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OZET

YABANIL TiP VE/VEYA MUTASYONA UGRAMIS BiR HEDEF DNA DiZiSiNi TESPIT
ETMEYE YONELIK YONTEM VE KIT

Mevcut bulug; (a) DNA dizilerinin her birinin, bir birinci dizi segmenti, restriksiyon
endonikleaz ile kesildigi (zere genomik DNA'nin bir ikinci dizi segmenti, s6z konusu
birinci dizi ile, eger mevcut ise restriksivon endonukleazin 5 c¢ikintisi birlesimini ters
tamamlayici bir Gglincl dizi segmenti icerdigi DNA kutiphanesini saglama; (b) birinci veya
ikinci hedef dizi pozitif zincirin ikinci dizi segmentinin 3’ ucu bolgesine hibridize olan bir
birinci geri primer; birinci hedef dizi antipozitif zincirin ikinci dizi segmentinin 3’ ucu
bolgesine hibridize olan bir ikinci ileri primer; ikinci hedef dizi antipozitif zincirin uguncu dizi
segmentinin 5 ucu bhbdlgesine hibridize olan bir birinci kismi ve ikinci hedef dizi antipozitif
zincirin ikinci dizi segmentinin 3" ucu bdlgesine hibridize olan bir ikinci kism igeren, birinci
kisminin uzunlugu, dglincl ileri primerin toplam uzunluguna goére %20 ila %80 olan bir
Uguncu ileri primer kullanarak PCR ile DNA dizisi kutuphanesini amplifiye etme; (c) (b)
adiminda amplifiye edilen DNA dizilerini tespit etme adimlarini igeren, bir mutasyonun bir
restriksiyon endonukleaz igin bir restriksiyon bolgesi meydana getirmesifortadan
kaldirmasi noktasinda ayrilan, bir DNA kutiphanesinden bir birinci ve/veya bir ikinci hedef

DNA dizisini tespit etmeye yonelik bir yontem ile ilgilidir.

33



10

15

20

25

30

4010/EP/TR

ISTEMLER

1. (&) Her biri, sirasiyla 5° ucundan 3’ ucuna, 15 ila 50 nikleotidlik bir uzunluga sahip olan
bir birinci dizi segmenti, restriksiyon endontikleaz ile kesildigi Ozere genomik DNA nin bir
ikinci dizi segmenti, bahsedilen birinci dizi segmenti ile, eder mevcut ise restriksiyon
endonikleaz tarafindan olusturulan % gikintisi birlesimini ters tamamilayici bir Gglinci dizi
segmenti iceren DNA dizilerinin kiltiphanesini saglama;

(b) - en az bir birinci hedef dizi pozitif zincir veya en az bir birinci kesilmis ikinci hedef
dizi pozitif zincirin ikinci dizi segmentinin 3’ ucu bolgesine hibridize olan en az bir
birinci geri primer;

- en az bir birinci hedef dizi antipozitif zincirin ikinci dizi segmentinin 3’ ucu
bolgesine hibridize olan en az bir ikinci ileri primer;

- en az bir birinci kesilmis ikinci hedef dizi antipozitif zincirin uguncu dizi
segmentinin 5° ucu bdlgesine hibridize olan bir birinci 5" kismi ve en az bir birinci
kesilmis ikinci hedef dizi antipozitif zincirin ikinci dizi segmentinin 3" ucu bholgesine
hibridize olan bir ikinci 3' kismi igeren, birinci kisminin uzunludu, en az bir Gglinci
ileri primerin toplam uzunluguna gore %20 ila %80 olan en az bir uguncu ileri
primer

kullanarak PCR ile DNA dizisi kutuphanesini amplifiye etme

(c) (b) adiminda amplifiye edilen DNA dizilerini tespit etme

adimlarini igeren, ikinci hedef dizideki tek bir veya ¢ok sayida nikleotid substitlisyonu

veya delesyonu veya insersiyonunun, bir restriksiyon endonukleaz igin bir restriksiyon

bolgesi olusturarak, bu resfriksiyon endonukleaz tarafindan kesilmesi durumunda
olusturulan restriksiyon bédlgesinin bir birinci kesilmis ikinci hedef dizisini 3’ ve olusturulan
restriksiyon bolgesinin bir ikinci kesilmis ikinci hedef dizisini & meydana getirmesi
noktasinda, birinci hedef DNA dizisinin ikinci hedef DNA dizisinden ayrildidi, bir DNA dizisi
kutuphanesinden, en az bir birinci hedef DNA dizisinden ve en az bir ikinci hedef DNA

dizisinden en az hir tanesini tespit etmeye yonelik bir yentem.
2. (b) adiminin, en az bir birinci kesilmis ikinci hedef dizi pozitif zincirin ikinci dizi

segmentinin 3’ ucu bolgesine hibridize olan en az bir dorduncu geri primer de kullandigi,

istem 1'e gore yontem.
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3. DNA dizisi kutuphanesinin, deterministik restriksiyon bolgesi tum genom amplifikasyonu

ile elde edildigi, istem 1 veya istem 2’ye gdre yontem.

4. (c) adiminin bir DNA dizileme yontemi ile gergeklegtirildigi, istemler 1 ila 3'ten herhangi

birine gore yontem.

5. DNA dizileme yonteminin, Sanger dizileme veya sentez ile dizileme oldugu, istem 4'e

gore yontem.

6. En az bir Ocunci ileri primerin birinci kisminin uzunlugunun, bahsedilen en az bir
Oclined ileri primerin toplam uzunluguna gdre %40 ila %60 oldudu, dnceki istemlerden

herhangi birine gore yontem.

7. En az bir uguncu ileri primerin soz konusu ikinci kisminin baz olarak uzunlugunun, soz
konusu restriksiyon endonikleazin konsensus dizisinin, eder mevcut ise, bu restriksiyon
endonukleaz ile olusturulan 5’ ¢ikinti ile farkinin yarisina karsilik gelen bir minimum ile 30

bazlik bir maksimum arasinda oldugu, dnceki istemlerden herhangi birine gore yontem.

8. 56z konusu primerlerden en az bir tanesinin, sdz konusu birinci veya ikinci hedef dizi,
pozitif veya antipozitif zincirden hig birisine hibridize olmayan 5' ucu bholgesini de icerdidi,

onceki istemlerden herhangi birine gore yontem.

9. Restriksiyon endonikleazin Msel oldugu, 6nceki istemlerden herhangi birine gore

yontem.

10. - En az bir birinci hedef dizi pozitif zincir veya en az bir birinci kesilmis ikinci hedef dizi
pozitif zincirin ikinci dizi segmentinin 3’ ucu bolgesine hibridize clan en az bir birinci geri
primer;

- en az hir birinci hedef dizi antipozitif zincirin ikinci dizi segmentinin 3’ ucu bdlgesine
hibridize olan en az bir ikinci ileri primer;

- en az bir birinci kesilmis ikinci hedef dizi antipozitif zincirin Uguncu dizi segmentinin 5’
ucu bélgesine hibridize olan bir birinci 5’ kismi ve en az bir birinci kesilmis ikinci hedef dizi

antipozitif zincirin ikinci dizi segmentinin 3" ucu bolgesine hibridize olan bir ikinci 3’ kismi
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igeren, birinci kisminin uzunlugu, en az bir Gglncl ileri primerin toplam uzunluguna gére
%20 ila %80 olan en az bir uguncu ileri primer igeren,

ikinci hedef dizideki tek bir veya cok sayida nukleotid substitisyonu veya delesyonu veya
insersiyonunun, bir restriksiyon endonikleaz igin bir restriksiyon bélgesi olusturarak,
restriksiyon endonukleaz tarafindan kesilmesi durumunda olusturulan restriksiyon
bolgesinin bir birinci kesilmis ikinci hedef dizisini 3’ ve olusturulan restriksiyon bolgesinin
bir ikinci kesilmig ikinci hedef dizisini 5 meydana getirmesi noktasinda, birinci hedef DNA
dizisinin ikinci hedef DNA dizisinden aynldigi, ve kutliphanenin her bir DNA dizisinin,
sirasiyla 5’ ucundan 3’ ucuna, 15 ila 50 niikleotidlik bir uzunluda sahip olan bir birinci dizi
segmenti, restriksiyon endonukleaz ile kesildigi Uzere genomik DNA'nin bir ikinci dizi
segmenti, bahsedilen birinci dizi segmenti ile, eder mevcut ise restriksiyon endonukleaz
tarafindan olugturulan 5 cikintisi birlesimini ters tamamlayici bir G¢ineu dizi segmenti
icerdigi, bir DNA dizisi kiutuphanesinden, en az bir birinci hedef DNA dizisinden ve en az

bir ikinci hedef DNA dizisinden en az bir tanesini tespit etmeye yonelik kit.

11. ALK veya EGFR veya PIK3CA mutasyonlarinin teshisinde kullanima yonelik, istem
10’a gore kit.
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TARIFNAME

YABANIL TiP VE/VEYA MUTASYONA UGRAMIS BiR HEDEF DNA DIZiSiNi TESPIT
ETMEYE YONELIK YONTEM VE KIT

Mevcut bulug, yabanil tip bir hedef DNA dizisini ve/veya mutasyona ugramis bir hedef
DNA dizisini tespit etmeye yonelik; tek bir veya ¢ok sayida nukleotid substutisyonu veya
delesyonu veya insersiyonunun bir restriksiyon endonukleaz icin bir restriksiyon bolgesi

olusturmasi/ortadan kaldirmasi bakimindan farkli olan bir yontem ve bir kit ile ilgilidir.

Teknigin Bilinen Durumu

Dizileme ve SNP tespiti dahil olmak Uzere farkli turden genetik analizlerin yapilmasina
imkan vermek amaciyla, DNA'yI amplifive etmek igin tek veya birkag¢ hlicre Gzerinde Tum

Genom Amplifikasyonu kullaniimaktadir.

Deterministik bir restriksiyon bolgesi (bundan sonra DRS-WGA olarak adlandirilacaktir)
temelinde bdlge ligasyon aracih bir PCR (LM-PCR) yoluyla Tum Genom Amplifikasyonu
EP1109938 dokiimanindan bilinmektedir.

Tek hucrelerin amplifikasyonunda DRS-WGA'nin daha iyi oldugu (6rn: Lee YS, et al:
Comparison of whole genome amplification methods for further quantitative analysis with
microarray-based comparative genomic hybridization. Taiwan J Obstet Gynecol. 2008,
47(1):32-41) bakiniz) ve ayrica fiksatif tedavi nedeniyle DNA degradasyonuna karsl daha
toleransli oldugu (orn: Stoecklein N.H. et al: SCOMP is Superior to Degenerated
Oligonucleotide Primed-PCR for Global Amplification of Minute Amounts of DNA from
Microdissected Archival Samples. American Journal of Pathology 2002, Vol. 161, No. 1;
Arneson N. et al.: Comparison of Whole Genome Amplification methods for analysis of
DNA extracted from microdissected early breast lesions in formalin-fixed paraffin-
embedded tissue. ISRN Oncol. 2012; 2012;710692 bakiniz) gérilmustir.

DRS-WGA DNA katliphaneleri, Sekil 1A'da gosterildigi gibi genel yapisi olan DNA

fragmentlerini icermektedir. Sekil 1B, restriksiyon endonikleaz Msel kullanilarak DRS-
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WGA ile elde edilen DNA kltuphanesi fragmentlerinin yapisina ait spesifik bir 6rnegi

gostermektedir.

Akig asadl DRS-WGA mutasyon tespiti deneyleri normalde, primerleri restriksiyon
endonikleaz (RE) amplikenunda tasarlayarak gerceklestiriimektedir. DNA-WGA uniform
ve dengeli amplifikasyon bakimindan en iyi sonuglar verse de, séz konusu mutasyonun
RE amplikonu igerisinde DRS-WGA restriksiyon endonukleaz icin bir restriksiyon bolgesi
olusturdugu veya ortadan kaldirdigi durumlarda mutasyon vari§ini belirlemek igin
deneyleri tasarlamak zorlu olabilmektedir; bunun nedeni ise primerleri RE amplikonu
icerisinde tasarlamaya yonelik bilinen yolun yabanil tip ve mutasyona ugramig DNA'y

ayirt etmeye imkan vermemesidir.

Aciklama yoluyla, yukarida bahsedilen probleme neden olan mutasyon érnekleri bundan
sonra Msel restriksiyon endonukleaz restriksiyon bolgesi TTTA icin gosteriimektedir,
bununla birlikte ayni problemler herhangi baska bir restriksiyon bolgesinde de meydana
gelmektedir. Asagida belirtilen drneklerin mevcut bulusu sinirlandirmadidi, kor uglu DNA
fragmentlerini toplayan bir restriksiyon endonukleaz kullanan yontemler dahil clmak tizere,

DRS-WGA igin diger yontemleri de kapsadigi anlagiimalidir.

Vaka A. Bir mutasyon yeni bir restriksiyon bélgesi (RS) olugturmaktadir
Substutisyon

Substitisyon, bir (veya daha fazla) nukleotid(ler)in farkli bir nikleotidle yanhs bir sekilde
degistirildigi bir DNA mutasyonudur. Bu durum belirli DNA bélgesindeki nukleotid dizisinde

bir degisime yol agmaktadir.

Substutisyon dolayisiyla, yabanil tip (WT) DNA dizisinde RS'nin mevcut olmadid
mutasyona ugramis {M) DNA dizisinde bir RS olusturmaktadir.
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Tek bir baz-substitisyon érnegi olarak:

WT Dizisi
VTAA
TVAA
TTBA
TTAB

M Dizisi
TTAA
TTAA
TTAA
TTAA

4010/EP/TR

Vaka
(1)
(2)
(3)
(4)

burada V; A veya C veya G (T degil), B ise C veya G veya T'dir (A degil).

Delesyon

Bir DNA mutasyonu, yabanil tip (WT) DNA dizisinde RS’nin mevcut olmadigi mutasyona

ugramis (M)
kaldirabilmektedir.

DNA dizisinde bir

RS ureten bir

Tek veya ¢ok sayida (n) baz delesyonuna &rnek olarak:

Insersiyon

WT Dizi

TIV].TAA
TTV].AA
TT[B].AA
TTA[B].A

M Dizi
TTAA
TTAA
TTAA
TTAA

(veya daha fazla) nukleotid(ler)i

Bir DNA mutasyonu, yabanil tip (WT) DNA dizisinde RS'nin mevcut olmadigi mutasyona

ugramis (M) DNA dizisinde bir RS ureten bir

ekleyebilmektedir.

Tek bir baz insersiyonuna ornek olarak:

WT Dizi
VTAA
TTAB

M Dizi
[insTITAA
TT[insA]JAB

3

(veya daha fazla) nukleotid(ler)i

Vaka

(9)
(10)
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ve ilgili ayirt edilemez vakalar:
VTAA T[insT]AA (99
TTAB TTA[insA]B (10')

Yukaridaki mutasyonlarin tOmu bir RS olusturarak; yalnizca yabanil tip alel (eger mevcut
ise) dogru bir sekilde amplifiye edilecegi ve dizilenecedi igin, mutasyon bolgesini iceren hir
bolgeyi amplifiye eden primer ciftleri kullanildiginda, 6rnegin PCR ve Dizileme ile,
mutasyonun DNA kutlphanesi fragmentinde tespit edilememesine yol agcmaktadir. Bu

durum Sekil 2'de, soldaki ekli resimde Vaka A olarak dzetlenmigtir.

Vaka B. Mutasyon yabanil tip (WT) diziden restriksiyon bolgesini kaldirmaktadir

Substutisyon

Substitisyon, WT DNA dizisinde mevcut olan RS’yi kaldirabilmektedir.

WT Dizi M Dizi Vaka
TTAA VTAA (11)
TTAA TVAA (12)
TTAA TTBA (13)
TTAA TTAB (14)

Yukarida belirtilen, M DNA dizisinin ve WT DNA dizisinin yer degistirdigi vakalara (1)-(4)
karsilik gelmektedir.

Delesyon

Bir DNA mutasyonu, bir RS’nin yabanil tip (WT) DNA dizisinde mevcut oldugu bir RS'yi

kaldiran bir (veya daha fazla) nikleotid(ler)i kaldirabilmektedir.
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Tek baz delesyonlarina drnek olarak:

WT Dizi
VTTAA
TTAAB

ve ilgili ayirt edilemez vakalar:
VTTAA
TTAAB

Insersiyon

M Dizi
V[delT|TAA
TT[delAJAB

VT[delTIAA
TTA[delA]B

4010/EP/TR

Vaka
(19)
(16)

Bir DNA mutasyonu, bir RS’ nin yabanil tip {WT) DNA dizisinde mevcut oldugu bir RS’yi

kaldiran bir (veya daha fazla) nukleotid(ler)i ekleyebilmektedir.

WT Dizi
TTAA
TTAA
TTAA
TTAA

M Dizi
TlinsV].TAA
TT[insV],AA
TT[insB],AA
TTA[insB], A

Vaka
(17)

(18)
(19)
(20)

Yukaridaki 6rnekte oldugu gibi bir veya daha fazla bazin delesyonunu igeren herhangi bir

(veya baska bircok) vaka bir WT dizide bulunan RS'yi kaldirarak, pargalanmamis bir diziye

yol acmaktadir.

Mutasyona ugramis dizinin, mutasyon bolgesini iceren DNA dizisini amplifiye eden primer

ciftlerini tasarladigi kolaylikla tanimlanakilirken, yabanl tip alel (e§er mevcut ise) amplifiye

edilme konusunda basarisizhida ugrayarak genotip hakkinda yanhs bir degerlendirme

vermektedir. Bu durum Sekil 2'de, sagdaki ekli resimde Vaka B olarak 6zetlenmistir.

Dahasi, mutasyon olmadiginda PCR'dan higbir sinyal olmayacaktir ve DRS-WGA

esnasinda bir yabanil tip alel ¢ikisi olup clmadi§i veya genotipin basitge yabanil tip olup

olmadigini belirlemek imkansiz hale gelecektir.
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EP1350853 dokimaninda restriksiyon bélgelerindeki polimorfizmleri ortaya ¢ikaran
cogaltiimis parca uzunluk polimorfizmi {AFLP) teknigi agiklanmaktadir. Bir veya daha fazla
genom arasindaki dizi polimorfizmlerini tespit etmeye yonelik yontem, (a) nukleik asit
fragmentlerinin restriksiyon endonikleazlar ile fragmente edilmesi ile elde edildigi, bir
baslangi¢ nikleik asidinden, uglarn en az bir adaptér ile uyumlu olan birden ¢ok adaptore
baglanabilir nukleik asit fragmentleri saglayarak; {b) adaptore bagh nukleik asit
fragmentleri olusturacak sekilde sz konusu niikleik asit fragmentlerinin s6z konusu uglar
ile sbz konusu en az bir adaptdr arasinda bir ligasyon reaksiyonu gergeklestirerek; (c)
temelde sdz konusu en az bir adaptorun nukleotid dizisini tamamlayici en az bir
amplifikasyon primeri kullanma vyoluyla stz konusu adaptore bagh nikleik asit
fragmentlerini amplifiye ederek; ve (d) s6z konusu amplifiye edilmis adaptdre bagl nikleik
asit fragmentlerinden bir nokleik asit parmak izi olusturarak s6z konusu genomlardan
nikleik asit parmak izi Uretilmesini; dizi polimorfizmlerinin varhgini belirleyecek sekilde
amplifiye edilmis nikleik asit fragmentlerinin varhdi veya yoklugu veya aralarindaki farklar

icin elde edilen nilkleik asit parmak izlerinin karsilastinimasini icermektedir.

Bununla birlikte, bu yontem spesifik bir polimorfik bolgenin tespitine imkan vermemektedir.

Quiang Nie ve arkadaslari, bir EGFR polimorfizmi i¢in RFLP-PCR analizini agiklamaktadir.
Bu teknik, polimorfizmi barindiran ilgilenilen bolgeleri amplifiye etmek uUzere spesifik
primer giftlerini  kullanmakta ve ardindan amplifiye edilen fragmente spesifik bir

restriksiyon endonukleaz uygulamaktadir.

US 6420117 B1 dokimani, degistirilebilir elemanlardan kaynaklanan tekrarli
polimorfizmlerin tespitine ydnelik bir yéntemi agiklamaktadir. Bu yéntem bir DNA parmak
izi saglamaktadir ve adaptérleri igeren birden gok restriksiyon fragmentinin saglanmasini;
bir primer ¢ifti ile restriksiyon fragmentlerinin en azindan bir kisminin amplifiye edilmesini,
ki burada primer ciftine ait bir primerin nukleotid dizisi ilgilenilen bir dizinin bir kismini
tamamlayicidir ve bahsedilen primer ciftinin diger primeri ise 5 ucunda adaptbriin en

parmak izi Uretmek Gzere amplifiye edilmig fragmentlerin ¢ozlilmesini icermektedir.

Dolayisiyla mevcut bulusun bir amaci, DRS-WGA'nin restriksiyon endonukleazi igin bir

restriksiyon bdélgesi varliginda yabanil tip hedef DNA dizisi ve mutasyona ugramis hedef
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DNA dizisinin farkllastiyi, DRS-WGA ile elde edilen gibi bir yapiya sahip bir DNA
fragmenti kitiphanesindeki yabanil tip bir hedef DNA dizisi ve/veya mutasyona ugramis
bir hedef DNA dizisinin tespit edilmesine yonelik, yukarida siralanan problemleri basit ve

verimli bir gekilde ¢bzen bir ydntem saglamaktir.

Bu amaca, istem 1'de tanimlandi§i gibi bir yontemle ilgili oldugu icin mevcut bulug ile
ulasiimaktadir.

Mevcut bulusun baska bir amaci ise istem 10°da tanimlandigi gibi bir kit saglamaktir.

Tanimlar

Aksi belirtiimedigi slrece, burada kullanilan tim teknik ve bilimsel terimler, bu buluga
iliskin teknikte olagan bir kisinin yaygin bir sekilde anlayacadi sekilde ayni anlama
gelmektedir. Mevcut bulusun uygulanmasi veya test edilmesinde burada aciklananlara
benzer veya denk birgcok yontem ve malzeme kullanilabilecek olsa da, tercih edilen
yontemler ve malzemeler agsadida agiklanmistir. Aksi belirtiimedidi slrece, s6z konusu
bulus ile birlikte kullaniimak Uzere burada agiklanan teknikler, teknikte olagan kisilerin iyi

bildigi standart metodolojilerdir.

‘Restriksiyon bolgesi® veya “RS” terimi ile, restriksiyon endonukleaz (veya “RE")
tarafindan taninan bir DNA molekiliindeki nukleotid dizileri (tipik olarak uzunlukga 4-8 baz
¢ifti) belirtiimektedir. Restriksiyon bolgesinde, restriksiyon endonukleaz nukleotidleri,

aralarinda bir fosfodiester bag hidrolize ederek kesmektedir.

“‘mutasyona badiml restriksiyon bélgesi” (veya “MDRS") terimi ile, mutasyon etkisi ile

olusturulan veya kaldinlan RS belirtiimektedir.

‘kesme bolgesi” {veya “CS”) terimi ile, RE ile hidrolize edilen fosfodiester badlarinin yer

aldigi restriksiyon bélgesinin dizisindeki pozisyon helirtilmektedir.

“‘mutasycna bagimh kesme bolgesi” (veya *MDCS”) terimi ile, mutasyon etkisi ile

olusturulan veya kaldirilan CS belirtiimektedir.
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‘amplikon” terimi ile, PCR amplifikasyonu tarafindan dretilen bir DNA bdlgesi

belirtiimektedir.

‘DRS-WGA amplikonu” veya “WGA amplikonu” terimleri ile, bagh WGA primerleri
tarafindan kusatilan iki RS arasindaki bir DNA dizisini iceren, DRS-WGA sirasinda
amplifiye edilmig bir DNA fragmenti belirtiimektedir.

‘WGA PCR primeri” veya “evrensel WGA primeri” veya “adaptor” terimleri ile, DRS-
WGA'daki restriksiyon enziminin faaliyeti ile olusturulan her bir fragmente badh ilave

oligonukleotid belirtiimektedir.

“‘orijinal DNA”™ terimi ile, DRS-WGA ile amplifikasyondan onceki genomik DNA (gDNA)

belirtiimektedir.

“hedef dizi” ifadesi ile, orijinal DNA Uzerindeki ilgilenilen bolge. ifade edilmektedir.

“hedef dizi anlaml zincir” ifadesi ile genel olarak, mRNA ile ayni diziye sahip olan ve anti
anlamli zinciri tamamlayici olan, 5’ — 3’ isleyen DNA zincirinin segmenti belirtiimektedir.

Anlaml zincir “pozitif zincir” olarak da ifade edilebilmektedir.

Basitlik bakimindan, mevcut bulusta *hedef dizi pozitif zincir” (TSPS) terimi asagdidaki

anlamlarda kullanilacaktir:

1) artan nukleotid sayisi olan dizideki mutasyona bagiml kesme bblgesinin 3’
tarafinda mutasyonun meydana gelmesi durumunda, artan nikleotid sayisi ile
genomik DNA dizisini tanimlamaktadir

2) artan nlkleotid sayisi olan dizideki mutasyona bagimh kesme bblgesinin 5’
tarafinda mutasyonun meydana gelmesi durumunda, artan nukleotid sayisi ile

genomik DNA dizisinin ters tamamlayicisini tanimlamaktadir

Tutarh olarak, “hedef dizi antipozitif zincir” (TSAS) terimi mevcut agiklamada asagidaki

anlamlarda kullanilacaktir:
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3) artan nikleotid sayisi olan dizideki mutasyona bagdimli kesme bolgesinin 3’
tarafinda mutasyonun meydana gelmesi durumunda, artan nikleotid sayisi ile
genomik DNA dizisinin ters tamamlayicisini tanimlamaktadir

4) artan nikleotid sayisi olan dizideki mutasyona bagimli kesme bblgesinin 5’
tarafinda mutasyonun meydana gelmesi durumunda, artan nukleotid sayisi ile

genomik DNA dizisini tamimlamaktadir.

“artan nlkleotid sayis’” ifadesi, kromozom pozisyonuna gore numaralandirmayi

belitmektedir (UCSC Genom Tarayicisi gibi dizi veri tabanlarinda bulunan gibi).

“bir dizi segmentinin 5 ucu bblgesi” ifadesi ile, bahsedilen nukleotid dizilerinin

lokalizasyonunun, dizi segmentinin 5’ terminal ucuna dogru oldugu belirtiimektedir.

“bir dizi segmentinin 3 ucu bolgesi” ifadesi ile, bahsedilen nukleotid dizilerinin

lokalizasyonunun, dizi segmentinin 3’ terminal ucuna dogru oldugu belirtiimektedir.

Sekillerin Kisa Aciklamasi

Sekil 1A, bir mutasyona badimh kesme bolgesi (MDCS} kesilmedidi zaman restriksiyon
endoniklazi Msel kullanilarak, spesifik bir DRS-WGA ile elde edilen bir DNA kiutuphanesi
fragmentinin genel yapisina ait bir ¢izimi gdstermekiedir. Kisalimalar belirtildigi gibidir:
FTS = birinci hedef dizi; CS = kesme bolgesi; RS = restriksiyon bolgesi; FTSPS = birinci
hedef dizi pozitif zincir; FTSAS = birinci hedef dizi antipozitif zincir; NUCL# = nukleotid
sayisi (ok yonunde artmaktadir); WT = yabanil tip; MDCS = mutasyona bagiml kesme
bbdlgesi.

Sekil 1B, bir mutasyona bagimli kesme bdlgesi (MDCS) yanldidi zaman restriksiyon
endoniklazi Msel kullanilarak, spesifik bir DRS-WGA ile elde edilen bir DNA kituphanesi
fragmentinin genel yapisina ait bir gizimi gostermektedir. ilave kisaltmalar belirtildigi
gibidir: STS = ikinci hedef dizi; MDRS = mutasyona badimh restriksiyon bolgesi; M =
mutasyona ugramis; STSPS = ikinci hedef dizi pozitif zincir; STSAS = ikinci hedef dizi
antipozitif zincir.

Sekil 1C, birinci hedef dizi poazitif ve antipozitif zincirlerin bir gizimini ve ilgili geri ve ileri
primerlerin konumunu géstermektedir. ilave kisaltmalar belirtildigi gibidir: R1 = birinci geri

primer; F2 = ikinci ileri primer.
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Sekil 1D, ikinci hedef dizi pozitif ve antipozitif zincirlerin bir ¢izimini ve ilgili geri ve ileri
primerlerin konumunu gdstermektedir. ilave kisaltmalar belirtildigi gibidir: F3 = (i¢linci ileri
primer; F31 = G¢unci ileri primerin birinci kismi; F32 = Gglancu ileri primerin ikinci kismi.
Sekil 1E, artan nikleotid sayisi ile mutasyon dizideki MDCS'nin & tarafinda yer aldidi
zaman birinci hedef dizi pozitif ve antipozitif zincirlerin bir cizimini ve ilgili geri ve ileri
primerlerin konumunu gostermektedir.

Sekil 1F, artan niikleotid sayisi ile mutasyon dizideki MDCS'nin &' tarafinda yer aldidi
zaman ikinci hedef dizi poazitif ve antipozitif zincirlerin bir gizimini ve ilgili geri ve ileri
primerlerin konumunu gostermektedir.

Sekiller 1A-1F'de, kesilmemis dizinin WT dizi, kesilmis dizinin ise Mutant dizi oldugu
duruma atifta bulunulmustur. Mutasyona ugramis dizinin kesilmemis oldugu ve yabanil tip
dizinin kesildigi alternatif durum, WT ile M kolayca degistirilerek kolaylikla elde
edilebilmektedir.

Sekil 2, mutasyona ugramis DNA dizisindeki bir restriksiyon bdlgesinin olusturulmasini
(Vaka A — soldaki ekli resim) veya cikanlmasint (Vaka B) iceren iki durumun
basitlestiriimis bir ¢izimini ve geleneksel mutasyon tespit yontemleri ile sonuglar
gostermektedir.

Sekil 3, Ornek 1'deki wt ve mutasyona ugramig DNA icin bir bivalan primer gifti ile
gerceklestirilen bir PCR amplifikasyona ait ayriimis uridnlerin jel elektroforezinin bir
goruntusunu gostermektedir. Cnt: WGA reaksiyonunun boslugu. C-: PCR reaksiyonunun
boslugu.

Sekil 4A ve 4B, bulusa uygun ydntemin ¢alisma prensiplerinin basitlestirilmis gérunamunu
gbstermektedir. Sekil 4A, mutasyonun dizide bir restriksivon bélgesi olusturdugu durumu
gostermektedir. Sekil 4B, mutasyonun dizideki restriksiyon bdlgesini kaldirdigi durumu
gostermektedir.

Sekil 5, evrensel WGA primere uzunlugunca %86 homolog olan, restriksiyon bolgesi dahil
olmak Uzere mutasyona udramis bir spesifik 5 primer ile gergeklestiriien bir PCR
amplifikasyonuna ait ayrlmis Grunlerin  bir jel elektroforezinin  bir goruntusunu
gostermektedir.

Sekil 6, Ornek 3'teki yabanil tip spesifik 5 primer ile gergeklestirilen bir PCR
amplifikasyonuna ait aynlmis COrinlerin  bir jel elektroforezinin bir goérintisini

gostermektedir.
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Sekil 7, Ornek 3'teki mutasyona ugramis spesifik 5' primer ile gerceklestirilen bir PCR
amplifikasyonuna ait ayrilmig drdnlerin - bir jel elektrforezinin  bir gdérantisini
gostermektedir.

Sekil 8, Ornek 3'teki bir yabanl tip alelin dizilenmesine ait bir 6rnegi gdstermektedir.

Sekil 9, Ornek 3'teki mutasyona udramig bir alelin dizilenmesine ait bir drnegi
gostermektedir.

Sekil 10, Ornek 4'tin sonuglanini dzetleyen bir tabloyu gstermektedir.

Sekil 11, Ornek 5'teki mutasyona ugramis primer gifti ile gergeklestirilen M ve WT miinferit
hicrelerin PCR amplifikasyonuna ait ayrilmig Grtnlerin jel elektroforezinin bir gérantusini
gostermektedir.

Sekil 12, Ornek 5'teki yabanil tip primer ifti ile gerceklestirilen M ve WT minferit
hucrelerin PCR amplifikasyonuna ait ayrilmig Grunlerin jel elektroforezinin bir goruntusunu
gostermektedir.

Sekil 13, ornek &’daki bir yabanil tip tek hicrenin ters zincir dizisinin bir ornedini
gostermektedir.

Sekil 14, érnek 6’'daki mutasyona ugramis bir tek hicrenin ters zincir dizisinin bir drnegini
gostermektedir.

Sekil 15, Ornek 6’nin sonuglarini 6zetleyen bir tabloyu géstermektedir.

Sekil 16, mutant PCR Urinu igin pozitif bir yabanil tip hicrenin (bir Idkosit) (yani, yalniz
PCR drini icin yanlis pozitif) ters zincir dizisinin bir drnedini gostermektedir, ki bunun,

Ornek 6'da oldugu gibi deney ile yabanil tip oldugu onaylanmgtir.

Bulusun Ayrintih Aciklamasi

Mevcut bulusa goére bir DNA dizisi kituphanesinden en az bir birinci hedef DNA dizisinden
ve en az bir ikinci hedef DNA dizisinden en az birisinin tespit edilmesine yonelik yontem,
(a) ila (¢) adimlarini icermektedir. Ikinci dizideki tek bir veya ¢ok sayida niikleotid
substitusyonu veya delesyonu veya insersiyonunun, bir restriksiyon endonukleaz icin bir
restriksiyon bolgesi olusturarak, restriksiyon endonikleaz tarafindan kesilmesi durumunda
olusturulan restriksiyon bdélgesinin bir birinci kesilmis ikinci hedef diziyi 3’ ve clusturulan
restriksiyon bolgesinin bir ikinci kesilmis ikinci hedef dizisiyi 5 meydana getirmesi
noktasinda, birinci hedef DNA dizisi ikinci hedef DNA dizisinden ayrilmaktadir. Soldaki ekli
resimde vaka Ayl gosteren Sekil 2'ye, ve Sekil 4A’ya atifla, birinci hedef DNA dizisi
yabanil tip DNA dizisine karsilik gelmekte, ikinci hedef DNA dizisi ise mutasyona ugramis
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DNA dizisine karsilik gelmekteyken; sagdaki ekli resimde vaka B'yi gosteren Sekil 2'ye, ve
Sekil 4B’ye atifla, birinci hedef DNA dizisi mutasyona ugramig DNA dizisine, ikinci hedef
DNA dizisi ise yabanil tip DNA dizisine karsihk gelmektedir.

(a) adiminda DNA dizisi kitiphanesi sadlanmaktadir. Kutuphanenin her bir DNA dizisi,
sirasiyla 5" ucundan 3’ ucuna, 15 ila 50 nikleotidlik bir uzunluga sahip olan bir birinci dizi
segmenti, restriksiyon endonikleaz ile kesildigi lizere genomik DNA'nin bir ikinci dizi
segmenti, bahsedilen birinci dizi segmenti ile, eger mevcut ise RE tarafindan olusturulan
5’ ¢cikintisi birlesimini ters tamamlayici bir Gglincl dizi segmenti icermektedir. Sekil 1A'ya
atifla, (1) sayisi birinci dizi segmentini, (2) sayisi ikinci dizi segmentini, {(3) sayisi ise
ucuncu dizi segmentini gostermektedir. Tercih edilen bir uygulamada s6z edilen birinci dizi

segmenti WGA PCR Primere karsilik gelmektedir.

Restriksiyon endonukleaz tercihen Msel'dir.

(b} adiminda, DNA dizisi kUtuphanesi asagidakiler kullanilarak amplifiye edilmektedir:

- en az bir birinci hedef dizi pozitif zincir veya en az bir birinci kesilmis ikinci hedef dizi
pozitif zincirin ikinci dizi segmentinin 3’ ucu bdlgesine hibridize olan en az bir birinci geri
primer;

- en az bir birinci hedef dizi antipozitif zincirin ikinci dizi segmentinin 3’ ucu bbdlgesine
hibridize olan en az bir ikinci ileri primer;

- en az bir birinci kesilmis ikinci hedef dizi antipozitif zincirin Ugunct dizi segmentinin 5’
ucu bolgesine hibridize olan bir birinci 5’ kismi ve en az bir birinci kesilmis ikinci hedef dizi
antipozitif zincirin ikinci dizi segmentinin 3’ ucu bolgesine hibridize olan bir ikinci 3’ kismi
iceren en az bir uglncu ileri primer; ki burada en az bir Uguncu ileri primerin biringi
kisminin uzunlugu, en az bir dg¢lncd ileri primerin toplam uzunluduna goére %20 ila
%80’dir.

Uglincii ileri primer bundan sonra kimi durumlarda kisaca “hibrid primer” olarak

adlandirilacaktir.
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Tercihen, {b) adiminda en az bir birinci kesilmis ikinci hedef dizi pozitif zincirin ikinci dizi
segmentinin 3" ucu bolgesine hibridize olan en az bir dorduncu geri primer

kullamimaktadir.

Tercihen, en az bir Gglined ileri primerin birinci kisminin uzunludu, en az bir Ggincl ileri

primerin toplam uzunluguna gore 40 ila %60'tir.

Tercihen, en az bir Gglnci ileri primerin ikinci kisminin baz olarak uzunlugu, restriksiyon
endonikleazin konsensus dizinin, mevcut ise, restriksiyvon endonukleaz ile olusturulan &’
cikinti ile farkinin yansina karsiik gelen bir minimum ile 30 bazlik bir maksimum

arasindadir.

Sekil 4A'ya atifla, sdz edilen birinci geri primer yabanil tip geri primere (WT_R) karsilik
gelmekte, ikinci ileri primer yabanil tip ileri primere (WT_F) karsilik gelmekte, Gguncu ileri
primer mutasycna ugramis ileri primere (M_F) karsihk gelmektedir. Bir uygulamada birinci
geri primer yalnizca birinci hedef dizi pozitif zinciri dedil, ayni zamanda birinci kesilmig
ikinci hedef dizi pozitif zinciri de amplifiye etme gorevi Ustlenmektedir. Bununla birlikte,
tercih edilen bir uygulamada bahsedilen birinci ters primerden farkll bir dordinci geri
primer, birinci kesilmig ikinci hedef dizi pozitif zinciri amplifiye etmek Uzere
kullanilmaktadir. $ekil 4A'da, soz edilen dorduncu geri primer mutasyona ugramis geri
primere (M_RY}) karsihk gelmektedir.

Ayni prensip, birinci geri primerin mutasyona ugramis geri primere (M_R) karsilik geldigi,
ikinci ileri primerin mutasyona ugramis ileri primere (M_F) karsilik geldidi, Gglincu ileri
primerin yabanil tip ileri primere (WT_F) karsilik geldigi ve dérdinci geri primerin yabanil

tip geri primere (WT_R) karsilik geldidi Sekil 4B’de de gecerlidir.

{c) adiminda, (b) adiminda amplifiye edilen DNA dizileri tespit edilmektedir. {c} adimi;
ornegin jel elektroforez, kapiler elektroforez, DNA dizileme gibi teknikte bilinen birgok
tespit yontemi ile gerceklestirilebilmektedir. {c) adimi tercihen bir DNA dizileme yontemi ile
gergeklestiriimektedir. Daha ¢ok tercih edildidi haliyle DNA dizileme yontemi Sanger

dizileme veya sentez ile dizilemedir.
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Mevcut bulugun yontemi, Sekil 1A’da gosterilen yapiya sahip herhangi bir DNA dizisi
katiphanesi ile kullanilabilmektedir. Yontem tercihen, deterministik restriksiyon bélgesi

tum genom amplifikasyonu ile elde edilen bir DNA dizisi kiitiphanesi ile kullaniimaktadr.

Mevcut bulusa goére, yukarida agiklandi§i gibi bir birinci ve/veya biri ikinci ve/veya bir

dglncl primeri igeren bir kit de saglanmaktadir.

Daha spesifik olarak, ikinci dizideki tek bir veya ¢ok sayida nikleotid substitlisyonu veya
delesyonu veya insersiyvonunun, bir restriksiyon endonukleaz igin bir restriksiyon bolgesi
olusturarak, restriksivon endonukleaz tarafindan kesilmesi durumunda olusturulan
restriksiyon bolgesinin bir birinci kesilmis ikinci hedef diziyi 3' ve olusturulan restriksiyon
bolgesinin bir ikinci kesilmis ikinci hedef diziyi 5 meydana getirmesi noktasinda, birinci
hedef DNA dizisinin ikinci hedef DNA dizisinden ayrildigi, ve kutuphanenin her bir DNA
dizisinin, sirasiyla 5’ ucundan 3’ ucuna, 15 ila 50 nukleotidlik bir uzunluga sahip olan bir
birinci dizi segmenti, restriksiyon endoniukleaz ile kesildigi GUzere genomik DNA'min bir
ikinci dizi segmenti, ve bahsedilen birinci dizi segmenti ile, e§er mevcut ise restriksiyon
endonikleaz tarafindan olusturulan 5' gikintisi birlesimini ters tamamlayici bir G¢lnci dizi
segmenti icerdigi, bir DNA dizisi kUtuphanesinden en az bir birinci hedef DNA dizisinden
ve en az bir ikinci hedef DNA dizisinden en az bir tanesini tespit etmeye yonelik kit olup,
asagidakileri igermektedir:

- en az bir birinci hedef dizi poazitif zincir veya en az bir birinci kesilmis ikinci hedef dizi
pozitif zincirin ikinci dizi segmentinin 3’ ucu bodlgesine hibridize olan en az bir birinci geri
primer;

- en az hir birinci hedef dizi antipozitif zincirin ikinci dizi segmentinin 3' ucu bdlgesine
hibridize olan en az bir ikinci ileri primer;

- en az bir birinci kesilmis ikinci hedef dizi antipozitif zincirin Ugunclu dizi segmentinin 5’
ucu bolgesine hibridize olan bir birinci 5 kismi ve en az bir birinci kesilmis ikinci hedef dizi
antipozitif zincirin ikinci dizi segmentinin 3’ ucu bolgesine hibridize olan bir ikinci 3° kism
iceren en az bir uglnctl ileri primer; ki burada en az bir Ucuncu ileri primerin birinci
kisminin uzunlugu, en az bir {iginci ileri primerin toplam uzunluguna gdre %20 ila
%80°dir.
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S06z edilen kit tercihen, en az bir birinci kesilmis ikinci hedef dizi pozitif zincirin ikinci dizi
segmentinin 3’ ucu bodlgesine hibridize olan en az bir dérduncl geri primeri de

icermektedir.

Kit, kutuphanedeki DNA fragmentlerinin ikinci dizi segmentinin uglarinin restriksiyon
endonukleazi igin bir restriksiyon bdlgesini olusturan veya ortadan kaldiran herhangi
turden bir mutasyonu tespit etmek Gzere kullamlabilmektedir. Bahsedilen kit tercihen, ALK
(anaplastik lenfoma kinaz) veya EGFR (epidermal buyume fakioru reseptoru) veya
PIK3CA (fosfatidilinozitol 3-kinaz katalitik alfa polipeptid) genindeki mutasyonlarin

teshisinde kullanilmaktadir.

Ornekler

Ornek 1 — Bivalan primer yaklasimi

ALK geninin kodon 1174’Unde heterozigot C'den A’ya substitusyonu barindiran SY5Y
hiicre hatlan (SH-SY5Y ATCC Catalog No. CRL-2266™) Uzerinde 6n testler yiritiilmis,
bir Fenilalalin bir Lésin’e (F1174L) déndlridlmistir; komsu diziye bakildi§inda, heterozigot
substitlisyon mutasyona ugramis alelde yeni bir restriksiyon bdlgesi {RS) olustururken,

yabanil tip alel herhangi bir RS'ye sahip degildir.

Sekil 2, mutasyon ile uretilen WGA DNA kutuphanesindeki dizilerin ve dontsumlerin

basitlestirilmis bir gizimidir.

RS Uzerinde meydana gelen mutasyonlar tespit etmek icin asadidaki yaklasim test
edilmistir. 3° primerin RS’ye gdre 3’ icerisindeki bir bdlgenin Ustline bindigi yeni bir PCR
primer giftinde bir 5 primer tasarlamak igin tum genom amplifikasyonunun evrensel
primerinden {AGTGGGATTCCTGCTGTCAGT dizisine sahip olan DRS-WGA primeri,
SEQ ID NO:1) faydalanilmistir.

Bir bivalan primer giftinin tasarlanmasinda olusan strateji,
- DRS-WGA primeri ile %95 homolojiye sahip bir 5’ primer; ve
- dijer DRS-WGA amplikonlar yerine hedef bélgeyi secime badli olarak amplifiye etmek

amaciyla, PCR icin gerekli olan ézgullugu sadlamasi gereken bir 3' PCR primeri
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icermektedir.

Bu bivalan primer ¢ifti teoride yabanil tip (WT) dizinin ve mutant (M) dizinin

amplifikasyonunda gérev almaktadir.

Deneysel kanitlar bu yaklagimin zayif ve uygunsuz oldugunu, ve RS’de mutasyon tespitini
garanti etmedigini gostermektedir. Sekil 3'te gosterildigi Uzere, bir bivalan primer kullanimi
ozgul olmayan amplifikasyan saglamakta; bu da farkl boyutlarda birgok amplifikasyon
bandi ve istenilen boyutta agikga ayit edilebilir bandin olmamasi ile senuclanmaktadir
(drnegin, bir F1174L heterozigot mutasyon tagiyan, DEPArray™ ile izole edilen ve DRS-
WGA ile amplifiye edilen tek SY5Y hicrelerinde. Mutasyona ugramis dizi igin 132bp, WT
dizi icin 169 bp). Amplifikasyon hem mutasyona ugramis (M), hem de yabanil tip (WT) ve
PCR negatif kontol (C-} numunelerinde ag¢ik ve dzgul bir bant vermeyi basaramamistir.

Negatif WGA (Ctr-) kontroll yalnizca zgul olmayan bir bandi gostermektedir.

Bu zayif sonuca etki eden bir faktdr, %95 ligate edilmis WGA primere karsilik gelen 5’
bivalan primerin, DNA-WGA kuitliphanesindeki tim DNA fragmentlerinde mevcut olmasi

ve 3" bivalan primerin yeterli 6zgillide sahip PCR reaksiyonunu sadlamamasidir.

Bir ornek olarak, insan genomu referansi (Homosapien hg 19) 3,095,693,981 baz
icermektedir. Eger genom dort bazlik bir restriksiyon bdlgesi (mesela TTAA) ile bir
restriksiyon endonlkleaz ile parcalanirsa, olusturulan DNA fragmentlerinin ortalama
uzunlugu 4°0n (olasi bazlar) 4. kuvveti (dusunulen pargalanma dizisi uzunlugu) =256'dir.
Olusturulan DNA kutuphanesi bu nedenle, DNA'daki rastgele bir nukleotid dizisine ait
basitlegtiriimis bir varsayimla yaklasik olarak 3,095,693,981/256 ~ 12.1 milyon farkli
fragmenti icerecektir. Bunlarnn tomu ayni 5’ primeri (birincil PCR’dan WGA primere karsilk

gelmektedir) icerecektir.

Dolayisiyla bivalan primer giftinin kullanimi 6zgul olmayan bantlari vermektedir.

Ornek 2 — Hibrid primer homoloji aralig limiti

Amplifikasyon testleri Ornek 1'de kullanilan ile aynmi SY5Y hiicre hattinda, ancak mevcut

bulusa ait ydntem kullanilarak yGrit{imiistar.
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DRS-WGA Urlnlerindeki hem yabanil tip (WT) hem de mutasyona ugramis (M) alellerin
amplifikasyonunu test etmek Uzere miunferit SYSY hucreleri saf tek hicre saglayan

DEPArray™ ile izole edilmistir.

WGA evrensel primeri ile uzunlugunca %86 eslesen bir 5 PCR primer kullanarak
amplifikasyon yaklagimi, ne WT ne de M aleli igin bir ¢o6zim sunmustur. Sekil 5'te
gosterildigi Uzere amplifikasyon, hem mutasyona ugramis (M) hem de yabanil tip (WT) ve
PCR negatif kontrol {C-) numunelerinde acgik ve spesifik bir bant vermeyi basaramamistir.

Negatif WGA (Ctr-) kontroll yalnizca dzgul olmayan bir bandi gdstermektedir.

WGA evrensel primeri ile farkli ylzdelerde homolojiye sahip primerler test edilmigtir.

Sonuglar asagida Tablo 1°de ézetlenmistir.

Tablo 1

Primer WGA primere Orijinal DNA ya Homoloji | F32 [# | TEST
Homoloji baz]

Evrensel 21/22 %95 1/22 %5 0 KO

Mutant 1 19/22 %386 3/22 %14 1 KO

Mutant 2 10/20 %50 10/22 %50 8 OK

Mutant 3 14/22 %64 8/22 %36 6 OK

Tablo 1'de, F32 sutunu “Uglncl ileri primerin ikinci kisminin”, yani restriksiyon
endonikleaz ¢ikintisi disinda orijinal DNA ile ayni diziye sahip primer kisminin baz

sayilarindaki uzunlugu bildirmektedir.

Tablo 1’deki sonuglara gére, yontem gerekliliklerini karsilamak tUzere dengeli bir uzlaginin
tammlanmasi gerektigi agiktir. Bircok test WGA evrensel primeri ile hibrid primer kimliginin
ideal yuzdesinin %20 ila %80 oldugunu, %40 ila %60 arahginda ise daha iyi verim

alindidini géstermektedir.

Ornek 3 Mutant alelde (ALK geni) bulunan veni bir RS olusturulmasi — deney

tasarimi
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Bulusa gobre yontem, restriksiyon endonukleaz pargalanmayr tamamlamasa dahi
amplifikasyonu (ve dizilemeyi) garanti etmektedir. Aslinda restriksiyon endonikleaz
aktivitesi hedef DNA'daki tum RS’ler igin garanti edilmemekte, ve WGA primeri (birincil
PCR) bir diger RS’de olsa da, DRS-WGA’da, DRS-WGA tarafindan yine de basarih bir

sekilde amplifiye edilmis istatiksel olarak kigik ylizdede bir pargalanmamis RS mevcuttur.

Parcalanmamis bir bdlge durumunda mutasyon deneyi icin mutant dizi igin tasarlanan
yalnizca bir primer cifti kullanmak hedefin amplifikasycnuna ve dizilenmesine izin

vermeyecektir.

Onceden agiklandiyi Uzere kodon 1174'te heterozigot C'den A'ya substitusyonu
barindiran SY5Y hucre hatti uzerinde yine amplifikasyon testleri yaratulmus, bir Fenilalalin
bir Lésin'e (F1174L) déndirdimistur. Heterozigot substitusyonu dolayisiyla mutasyona

ugramis alelde yeni bir RS olustururken, yabanil tip alel herhangi bir RS'ye sahip degildir.

WT ve M alellerin amplifikasyonu igin kullanilan PCR primer dizileri Tablo 2'de
gosterilmistir. Mutant alel ileri primer icin, WGA primerine homolog olan primer dizisinin
birinci kismi kalin ve alti gizili bir sekilde gdsterilirken, orijinal DNA ile ayni diziye sahip
olan primerin ikinci kismi, restriksiyon endonikleaz ¢ikintisi hari¢, (F32 = 8 baz) kutu

igerisinde gosterilmistir.

Tablo 2
Primer Adi Dizi
ALK_WT_F SEQID NO:2 5 CCTCTCTGCTCTGCAGCAAAT 3
ALK_WT_R SEQID NO:3 5 TCTCTCGGAGGAAGGACTTGAG 3
ALK_M1_F SEQID NO:4 5 TGCTGTCAGTTA| AACCACCA 3
ALK_M1_R SEQID NQO:5 5" GGTCTCTCGGAGGAAGGACT 3

DRS-WGA Urunlerindeki hem WT hem de M alellerinin amplifikasyonunu test etmek Uzere

munferit SY5Y hiicreleri saf tek hiicre saglayan DEPArray™ ile izole edilmistir.

Mutasyon tespiti icin negatif kontrol olarak, munferit lenfositler de DEPArrayTM ile izole

edilmis ve DRS-WGA ile amplifiye edilmigtir.
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Hem WT (lenfositler) hem de heterozigot M (SY5Y) uzerindeki WTnin PCR
amplifikasyonu, spesifik clarak tasarlanmis WT 5’ primerinin kullanimi ile mukemmel bir

sekilde gerceklestirilmis, bu da WT alelin 6zel amplifikasyonuna izin vermistir.

Sekil 6’da gozlemlenebilecedi gibi spesifik amplifikasyon Griind bulunmamaktadir. Bunun

yerine, istenilen PCR bandi (132 bp) agikga ayirt edilebilirdir.

Hedef diziyi ve evrensel DRS-WGA primerini destekleyecek sekilde (straddle)} tasarlanan
primer tarafindan sadlanan amplifikasyonun 6zgullidlini tespit etmek amaciyla ayni

lenfositler ve SYSY hucreleri igin M-spesifik 5" primeri test edilmigtir.

Sekil 7'de gdrilebilecedi gibi, bu durumda, beklenildigi Uzere, spesifik amplifikasyon
yalnizca SY5Y tek hucre DRS-WGA DNA'da gozlenmistir. Hedef mutasyon igin WT clan,
lenfositlerden DRS-WGA DNA istenilen amplifikasyon igin negatif olmus, ve yalnizca

ozgul olmayan PCR amplifikasyonlan mevcut olmustur.

Gergeklestirilen amplifikasyonun spesifik oldugunu ve dizilemeye izin verdigini gostermek
Uzere, tum amplifikasyon uUrunleri 3’ uglanndan dizilenmistir. Karsihk gelen WT veya M
durumu, agiklanan yontem ile gergeklestirilien 6zgulligl gosteren tim amplifikasyon
urunleri igin onaylanmigtir. Bir WT alelin dizilenmesine yonelik bir 6rnek Sekil 8'de

gosterilmis, bir M alelin dizilenmesine yonelik bir ornek Sekil 9’da gosterilmistir.

Sonuglar Tablo 3'te dzetlenmisgtir,

Tablo 3
Tek Hucre Replikatlan M-Spesifik 5, primer ile WT-Spesifik 5, primer
elde edilen dizi ile elde edilen dizi
WBC 1 PCR urunu yok WT
2 PCR uriinu yok WT
3 PCR urunu yok WT
SY5Y 1 M WT
2 M WT
3 M WT
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Tercih edilen bir uygulamada, birinci hedef dizi antipozitif zincirde (FTSAS), yani bu
ornekte yabanil tip dizide, hatali bir baslangic yapmayacak (mis-prime) sekilde, Gglincl
ileri primerin (F3) ikinci kismi (F32) 30 ndkleotidden kisadir, béylelikle bir yanlig pozitif
(PCR Urunu uzunlugu ve dizisi itibaniyla) ile sonuglanabilecek bir PCR reaksiyonu
baslatiimaktadir. Daha g¢ok tercih edildigi haliyle, bahsedilen ikinci kismin (F32) uzunlugu
20 nukleotidden kisadir. Daha da ¢ok tercih edildigi haliyle, séz konusu lglincl ileri
primerin (F3) séz konusu ikinci kisminin (F32) uzunlugu 10 nikleotidden kisa veya buna

esittir.

S8z edilen Gglincu ileri primerin (F3) ikinci kismi (F32), yeterli 6zgulligl saglayamayacak
kadar kisa olmamahdir (éregin tablo 1’deki sonuclara bakiniz). Ozellikle, Ggunch ileri
primerin $6z konusu ikinci kisminin uzunlugu, restriksiyen bélgesi konsensis dizisi
uzunlugu eksi pargalanmis DNA’nin 5 c¢ikintisinin  uzunludunun yarisindan bilylk
olmaldir. Daha fazla 6zglliik elde etmek amaciyla, Gglinci ileri primerin (F3) ikinci kismi
(F32) en az 3 niikleotid, ve daha ¢ok tercih edildigi haliyle en az 6 niikleotid; restriksiyon
bolgesi konsensils dizisi uzunlugu eksi pargalanmis DNA'nin 5’ gikintisinin uzunlugunun

varisindan daha uzun olmahdir.

Ornek 4 Mutant alelde (ALK geni) yeni bir RS olusturulmasi — deney dogrulama

Yukarida agiklanan yontem 54 tek hicre ile de dogrulanmustir:

- 10 tek canli, yeni SY5Y;

- oda sicakhginda 20 dakika %2 paraformaldehit (PFA) ile dnceden tespit yapilan ve
Inside Perm {Miltenyi Biotec) ile gegirgen hale getirilen (permeabilise) 19 tek SY5Y;

- CytoChex™ ile dnceden tespit yapilan ve Inside Perm ile gegirgen hale getirilen 19 tek
SY5Y;

- 2 tek yeni, canl lenfosit;

- oda sicakhginda 20 dakika %2 PFA ile énceden tespit yapilan ve Inside Perm (Miltenyi

Biotec) ile gecirgen hale getirilen 2 tek lenfosit.

Yontem SY5Y ve lenfosit hucrelerinin %100’(inde WT alelini amplifiye etmig, ve mutant
alel canli SY5Y'nin 9/10=%90"Inda, cyto-chex/inside-perm ile tespit yapilan ve gegirgen

hale getirilen SY5Y hUcrelerinin 16/19=%84'linde, oda sicakhginda/inside-perm ile 20
20



10

15

20

25

30

4010/EP/TR

dakika %2 PFA ile tespit yapillan ve gegirgen hale getirilen SY5Y hucrelerinin
17/19=%89'unda ve lenfositlerin 0/4=%0"1nda amplifiye edilmistir.

Tablo 4
ALK
WT Alelin PCR'I F1174L M Alelin PCR’i
SY5Y Canh 100% 90%
CytoChex, Inside Perm 100% 84%
PFA, Inside Perm 100% 89%
Lymphocytes Canli 100% 0%
PFA, Inside Perm 100% 0%

Bu sonuglar, mevcut bulusun ¢ok sayida numune Uzerindeki etkinligini ve dayanmikhhgmi

gostermektedir.

Ornek 5 Mutant alelde (EGFR geni) bir RS’nin cikarilmasi — deney tasarimi

EGFR geninde 5 kodon delesycnunu barindiran HCC-827 hicre hattinda amplifikasyon
testleri yur(tllmistir. insan genomunda tek bir PCR ve primer ¢ifti kullanildidi zaman,
delesyon bir restriksiyon bolgesini (RS) kaldirarak M alelin tespitine imkan verirken, RS’ye

sahip olan WT alelin tespitine imkan vermemektedir.

WT durumunun bir kontroli olarak lenfositlerle birlikte munferit HCC-827 hucreleri
DEPArray™ile izole edilmistir.

M aleli ve {(¢cikarilan RS ile) WT aleli (RS’yi hala tutan) i¢in hedeflenen iki farkh primer cifti

tasarlanmis ve hem WT hem de M durumlarinin dogru identifikasyonuna ydnlendirilmistir.

WT ve M alellerinin amplifikasyonu igin kullanilan PCR primer dizileri Tablo 5'te
gosterilmistir. Yabanil tip alel ileri primerde, WGA primerine hemolog olan primer dizisinin
birinci kismi kalin ve alti gizili bir sekilde goésterilirken, orijinal DNA ile ayni diziye sahip
olan primerin ikinci kismi, restriksiyon endonikleaz ¢ikintisi harig, (F32 = 16b) kutu

icerisinde gosterilmistir.
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Tablo 5
Primer Adi Dizi
Ex19_ M_F SEQID NO:6 5TAAAATTCCCGTCGCTATCAAY
Ex19_ M R SEQID NO:7 5TGTGGAGATGAGCAGGGTCTAGS
Ex19_ WT_F SEQID NO:8 5 CTGTCAGTTAA GAGAAGCAACATCTCC | 3
Ex19_WT_R SEQID NO:9 5AGAGCAGCTGCCAGACATGAGS

Sekil 11 M ve WT mdinferit hicrelerin M primer ciftleri ile PCR amplifikasyonunun
sonugclarini gdstermekte iken, Sekil 12 M ve WT mudnferit hicrelerin WT primer ¢iftleri ile

PCR amplifikasyonunun sonuglarini géstermektedir.
Sekil 13 DRS-WGA ile amplifiye edilen gDNA'ya nazaran bir WT tek hucrenin bir ters
zincir dizisini gostermekte iken, Sekil 14 DRS-WGA ile amplifiye edilen gDNA’ya nazaran

kir M tek hucrenin bir ters zincir dizisini gostermektedir.

Ornek 6 Mutant alelde (EGFR geni) bir RS’nin gikarilmasi — deney dogrulama

Yukarida agiklanan ydntem 60 tek hicre ile de dogrulanmusgtir:
- Veridex CellSearch zenginlestirme protokoliine gére isleme sokulan 31 tek HCC-827;
- Veridex CellSearch zenginlestirme protokoliine gore isleme sokulan 11 tek lenfosit;

- 17 tek yeni, canl lenfosit.

Yontem, tek HCC-827'nin 28/31=%90''nda WT alelini ve tek HCC-827'nin
31/31=%100’Unde M alelini amplifiye etmistir.

11 Veridex ile isleme sokulan lenfositler dikkate alindiginda, 11/11=%100 WT PCR’i igin
pozitif bir PCR dranu ile sonuclanmig, 3/11=%27 ise M-PCR igin pozitif bir PCR Urunu ile
sonuclanmistir. Bu drunler dizilenmis ve WT oldugu onaylanmistir. Dolayisiyla, DNA'yi
dizileme ile tespit ederek Veridex ile isleme sokulan lenfositlerin 6zgilligi halen %100
iken, yalnizca PCT pozitivitesinin dogruluguna givenildiginde bu 6zgUllik (bu testte)
8/11=%73'tur. Jel elektroforez ile DNA Urlnl uzunludunu tespit etme, ayni sekilde
uzunlugu ayirt etmeye ve bunun gergekten WT oldugunu belirflemeye izin verecektir; DNA
arundnd gergek zamanlh PCR ile tespit etme, WT ve M Urlnlerini ayiramayacaktir. 17 yeni
lenfosit dikkate alindiginda, 17/17=%100 WT PCR igin bir pozitif PCR urunu ile
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sonuglanmig, 0/17=%0 ise M-PCR igin pozitif bir PCR Grund ile senuglanmistir. Bu Grtinler

dizilenmis ve WT oldugu onaylanmigtir.

Lenfosit basina 2 WT alel bulundugu igin, Veridex ile igleme sokulan (3/22=%14) ve yeni

lenfositler (0/34=%0) arasindaki pargalanmamis RS'deki fark istatiksel olarak blyuktdr.

Bu durum, tamamlanmamis RE parcalanma aktivitesi durumunda yukanda agiklanan

yontemin saglamligini gdstermektedir.

Sonuglar $Sekil 15°te gosterilmis ve Tablo 6'da dzetlenmistir.

Tablo 6
EGFR Exon19
islem n WT Alelin PCR’ Del.E746_A750 M Alelin PCR"1
HCC-827 Veridex 31 %90 %100
WBC Veridex 11 %100 %27 {*}
WBC Yeni 17 %100 %0

(*) Tum diziler WT

Yukardaki ornekler, mevcut bulugsa gore yontemin retriksiyon endonukleazin
tamamlanmamig parcalanma aktivitesi durumunda dahi amplifikasyonu (ve dizilemeyi)
garanti ettigini gdstermektedir. Hlcrelerin tabi tutulmus oldugu islemden (Gnceki drnekte
oldugu gibi) veya restriksiyon bélgesi etrafindaki spesifik diziye bagh diger sebeplerden
dolayi, RE aktivitesi, hedef DNA'da bulunan tum RS’ler i¢in etkili pargalanmayi her zaman

garanti edememektedir.

istatiksel olarak DRS-WGA'da kiicik yuzdede bir pargalanmamis RS mevcuttur; evrensel
(birincil —=PCR) primer bir diger RS've baglansa da, bunlara basgarili bir sekilde Tum

Genom Amplifikasyonu yapiimigtir.
Parcalanmamis bir bdlge durumunda Gglncl hedef dizi (MDRS ile) yalnizca bir PCR

kullaniimasi s6z konusu hedefin amplifikasyonuna ve dizilenmesine izin vermeyecektir.

Restriksiyon enzimi ile tamamlanmamis DNA parcalanmasi durumunda, bulusa uygun
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yontem, DRS-WGA kutuphanesinde mevcut olduklarinda hem WT hem de M alelin

tespitine imkan vermektedir.

Sekil 16, M-PCR igin pozitif ug adet Veridex ile isleme sokulmug lenfositin birisinin
dizileme sonuglarim géstermektedir. Bu, ikinci ileri primer ile dogru bir sekilde amplifiye
edilmis ve dizilenmis ikinci hedef dizi (MDRS ile, ancak WGA sirasinda pargalanmamig)

durumudur.

Ornek 7 Mutant alelde (PIK3CA geni) yeni bir RS clugturulmasi.

Baska bir drnek olarak, tek nlkleotid degisimi ATG/TAATden kaynaklanan PIK3CA
geninin ekson 21'inin  mutasyonu, M10431 mevcut bulusa gdére yoéntem ile tespit
edilebilmektedir.

Mevcut bulusa ait ydntemin dzellikleri ve kitinin analizi yoluyla ortaya ¢ikan avantajlar

belirgindir.

Ozellikle, DNA dizileri kitliphanesini PCR ile amplifiye etmek lizere kullanilan primerlerin
belirli tasarim sayesinde, bahsedilen ydntem birinci hedef DNA dizisini ve ikinci hedef
DNA dizisini (DRS-WGA'nin  restriksivon endonukleaz igin bir restriksiyon bolgesi
varhginda farkhlasan) yliksek 0zglllik ve saglamlik ile farkli agilardan tespit etmeye

imkan vermektedir.

Bunlarin yvani sira, dérdiinct bir geri primerin kullaniimasi, hizh, basit ve uygun maliyetli
olan daha da spesifik ve saglam bir tespite ve amplikon-boyutu bazli tespite imkan

vermektedir.

Bunlarin yan sira, mevcut bulusa ait yontem mutasyonlan spesifik ve saglam bir sekilde
belirlemek Uzere deterministik restriksiyon bolgesi tum genom amplifikasyonunun asagi
yonune uygulanabilmektedir. Bu mutasyonlarin aksi taktirde mevcut geleneksel tespit

yontemleri ile tespit edilmesi imkansizdir.

Dahasi, bir DNA dizileme y8nteminin, &zellikle Sanger dizileme veya pirodizilemenin

kullaniimasi, DNA kdtdphanesinin  restriksiyon endontkleazinin  tamamlanmamig
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pargalanmasi durumunda olusabilecek yanlis pozitiflerin dahi dogru sekilde tespit

edilmesini garanti etmektedir.

ilave olarak, WGA primeri ile Uglnci ileri primerin %20 ila %80, daha iyi sekilde %40 ila

%60 kimlik yuzdesi optimal bir sonug elde etmeye imkan vermektedir.

Son olarak, ekli istemlerin koruma kapsamindan ayrilmadan, agiklanan ve gdsterilen

ybntemin ve kitin modifikasyonlari ve varyantlarinin yapilabilecegi aciktir.

Ozellikle, ybdntem birinci, ikinci, G¢lncl ve olasi doérdincd primer ile PCR

amplifikasyonuna karismayan primer ¢iftleri de kullanilarak katlanabilmektedir.

Ek olarak, stz konusu primerlerin bir veya daha fazlasi, sdz konusu birinci veya ikinci
hedef dizi pozitif veya antipozitif zincire hibridize olmayan 5 wucu dizisini de
kapsayabilmektedir. Bu dzellik avantajli bir sekilde asadida belirtilen amaglarin hiri veya

daha fazlasi igin kullanilabilmektedir:

- PCR Urunlerini bir numune etiketi ile barkodlama,
- sonraki jenerasyon dizileme igin PCR Urlntnde bir adaptér olusturma

- katlanmig hedef reaksiyonda taklit¢i olgunlagmayi énleme.

Bunlarin yani sira, PCR reaksiyonundan WGA Urdnleri birtakim arka plan sinyali
gbsterebildidi icin, dizileme icin farkh bir primer kullanmak avantajli olabilmektedir. Bu
ekstra oGzgullik katmani ekleyerek, sinyal-gurultuyl ve dizi grafiginin okunabilirligini

geligtirmektedir.

Dizi LISTESI

<110> Silicon Bicsystems S.p.A.

<120> YABANIL TiP VE/VEYA MUTASYONA UGRAMIS BIR HEDEF DNA DIiZIiSINi
TESPIT ETMEYE YONELIK YONTEM VE KIT

<160> 9

<170> BiSSAP 1.0
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<210> 1
<211=> 21
<212> DNA
<213> Yapay

<220>

<221> kaynak

<222>1..21

<223> /mol_type="DNA"
/not="evrensel WGA primer'

forganizma="Yapay"

<400> 1
agtgggattc ctgetgtcag t 21

<210=> 2
<211> 21
<212> DNA

<213> Homo sapienler

<220>

<221> kaynak
<222>1..21

<223> /mol_type="DNA"
/not="ALK_WT _F"

/organizma="Homo sapienler"”

<400> 2

cctetetget ctgcagecaaa t 21

<210> 3
<211> 22
<212> DNA

<213> Homo sapienler
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<220>

<221> kaynak

<222>1..22

<223> /mol_type="DNA"
/not="ALK_WT R"
forganizma="Homao sapienler”
<400> 3

tctctcggag gaaggacttg ag 22

<210> 4
<211> 20
<212> DNA

<213> Homo sapienler

<220>

<221> kaynak

<222>1..20

<223> /mol_type="DNA"
/not="ALK_M1_F"
ferganizma="Homo sapienler”
<400> 4

tgctgtcagt taaaccacca 20

<210>5
<211> 20
<212> DNA

<213> Homo sapienler

<220>
<221> kaynak
<222>1..20
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<223> imol_type="DNA"
/not="ALK_M1_R"

ferganizma="Homo sapienler"”

<400> 5
gotctctcgg aggaaggact 20

<210>6

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapienler

<220>

<221> kaynak
<222>1..21

<223> /mol_type="DNA"
/not="Ex19 M _F"

forganizma="Homo sapienler"

<400> 6§
taaaattcce gtegotatca a 21

<210>7
<211> 22
<212> DNA

<213> Homo sapienler

<220>

<221> kaynak
<222>1..22

<223> /mol_type="DNA"
/not="Ex19_M_R"

forganizma="Homo sapienler”
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<400> 7
tgtggagatg agcagggtct ag 22

<210> 8
<211> 27
<212> DNA

<213> Homo sapienler

<220>

<221> kaynak
<222>1.27

<223> /mol_type="DNA"
not="Ex19_WT_F"

forganizma="Homao sapienler”

<400> 8

ctgtcagtta agagaagcaa catctcc 27

<210> 9
<211> 21
<212> DNA

<213> Homo sapienler

<220>

<221> kaynak

<222>1..21

<223> imol_type="DNA"
/not="Ex19_WT_R"
/organizma="Homo sapienler”
<400> 9

agagcagctg ccagacatga g 21

29
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. . ALK F1174 L
Hicre 1D Hiicre Tipi | # hiicre Fiksasyon {Gegirgen hale getirm
WT alel M alel

AWG1152R 1 ISY3Y H Canli g 1 1
AWGT152R2 ISY3Y 1 Canl na i i
AWG1152R3 BY3Y 1 Canli a 1 1
AWG1152R4 BY5Y 1 Canli na 1 Q
AWGITTSZRS  BYEY ol Canh ... ST LA R L

BYSY Canh na 1 i

SYSY iCanli na 1 1
_____ 3 o J2Y5Y Lo T 3 i !
AWGIT52RE BYSEY iCanl na i 1
AWGT182R0 ISYSY Canll 13 1 1
AWGT ISR BYsY CYTO-CHEX NSIDE FERM 4 i
AWETIETHZ SYSY CYTG-CHEX NSHME PERM 1 @}
AWGT16TRY SYSY Y TO-LHEX NSIDE PERM 1 1
NWGIIBTRASYEY CYTO.GHEX  BNSIDE PERM 3 i
A 3 L X INSIDE PERM 1 !
2 H < = NSHIE PERM i
AWGTISTRY SY3Y TQ CHEX NEIDE PERM 1

AWG115TRE [BYSY
AWGT15TRY  [BYsY
AWGHIETRID SYAY
WGITseR: | [GVEY
AWGTI59RS  BYSY
AWG1156R4 BY5Y
AV G 150RS  BYAY
AWETISeRG  BYSY 1
AWGTIRRT | BYsY
AWCT150RE SYEY
AWGT150RD [SYSY
AWS1156R10 [SYEY
AWGITEIRYBYEY
AWG163R2_OYEY

CYTG-CHEX — INSIDE PERM

1

CYTO-GHEX NSIDE PERM 1
CYTG-CHEX iNSIDE FERM 1
3

t

CYTO-CHEX NSIDE FERM
CYTG-CHEX INSIDE PERM
CYTO-OHEX NSIDE PERM
CYTG-CHEX INSIDE PERM |
TCYTOCHEX  JNSIBEFERM |1
YTOCHEX NSIDE PERM i
CYTO-CHEX ENSIDE PERM 1
CYTO-CHEX NSIDE PERM 1
CYTO-CHEX  ENSIDE PERM 1
NSIDE PERM 1
t
1
i
!
1

NSIDE PERM

BYEY INSIDE PERM D
SYSY INSIDE PERM
SY3Y INSIDE FERM

ANGTI93RE [SYRY

NSIDE PERM
NSIDE PERM

AWGTIG3RT BYSY

JRUR S PUCNS ¥ J JEEN U DUNE S JUPS S JOUY JRCR JEINS JUN) JRIP S SN JUCYS BN NS JEESS DU RN I ¥orS Lov)

[P DU [ RS PR (U T S U [UUCNY BUTP DR DUPNS JRUCY (UVRRS Srr PURy AR S N IR SV S UTAS JUUTRY U SIS DU LA ROV NS UV I SUUPAS U A QU AU (VR PO RN SUUHE N O I N U R R e g

AWGTIAIRS  BYSY F0TRTINSIDE PERM ;
NNGT153R[SYEY BFA 2% 20 RTINSIDE PERM :

AWGTIEIRTG  [SY5Y PFA 2% 20 RT_INSIDE PERM ;

AWGTISSR. BYEY WA 20 RE_INSIDE PERM ’

AWGIIEBRE  SYSY BEA 2% 20 RT_BNSIDE PERM 1

AWG1I58RS | BvaY BFA 2 20 RTINGIDE PERM 7 i

AWGI150RA | ISYEY PrA 7o 20 RT_INSHIE PLRM 3 1
WGT158REISYBY PEA 2% 20 RT_INSIDE PERM 7 g

AWGTIEERG  SYSY PFA 2% 20 RT_INSIDE PERM T 1

AWG1158RT YT SFA 2% 20 RTINSIDE PERM 7 §

AWGT158RE  SYSY SFA 2% 20'RT_INSIDE PERM 1 1

AWGT158RY | [SYEY BFA 2% 20 RT JNSIDE PERM 5 §

AWGT106R:  PBMC FFA 2% 20 RT_INSIDE PERM i 0

AWGTI06R2 PBMC DFA 2% 20 RT_INSIDE FERN i 0

AWGT16ZR. PBMIG Canl: b o

AVIGT162R2  PBIC Canlr T G

SEKIL 10
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EGFR Exont9
Hucre ID Hiicre Tipi | #hiicreler Fiksasyon Det, E746_ATS50
wWT M
AEX1204R1 HCC-827 1 herndex 1 1
AEX1204RK2 HC-827 1 eritex k| 1
IMEXT204R2 HCC-B27 1 Verdex 1 1
AEX1204R4 HC(-827 1 Jeridex 1 1
AEX 120415 HOC-827 1 Nerigex 3 1
AEX1204R06 HCC-827 1 Weridex 1 1
MEX 1204R7 HCC-827 1 Jeridex 3 1
AEX1204R8 HCC-R27 1 erigex 1 1
AEX1204RG HCC-827 1 Meridex 1 1
AEX1204R10 HOCC-827 1 eridex i 1
HEXTIFIR HCC-827 1 Verdex 1 1
AEX1T17IR2 HCC-827 1 Neridex 0 1
ALXT171R3 HCC 827 1 Neridex 1 1
IMEXT171RA HCC-827 1 Serdex 1 1
AEXT171IRE HCC-827 1 Jerigex i) 1
MEX1171RG HCC-827 1 NMeridex 1 1
AEX1171R7 HCC-827 1 endex 1 1
AEX1171RE HCC-827 1 Neridex 1 1
BEX 1T 1IRS HCC-R27 1 Verigex 1 1
AEX1171R10 [CC-827 1 W endex 1 1
IE X 1346R1 FCE-827 1 erigex 1 1
AEX1348R2 HOG-327 1 Varidex 1 1
AEX 1348RY HCC-827 1 Jeridex 1 1
NEX1340H4 HICC-827 1 Meridex D 1
BEX1346RE HCC-827 1 Verdex 1 1
MEX 1546RE HCO-B2T 1 Neridax 1 1
WEX1345R7 HCC-R27 1 Meridex 1 1
AEX 1346R38 HCC-827 1 haridex 1 1
AEX 1440RG HCE-827 1 Nerigex 1 1
AEX 1348R 10 HCG-827 1 Mendex  f 4 1
IMEX1346R 11 HCC-827 1 Jeridex 1 1
AVWGTI62R 1 AT 1 Canli 1 0
ANGTISIRE PBMG T o Cani T 1 o
AWG1162RE  PBMC 1 iCanh 1 0
MWWG1152R5 PEMC 1 Canilt 1 0
AWGT152R6 PG 1 Canli 1 Q
AWG1162RT PEMC 1 Canll 1 0
AWGIIOZRE CBMC e [ Canlt o) LI O
MWG1205R1 FEMC 1 Canli 1 Q
WG 1205R2 PRMOC 1 Canli L] ]
AWGTZO0RE PBMC LI Canb e 1. .
AWGIZ206R4  PBMC 1 Canlt 1 0
MG 1205RE FPBMC 1 Canl i 0
AWG1208RE PEBMC 1 Canl 1 0
AWGI205R7  PRMC 1 iCanli (I 0
..... PEMC e Gent d I L S
S PEMC 1 Canl 9 0
AWG120ER 10 PEMO 1 Canli H
AEX1204R 11 PRMC 1 Wandex 1
AEX31204R12  PBMC 1 Neridex ]
AEX1204R13 FBMC 1 Neridex 1
AEXI17IR1Y PBME 1 Meridex 1
IMEX 117 1R12 FPEMC 1. Arifex 3
AEX1TT7TIRTS PeMC | 1 Veridex 1
MEX1171R14 PEMC 1 NMeridex 1
AEXT171R15 ERMG 1 Veridax 1
AEX1348R 14 PEMOC 1 Wericex k|
AEX 1546R15 PBRMC 1 Verigex 1
AEX1348R 16 PEMG 1 Meridex 1
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