OZET

BAKTERI DNA’SI [ZOLASYONUNDA OKARYOTIK DNA’NIN
UZAKLASTIRILMASI ICIN ANTI-HISTON ANTIKORLARI KULLANILMASI
VE KROMATIN IMMUNO-PRESIPITASYONU METODU

Mevcut bulug, metagenom-mikrobiyom c¢alismalarinda tim genom dizilemede
kullanima uygun bir kite ve soz konusu kitin kullanildigi bir tiim genom dizileme

yontemine iligkindir.
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ISTEMLER

1.

L

Okaryotik genomik DNA’nin prokatyotik genomik DNA’dan ayristirilmasinda

kullanima uygun bir metod olup 6zelligi;
Orneklerin lize edilmesi ve hiicre iceriginin toplanmasi

Hiicre igeriginin manyetik veya manyetik olmayan bead’lere baglanmis veya
kolonda immobilize edilmis anti histon antikorlar1 ile temas ettirilmesiyle

okaryotik gDNA’nm immobilize anti histon antikorlarma tutundurulmasi

Manyetik veya manyetik olmayan bead’ler {izerinde veya kolon iizerinde bulunan
anti histon antikorlarma baglanarak immobilize edilen 6karyotik gDNA’nin hiicre

iceriginden uzaklastirilmasi
adimlarmi icermesidir.

[stem 1’e gore bir metot olup dzelligi anti histon antikorlarmin h2a, h2b, h3, h4

veya hl antikorlar1 icerisinden se¢ilmesidir.

Istem 1’e gdre bir metot olup 6zelligi a) adimindaki drnegin bitki, hayvan, insan
dokusundan, insan-hayvan diskisindan, insan-hayvan agiz florasindan, insan-
hayvan derisinden veya hava, su, toprak, deniz suyu, ¢amur, madenler, tuzlalar,

volkanlar, jeotermal kaynaklar, her turli cismin yizeyinden elde edilmesidir.

Istem 1’e gore bir metot olup 6zellifi d) adiminda Manyetik veya manyetik
olmayan bead’ler {izerinde veya kolon {izerinde bulunan anti histon antikorlarina
baglanarak immobilize edilen Gkaryotik gDNA’nin uzaklastirilmasmin santrifiij

yoluyla ¢oktiiriiliip ayrilarak veya filtrasyon yoluyla gerceklestirilmesi.

Istem 1-4’¢ gore bir metot olup &zelligi manyetik bead’lerin demir oksit
nanopartikiiller veya ¢ekirdeginde demir oksit nanopartikiil bulunan ve tizeri silan,
altin, giimiis vb ile kaplanmis parcaciklar veya siiperparamanyetik polistiren

bead’ler icerisinden secilmesidir.

Istem 1-4’¢ gére bir metot olup 6zelligi manyetik olmayan bead’lerin zirkonyum,

agaroz veya silikadan elde edilmis olmasidir.

Bir canliya ait 6rnekten metagenomik kiitiiphanesi olusturulmasinda kullanilan bir

yonteme iliskin olup 6zelligi;

Orneklerden hiicre eldesi
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Vi.
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III.

10.

11.

12.

13.

Hiicrelerin lize edilmesi ve hiicre igeriginin toplanmasi

Hiicre iceriginin manyetik veya manyetik olmayan bead’lere baglanmis veya
kolonda immobilize edilmis anti histon antikorlar1 ile temas ettirilmesiyle

okaryotik gDNA’nin immobilize anti histon antikorlarina tutundurulmasti

Manyetik veya manyetik olmayan bead’ler iizerinde veya kolon iizerinde
bulunan anti histon antikorlarina baglanarak immobilize edilen Okaryotik

gDNA’nin hiicre igeri§inden uzaklastiriimasi

Okaryotik gDNA’nin uzaklastirilmas: sonrast elde edilen hiicre igeriginden

prokaryotik genomik DNA’nin izolasyonu

Metagenomik kiitliphanenin olusturulmas: i¢in gerekli basamaklarm takip

edilmesi adimlarimi igermesidir.

Okaryotik genomik DNA’nin prokaryotik genomik DNA’dan ayristirilmasinda
kullanima uygun bir kit olup 6zelligi;

Ornek igerisindeki hiicrelerin hiicre zarmin pargalanmasini (hiicre lizisi)

saglayan soliisyon (1. soliisyon);
Proteaz ve DNAz mhibitorlerini igeren solusyon (2. solusyon)

Manyetik veya manyetik olmayan bead’lere (boncuklara) baglanmis veya bir
kolonda immobilize edilmis anti histon antikorlar1 iceren soliisyon (3.

soliisyon) soliisyonlarini igermesidir.

Istem 8’e gore bir kit olup 6zelligi 1. soliisyonun deterjan bazh hiicre lizis ajam

veya lizis tamponu igermesidir.

Istem 9°a gore bir kit olup 6zelligi deterjan bazh hiicre lizis ajaninin iyonik, non-

iyonik veya zvitteriyonik deterjan olmasidir.
Istem 1-6’ya gdre bir ydntemin mikrobiyom ¢alismalarinda kullanilmasi.

Istem 11°e¢ gdre bir kullamm olup 6zelligi metagenom ¢alismalarinda

kullanilmasidir.

Istem 11-12’ye gore bir kullanim olup o6zelligi dkaryotik genomik DNA’nin
prokaryotik genomik DNA’dan ayristirilmasinda kullanilmasidir.
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14. Istem 8-9’a gore bir kit olup dzelligi Skaryotik genomik DNA’nm prokaryotik

genomik DN A’dan ayristirilmasinda kullanilmasidir.
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TARIFNAME

BAKTERI DNA’SI iZOLASYONUNDA OKARYOTIK DNA’NIN
UZAKLASTIRILMASI iCiN ANTI-HISTON ANTIKORLARI
KULLANILMASI VE KROMATIN iIMMUNO-PRESIPITASYONU METODU

TEKNIK ALAN

Mevecut bulus, metagenom-mikrobiyom c¢alismalarinda tim genom dizilemede
kullanima uygun bir kite ve s6z konusu kitin kullanildig1 bir tiim genom dizileme

yontemine iliskindir.

TEKNIGIN BILINEN DURUMU

Okaryotik DNA, ilk etapta histon proteinlerinin etrafina sarilmaktadir. Bu protein—
DNA kompleksleri yan yana gelerek bir yap1 meydana getirirler. Bu yap1 yaklasik 11
nm c¢apinda olup niikleozom olarak adlandirilmaktadir. Niikleozomlar kendi
aralarida linker (baglayic1) DNA iplikleri ile birbirlerine baghdirlar. Linker DNA nin
uzunlugu organizmaya gore degisim gostermekte olup, insan linker DNA’s1 38-53 bp
(base pair) uzunlugundadir. Niikleozomlarin kendi c¢evresinde burgulu bir bi¢cimde
sartll yapist sayesinde kromatinler, kromatinlerin hiicre boliinmesi sirasinda kisalip
kalinlagmas1 sonucunda ise kromozomlar olusur. Niikleozomlar, bir histon oktameri
¢ekirdegi etrafinda paketlenmis yaklasik 147 DNA baz ¢ifti icerirler. Histonlar,
Okaryotik kromatinde ilk diizeyde DNA paketlenmesinden sorumludurlar. Yiksek
oranda art1 yiiklii amino asitler (lizin ve arjinin) iceren histon proteinleri eksi yiikli
DNA’ya sikica baglanir. Histonun bes tipi (H2A, H2B, H3, H4 ve H1) vardir ve bir
Okaryottan digerine histonlarin molekiiler yapisi ¢ok benzerdir. Her histon oktameri,

H2A, H2B, H3 ve H4 histonlarmnin her birinden iki kopya icerir.

Okaryotik konak canlinin, kendi hiicrelerinin sayismdan en az 10 kat daha fazla
bakteri hiicresi ile birlikte yasadig: distiniilmektedir. Mikrobiyota, kelimenin tam
anlamiyla  viicut alanimizi  paylasan komiinal, simbiyotik ve patojen

mikroorganizmalarin ekolojik toplulugunu ifade etmektedir. Mikrobiyota, konagin
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metabolizma ve beslenme homeostazi, enerji harcamalar1 ve bagisiklik gibi ¢oklu
fizyolojik siireglerine katkida bulunmaktadir. Mikrobiyom ise mikrobiyotanin sahip
oldugu genetik materyalin tiimiinii ifade etmektedir. Son yillarda yapilan bir¢ok
caligmada, mikrobiyomun konakg¢inin metabolik durumunda oldugu kadar, bagisiklik
gelisiminde ve fonksiyonlarinda da dnemli bir role sahip oldugu gdsterilmistir. Bu
fonksiyon, bagirsak liimeni ve mukozal yiizeyleri arasinda kiiglik molekiillerin
degisimi yoluyla ve sistemik dolasimla elde edilmektedir. Konagin genomu esasen
statik olmasina ragmen, sahip oldugu mikrobiyom dinamik bir seyir géstermektedir.
Konak organizmanin barindirdigi mikrobik topluluklar, gelisim stireciyle birlikte,
beslenmedeki degisiklikler, yolculuklar, hastaliklar, tibbi tedaviler gibi bir¢ok faktor
nedeniyle siirekli olarak degismektedir. Son teknolojik gelismeler sayesinde, hayvan
modellerinin ve insan popiilasyonlarinin mikrobiyom dinamikleri hakkinda oldukca

ayrintili ¢aligmalar yapilmas1 artik miimkiin olmaktadir.

Metagenomik, mikrobiyal topluluklarin kiiltiirden bagimsiz genomik analizine verilen
isimdir. Bu isim, istatistiksel meta-analiz kavramindan (istatistiksel olarak ayri
analizleri birlestiren siire¢) ve genomikten (bir organizmanin genetik materyalinin
kapsaml analizi) tiiretilmistir. Metagenomik, kiiltiire edilemeyen ve bazi ortamlarda
bulunan mikroorganizmalarin % 99'undan fazlasini temsil etmesi dolayisiyla ¢ok
glclii bir yontemdir. Bu yaklasim temelde iki ayr1 prensibe dayanmaktadir: a)
Mikrobiyal genomik DNA'da dizi benzerligini paylasan genlerin (Orn; 16S TRNA)
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) amplifikasyonu sonrasi analizi; b) Biitiin genom
dizi analizi yontemi ile alinan 6rnek ig¢indeki biitlin canli materyaline ait genomik
DNA'larin bir biitlin olarak analiz edilmesi. Burada bahsedilen a) yontemi analiz
edilen orneklerde yalmizca bakteri tirlerinin ne olduguna dair bilgi vermektedir.
Bakteri tiirlerinin sahip oldugu genom DNA bilgisi ve genom DNA degisimlerini bu
metotla analiz etmek miimkiin degildir. Bir baska deyisle, bu yontem ile bakterilerin
tiirlinii tanimlamak miimkiinken, bakterilerin sahip oldugu gen havuzunu ve bu
havuzdaki degigsimleri incelemek mimkiin degildir. Bu sebeple bakterilerin sahip
oldugu genomdaki fonksiyonel analizlerin yapilmasi miimkiin olmamaktadir. Bu
sebeplerden dolay1, 16S rRNA dizilemesi fonksiyonel mikrobiyom arastirmalarina
olanak tanimamaktadir. Burada bahsi gegen b) yontemi ise 16s rRNA dizilemesine
gore cok yuksek bir maliyete sahip olmasi ve yalnizca bakteri genomlar1 degil,

ornegin alindigi konak canlmin genomunun da sekanslanmasiyla {retilen verinin
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%90’indan fazlasnin bakteriye degil, konak canliya ait olmasi ve metagenom
dizilemesi sonucu konagin (yani okaryotik canlinin) genom verisinin prokaryotlarin
genom verisinden biyoinformatik (in-siliko) metotlarla ayristirilmasiyla ozellikle
genomu bilinmeyen Okaryotik canlilarin da bulundugu o6rneklerden yapilan

caligmalarda sorun teskil etmesi dezavantajlarina sahiptir.

Teknigin bilinen durumunda var olan bu yontemlerin sahip oldugu dezavantajlar
metagenomik alaninda bakteri genomu dizilemede kullanima uygun yeni metotlarin

gelistirilmesi ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Bulus, manyetik veya manyetik olmayan bead’lere (boncuklara) baglanmis yahut bir
kolonda immobilize edilmis antihiston antikorlar1 i¢eren bir soliisyonu igeren bir kite
ve s0z konusu soliisyonun kullanildigi &karyotik genomik DNA’nin prokaryotik

genomik DNA’dan ayristirilmas1 metoduna iliskindir.

BULUSUN DETAYLI ACIKLAMASI

Bulus, dkaryotik genomik DNA’nin prokaryotik genomik DNA’dan ayristirilmasinda

kullanima uygun bir metoda iliskin olup ozelligi;

Orneklerin lize edilmesi ve hiicre iceriginin toplanmasi

b. Hiicre igeriginin manyetik veya manyetik olmayan bead’lere (boncuklara)
baglanmis veya kolonda immobilize edilmis anti histon antikorlari ile temas
ettirilmesiyle Okaryotik gDNA’nin immobilize anti histon antikorlarina
tutundurulmasi

c. Manyetik veya manyetik olmayan bead’ler (boncuklar) iizerinde veya kolon
lizerinde bulunan anti histon antikorlara baglanarak immobilize edilen dkaryotik

gDNA’nin hiicre igeriginden uzaklastiriimasi
adimlarini icermektedir.

Bulusa konu olan ydontem; okaryotik canlilarm kromatin iplikgiklerinin olusmasini
saglayan histon proteinlerinin, 6karyotik ve prokaryotik DNA’lar1 deneysel asamada
birbirinden ayirma yontemi olarak kullanilmasina dayanmaktadir. Bulusa konu olan

yontemde Orneklerden elde edilen hilcrelerin (0karyotik ve prokaryotik)
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patlatilmasindan (lize edilmesinden) sonra histon proteinlerine yiksek afinite ile
baglanacak antikorlar (yani anti histon antikorlar1) kullamlacak ve okaryatik hiicre
gDNA’larmmin  bu immobilize edilmis antikorlara baglanmas1 saglanacaktir.
Immobilize edilmis anti histon antikorlarma baglanan ¢oktiriilmesi ya da
ayristirilmast ile Okaryotik DNA prokaryotik DNA’dan uzaklastirilmis olacaktir.
Boylece geride kalan prokaryotik DNA’nmin dizileme analizlerinde kullanilmasi

mumkiin olacaktir.

Bulus sahiplerinin 6nerdigi metot ve bu metoda dayanarak hazirlanacak kit igerigi,
Okaryotik genomik DNA’nin deneysel basamaklarda elimine edilmesi prensibine
dayanmaktadir. Bu sayede metagenom analizlerindeki mevcut uygulamalarin sebep
oldugu %90 civarindaki okaryotik genomik DNA kontaminasyonunun sifira ya da

sifira yakin degerlere disiiriilmesi 6ngoriilmektedir.

Burada c¢) adiminda gerceklestirilen Gkaryotik gDNA’nin immobilize anti-histon

antikorlarma tutundurulmasi igslemi inkiibasyon ile gergeklestirilmektedir.

Burada bahsi gegen anti histon antikorlari; h2a, h2b, h3, h4 veya hl antikorlar

icerisinden secilebilir.

Bu basvuru kapsaminda kullanilan “6rnek™ her tirlii bitki ve hayvan dokusundan,
insan dokusundan, insan-hayvan digkisindan, insan-hayvan agiz florasindan, insan-
hayvan derisinden veya hava, su, toprak, deniz suyu, ¢amur, madenler, tuzlalar,

volkanlar, jeotermal kaynaklar, her tirli cismin yiizeyinden elde edilebilir.

Basvuru kapsamindan yukarida belirtilen kaynaklardan alinan érnekler tiim dokunun
izolasyonu, doku pargas1 izolasyonu, ylizey swabi, doku swabi, doku biyopsisi, diski
toplama, fekal swabu, tuvalet kagidi, rektal swab, mukozal biyopsi, intestinal mukozal

lavaj ornekleri ile elde edilebilir.

Bulusa uygun oOkaryotik genomik DNA’nin  prokaryotik genomik DNA’dan
ayristirilmasi yonteminin d) adiminda yer alan “uzaklastirma” ifadesi Manyetik veya
manyetik olmayan bead’ler (boncuklar) iizerinde veya kolon iizerinde bulunan anti
histon antikorlarina baglanarak immobilize edilen 6karyotik gDNA’min santrifiij
yoluyla ¢oktiiriiliip ayrilarak uzaklastirilmas: veya filtrasyon yoluyla uzaklastirilmasi

v.b. gibi yontemleri ifade etmektedir.

Bulusa kapsaminda bahsedilen “manyetik bead” ifadesi demir oksit nanopartikiilleri

veya c¢ekirdeginde demir oksit nanopartikiil bulunan ve izeri silan, alt, glimiis vb bir
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katmanla kaplanmis bead’leri veya superparamagnetik polistiren bead’leri

(boncuklar1); 6rnegin Dynabead™, ifade etmektedir.

Bulus kapsaminda bahsedilen “manyetik olmayan bead” ifadesi zirkonyum, agaroz,

silikadan elde edilen bead’leri (boncuklari) ifade etmektedir.

Bulug bir diger acidan bir canliya ait Ornekten metagenomik kutiiphanesi

olusturulmasinda kullanilan bir yonteme iliskin olup 6zelligi;

Orneklerin lize edilmesi ve hiicre igeriginin toplanmasi

Hiicre iceriginin manyetik veya manyetik olmayan bead’lere (boncuklara)
baglanmis veya kolonda immobilize edilmis anti histon antikorlar1 ile temas
ettirilmesiyle okaryotik gDNA’nmin  immobilize anti histon antikorlarina
tutundurulmasi

Manyetik veya manyetik olmayan bead’ler (boncuklar) uizerinde veya kolon
tizerinde bulunan anti histon antikorlarma baglanarak immobilize edilen dkaryotik
gDNA’nm hiicre igeriginden uzaklastiriimasi

Okaryotik gDNA’nin uzaklastirilmas: sonrasi elde edilen hiicre igeriginden
prokaryotik genomik DNAnin izolasyonu

Metagenomik kiitliphanenin olusturulmasi i¢in gerekli basamaklarin takip

edilmesi adimlarim igermesidir.

Burada iii) adiminda gergeklestirilen dkaryotik gDNA’nin immobilize anti-histon

antikorlarma tutundurulmasi islemi inkiibasyon ile gerceklestirilmektedir.

Burada v. adiminda gegeklestirilen hiicre igeriginden prokaryotik genomik DNA
izolasyonu teknigin bilinen durumunda var olan geleneksel yontemlerle, 6rnegin
fenol-kloroformun kullanildig1 organik ekstraksiyon yontemi ya da chelex

ekstraksiyonu veya ticari olarak var olan kitler araciligiyla gerceklestirilebilir.

Bulus bir diger acidan; ¢karyotik genomik DNA’nin prokaryotik genomik DNA’dan

ayristirilmasinda kullanima uygun bir kite iliskin olup 6zelligi;

I.  Ornek igerisindeki hiicrelerin hiicre zarmnin pargalanmasint (hiicre lizisi)
saglayan soliisyon (1. soliisyon);
II.  Proteaz ve DNAz inhibitdrlerini igeren soliisyon (2. soliisyon)
III.  Manyetik veya manyetik olmayan bead’lere (boncuklara) baglanmis veya bir
kolonda immobilize edilmis anti histon antikorlar1 iceren soliisyon (3.

soliisyon)
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soliisyonlarmi igermesidir.

1. soliisyonun kullanilmasi ile hiicre igerigi ortaya ¢ikacak, 2. soliisyonun kullanilmasi
ile hiicre i¢erigindeki histon proteinlerinin ve prokaryotik genomik DNA’nin yapisi
korunmus olacak, ii¢lincii soliisyonun kullanilmas: ile de dkaryotik genomik DNA

prokaryotik genomik DNA’dan uzaklastirilmis olacaktir

Bulusa uygun kit igerisinde yer alan 1. soliisyonda bulunan hiicre zarinin
par¢alanmasini, yani hiicre lizisini, saglayan soliisyon deterjan bazl hiicre lizis ajani
veya lizis tamponu olabilir. Deterjan bazli hiicre lizis ajant iyonik, non-iyonik veya
zvitteriyonik deterjan olabilir. Tercihen zvitteriyonik veya non-iyonik deterjan bazli

STM

ajanlar kullamilir. Zvitteriyonik deterjanlara ornek olarak CHAPS'™, non-iyoik

deterjanlara drnek olarak Triton-X"™ serisinde bulunan deterjanlar veya Tween-20™

ornek verilebilir.

Bu tiriin iginde metagenom analizi igin 3. soliisyonun kullanilmas1 bulusun ana yenilik
noktasmi olustururken, 2. soliisyondaki proteaz ve DNAz inhibitdrlerinin bir kokteyl
olarak metagenomik dizilemede kullanilacak olmasi da bulusa yenilik katan

yonlerdendir.

Bulusa uygun 3. soilisyon icerisinden bulunan manyetik bead’ler demir oksit
nanopartikiiller veya ¢ekirdeginde demir oksit nanopartikill bulunan ve tizeri silan,
altm, glimiis vb bir katmanla kaplanmis bead’ler veya superparamagnetik polistiren

dTM

bead’lerden (boncuklari); 6rnegin Dynabead ™, olugan bir grubun igerisinden segilir.

Buluga uygun 3. soliisyon igerisinden bulunan manyetik olmayan bead’ler zirkonyum,

agaroz veya silikadan elde edilen bead’lerden olusan bir grubun igerisinden segilir.

Bulusa uygun 3. soliisyon icerisinde anti histon antikorlari; h2a, h2b, h3, h4 veya hl

antikorlar1 igerisinden secilebilir.

Bulus bir diger agidan, bulusa uygun kitin ¢karyotik genomik DNA nin prokaryotik

genomik DNA’dan ayristirilmasinda kullanilmasina iliskindir.

Bulug ayrica, bulusa uygun yontemin mikrobiyom ¢aligmalarinda kullanilmasina
iliskindir. Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda bulusa uygun yontem metagenom
caligmalarinda kullanilir. Bulusun 6zellikle tercih edilen bir uygulamasinda, bulusa
uygun yontem Okaryotik genomik DNA’nin prokaryotik genomik DNA’dan

ayristirtlmasinda kullanilir.
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Bu tarifname baglaminda icerir ifadesinin kapsar ifadesini belirtmesi amaglanmistir.
Teknik agidan uygun olan yerlerde, bulusun uygulamalar1 birlestirilebilir.

Uygulamalar burada belirli 0Ozellikler/elemanlar icerecek sekilde agiklanmistir.
Tarifname ayrica esas olarak bahsi gecen 6zellikleri/elemanlar: iceren ya da bunlardan

meydana gelen diger uygulamalar1 da kapsamaktadir.

Patentler ve basvurular ve benzeri teknik referanslar referans yolu ile bu dokiimana

dahil edilmistir.

Burada spesifik olarak ve agikca anlatilan uygulamalar tek basmna ya da bir veya

birka¢ diger uygulama ile birlikte bir feragatnameye esas teskil edebilir.



