>=Q30
bazlar

(PF)

98.25

4211

85.96

Ortalama
Kalite
Skoru
(PF)

38.88

20,13

34.57
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Serit 4-1:10

Serit 5-Ekso, RNaz, AMP, kuyruk

Scrit 6-1:10
Serit7-RNA primerleri

Serit 8-ds cDNA

15 1,353,520

97 4,922,187

7 844,731
29 2,164,633

8 852,450

429,352

2,774,812

198,052
840,373

219,356

46

339

373

317

377

311

91.53

83.4

79.07

92.34

97.61

31.72

56.37

23.45

38.82

25.73

8.37

40.74

13.09

17.28

6.38

27.62

6.81

13.89

0.32

1.47

1.38

0.7

2.61

62.02

86.68

42,76

79.14

48.15

27.88

34.8

21,15

32.88

23.6
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Tablo 6, niikleazlar, Ekso I ve RNazlar H ve | ile akabinde boncuk saflastirmasi
ve poliA kuyruklama (Ekso, RNaz, AMP, kuyruk} yoluyla bir numunenin
muamele edilmesinin hazirlanmasi yonteminin, dizilemeye yonelik bir biitlin
mRNA transkript numunesini saglamak iizere kullanilabildigini gosterir. Sekil 9,
Tablo 6’da tanimlanan farkli kosullara gore akis hiicresi lizerinde kiimelemenin
resimlerini gdsterir. Tablo 1°de Seritler 1-8, Sekil 9°daki Seritler 1-8’e karsilik
gelir. PhiX pozitif kontrol, dizileme verisinde en viiksek verime ve kiime sayisina
karsilik gelen ¢ok sayida kiimeyi gdsterir. Diigiik sayida kiimeleri gdsteren negatif
kontrol seritleri 3 ve 8) ayrica, dizileme verisinde en diisiik verimin ve kiime
sayimlarimin {igte ikisine karsilik gelir. Hazirlama yonteminde ekzontkleaz
sindirimine bakilmaksizin rastgele DNA heksamer primerlerin 1:10 oraninda
seyreltilmesi, Sekil 9°da goriilen daha az kiime ile desteklenen Tablo 6°daki diisiik
kiime sayilarini gostererek dizilemeye yonelik optimal olmustur. Biitin mRNA
transkriptlerinin numune hazirlamas: sirasinda Eksoniikleaz I ile RNaz H ve 1
kullanan yontem, olusturulan kiimelerin en biiyiik sayisinin yam stra PhiX pozitif
kontrol akabinde Ekoniikleaz 1 sindiriminin gergeklestirilmedigi  hazirlama
yonteminden sonra hizalanma ile sonuglanmistir, Ayrica hizalanan okumalarm
yiizdesi (% hiza (PF), test Seritleri arasinda sirasiyla Serit 5 ve Serit 3¢ yonelik
en yiksektir. Sonuglar, ¢cDNA’y1 olusturmaya yonelik bu drnekte agiklanan
alternatif yontemin, bu basvuruda agiklanan yakalama ve etiketleme yontemleri
kullanmlarak dizileme yoluyla biitiin mRNA transkript bilgisini saglamak iizere

kullanilabildigini gosterir.

Numune hazirlamaya yonelik ilave opsiyonlar, bunlar ile smirh olmaksizin,
bakteriyel mRNA gibi poliadenile RNA’ya sahip olmayan tiirlerden RNA’y1
dizilemeye vonelik agiklanan yéntemlerin kullamilmasim icerir. Bu durumda
ribozomal RNA ilk once ¢ikarilabilir ve geriye kalan mRNA parcalanabilir ve
onceden agiklandifi lizere kuyruklanan poliA olabilir. mRNA akabinde, yukarida
aciklandig1 lizere vakalanabilir, etiketlenebilir, kiimelenebilir, giiglendirilebilir ve

dizilenebilir.
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Bu sonuc¢lar, RNA numunelerinden tiiretilen ¢esitli farkli tiirden RNA
numunelerinin ve DNA numunelerinin, burada saglanan y&ntemler kullanilarak
dizilenebildigini ve burada saglanan yontemlerin, mevcut standart RNA dizileme

protokollerine yaklasik olarak esdeger dizi sonuglan sagladigini gosterir.

Dizi LISTESI

<110> [llumina Cambridge Limited

< 120> Gelismis Niikleik Asit Dizileme Yontemleri

<130> TXH/74023EP2

<150>US61/607418
<151>2012-03-06

<160>3

<170> BiSSAP 1.0

<210>1

211> 19

<212> DNA

<213> yapay diziler

<220>

<221> kaynak

<222> 1..19

<223> /mol_tiri="DNA" /not="transfer edilen transpozon dizisi "

—

/organizma="yapay diziler"
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<400> 1
agatgtgtat aagagacag 19

<210>2

<211> 19

<212> DNA

<213> yapay diziler

<220>
<221> kaynak
<222>1..19

<223> /mol_tlri="DNA" /not="transfer edilmeyen transpozon dizist "

/organizma="yapay diziler"

<400> 2
ctgtctetta tacacatct 19

<210>3

<211> 1003

<212> DNA

<213> yapay diziler

<220>
<221> kaynak
<222>1..1003

<223> /mol_tliri="DNA" /not="GFP ifade kaseti" /organizma="yapay

diziler"

<400> 3

49



01370-P-0004

aatgatacgg

atacgantca

atcangcacac
Jrrcacnggy
Sag-grgtoo
tgecaccacoy
grtgeagtgut
tgooogaagyg
noogogonga
rgacttcany
Zaacgtetat
cacidacatng
Jucygacqgqoc
aagacccocaa
tcactoetoggy
taaczocttyg

agaagaaaty

cgaccaccga

ctataggycaa

gactacaaag
gragrgaeaa
FIcgFIIeqga
goaagotgeo
tragerygecta
Ttacgtacayg
ggtgaagtrn
gaggacyycs
atcatQyccy
A33a0g930a9
coatgutqet
ogagaagege
Tatggacgag
g3gcctctaa

sngagacega

gatctacact

tttnaacttt

acgartrgacga
tontggtaga
gggegatgec
cgtgenctygy
corgdarracs
gagogoacaa
gagggrgaan
acat ot gyeg
acaagcagaa
cgrgaagoern
giecodacass
gatcacatgg
atgranaagr
acqQQgtctty

retogtatgn

50

ctticcotac

actaagjaga

caaggogata
gorggangge
aocTacggoa
cozZacooiey
tgnagiagcs
tottottoaa
cotggtgaacn
goacasgetyg
gaacgoatca
googacaack
cactacciga
tocigotgga
Aaanrgaergoe
aggggthstt

cgrottatge

acgacgoict

att.ocacrnatg

gryagoiagy
JACGT ARACT
agotgacect
tgaccaocct
cgactbotte
ggatgacggs
CgoaT.ogago
Jagracaact
aggrtgaactt
ACCAGCAGAA
gueooagres
gtteogtgace
accgrrgaga
tgagatogga

A A4

TIcgatotta

aaarcatnaca

gogaggagat
Jocacaagtt
gaagetecass
gaccLacgge
adgtcogora
asctacaaga
gaigggrat
AUARCAFOUS
caagatcege
CACOOCCANC
grertgqagoa
gcegetagga
At iactagol

agagcogates

&L

N

180

240

330

240

420

430

360

1003
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