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OZET
TRANSKRiIPSIiYON iNFIDELIiTESI, TESPIT EDILMESI VE KULLANIMLARI

Bu bulus hucrelerde transkripsiyon infidelitesi (sadakatsizligi) igin ozgun bir
mekanizmanin tanimlanmasi ile ilgihdir. Bu bulus bir ornek icensindeki transkripsiyon
infideltesinin seviyesinin  belilenmesi igin  kompozisyonlar ve yontemlenn yani sira
bunlarin ornek olarak terapotik, tanisal, farmakogenomik veya ilag dizayn igin
kullamimlarini da sunmaktadir. Agiklanacagi uzere, bu bulus ozellikle hastaliklarin (ornek
olarak proliferatif hucre hastaliklan gibi) belirlenmesi, 1zZlenmesi veya tedavi edilmesi igin,
llaglarin dizayn edilmesi ve/veya taranmasi igin, hasta veya hastalik profilinin gikanimasi,
hastaligin derecesinin tahmin edilmesi ve ilag etkisinin dederlendinimesi 1gin uygundur.
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ISTEMLER

1. Bir memeli oznedeki bir kansere yatkinigin veya asamasinin belirlenmesi igin bir
yontem olup, bu yontem in vitro veya ex vivo olarak;

a) bahsedilen ozneden alinan bir ornekteki nukleotid molekullen igensindeki bir
veya daha fazla dizlim varyasyonunun varliginin veya oraninin degerlendinimesini
igermektedir; bahsedilen varyasyon(lar) nukleotid baz simelen (bosluklar),
yerlestirmeler ve baz ailesi degisimlerinden segiimektedir; ve/veya

b) a) adimindaki dizhim varyasyonlanndan kaynaklanan bir veya daha fazla
protein  modifikasyonunun  variginin  veya oraninin  degerlendinimesini
icermektedir;

bahsedilen dizhkm varyasyoniarr RNA ana transkripti icensine DNA'nin
transkripsiyon infidelitesi (TI) vasitasi ile RNA'ya transkripstyonu esnasinda
sokulmaktadir ve dizlim varyasyonlari ve/veya protein modifikasyonlarinin
bahsedilen varlidi veya orani bahsedilen oznede bir kansere yatkinidin veya
asamasinin bir gostergesidir.

2. Bir anti-kanser ilacinin taranmasi, belirlenmesi veya optimize edilmesi igin bir yontem
olup, bu yontem bahsedilen ilacn Istem 1'de tanmlandigi gibi dizilim
varyasyon(lar)inin  ve/veya protein modifikasyon(lar)inin  oranini  degistinp
degistirmedidinin degerlendinimesi adimini igermektedir.

3. Bir memeli geninin 17 vitro olarak modifiye edilmesi 1gin bir yontem olup, bu yontem
Istem 1’de tanimlandidi gibi transknpsiyon infidelitesinin varhiginin veya oraninin
azaltilmasi igin genin diziliminin modifiye edilmesini igermektedir.

4. Bir anti-kanser ilaci veya ila¢ adayinin etkisinin degerlendinimesi 1gin bir yontem
olup, bu yontem bahsedilen ilacin Istem 1'de tanimlandigi gibi diziim
varyasyonlarinin  ve/veya protein modifikasyonlarinin  oranini  degistirip
degistirmediginin degerlendirimesi adimini igermektedir ve bu tur bir dedisikik
iHacin etkisinin bir gostergesidir.

5. Baz ailesi degigiklik(ler)inin A—C, TG, G-T, A->T, AU, G-C, GoU, T-A,
C—A, ve C—G'den, tercthen A—>C ve T—>G'den secildigi, Istemler 1 ila 4'ten
herhangi birine gore yontem.

6. Transkripsiyon infidelitesi tarafindan olusturulan diziim varyasyonlarinin ve/veya
protein modifikasyonlannin varli§i veya oraninn en az bir spesifik ligand
kullanilarak degerlendinldigi, Istemler 1 ila 5'ten herhangi birne gore yontem.
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7. Kanser biyo-isaretleyicilerinin (biyo-markerlerinin) tanimlanmasi 1gin bir yontem olup,
bu yontem bir kansere sahip bir ozneden alnan bir ornekte Istem 1'de
tanimlandigi gibr bir hedef protein veya RNA igerisinde TI tarafindan olusturulan
dizlim  varyasyonlarinn  ve/veya protein  modifikasyonlarin  varhginin
tanimlanmasini ve tercihe bagh olarak bahsedilen diziim varyasyonlarinin ve/veya
protein modifikasyonlarinin diziimlennin belirlenmesini igermektedir ve bahsedilen
dizihm varyasyonlan ve/veya protein modifikasyonlarina sahip bahsedilen protein
veya RNA'lar bir biyo-isaretleyici olmaktadir.

8. Proteinin bir hucre yuzey proteini veya salgilanmis bir protein oldudu, tercihen bir
plazma proteini veya bir reseptor oldugu, Istemler 1 ila 7’'den herhangi birine
gore yontem veya kullanim.

9. Proteinin SEQ ID NO:1-32'den segilmis bir peptid dizihmi icerdidi, Istemler 1 ila 8'den
herhang binne gore yontem veya kullanim.

10. Dizilim varyasyonunun asagidaki;

- A'nin tkamesinin tercihen A’dan once veya sonra C oldugunda gergeklesmesi,

- T'nin ikamesinin tercihen T'den once veya sonra G oldugunda gerceklesmesi,

- C'nin kamesinin terchen Cden once veya sonra G veya A oldugunda

gerceklesmesi, ve

- G'nin Ikamesinin tercihen G'dan once veya sonra A oldugunda gergeklesmesi,
kurallarini takip ettigi, Istemler 1 ila 9'dan herhangi birine gore yontem veya kullanim.

11. Kanserin gogus veya kolon kanseri oldugu, Istemler 1 1la 10’dan herhang birine
gore yontem veya kullanim.

12, Bir memel oznedeki bir kansere yatkinligin, variginin veya asamasinin belirlenmesi
IgIn Istem 1’e gore bir yontem olup, bu yontem in vitro veya ex vivo olarak;

a) bahsedilen ozneden alinan bir ornekteki nukleotid molekullent icenisindeki bir
veya daha fazla dizihm varyasyonunun varhiginin veya oraninin degerlendiriimesini
icermektedir; bahsedilen varyasyon(lar) A—>C ve T—>G nukleotid baz
dedisikliklerinden segiimektedir; ve/veya

b) a) admindaki dizlim varyasyonlanndan kaynaklanan bir veya daha fazla
protein  modifikasyonunun varlidinin  veya oraninin  degerlendinimesini
icermektedir;

bahsedilen dizilim varyasyonlari RNA ana transkripti igerisine DNA'nin
transkripsiyon infidelitesi (TI) vasitasi ile RNA'ya transkripsiyonu esnasinda
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sokulmaktadir ve diziim varyasyonlari vefveya protein modifikasyonlarinin
bahsedilen varligi veya orani bahsedilen oznede bir kansere yatkinigin, variginin

veya agamasinin bir gostergesidir.
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TRANSKRIPSIYON INFIDELITESI, TESPIT EDILMESI VE KULLANIMLARI

Teknik Alan

Bu bulus hucrelerde transkripsiyon infidelitesi (sadakatsizZhdi) icin ozgun bir
mekanizmanin tanimlanmasi ile ilgilidir. Bu bulus bir ornek igensindeki transkripsiyon
infidetesinin  seviyesinin  belilenmesi igin  kompozisyonlar ve yontemlenn yani sira
bunlarin drnek olarak terapotik, tanisal, farmakogenomik veya ilag dizayni 1gin
kullanimlarni da sunmaktadir. Agiklanacadi uzere, bu bulus ozellikle hastaliklarin (ornek
olarak proliferatif hucre hastahklan gibi) belirlenmesi, izienmesi veya tedawvi ediimest 1gin,
ilaglann dizayn edilmesi ve/veya taranmasi igin, hasta veya hastalik profilinin gikariimasi,
hastaligin derecesinin tahmin edilmesi ve ilag etkisinin dederlendirimesi igin uygundur.

Onceki Teknik

Nukleik asit DNA ve RNA hucre ¢ekirdeginde genomik bilgilerin depolanmasi (DNA) ve
protein uretmek 1gin haberct RNA ureten ve transkripstyon olarak adlandirilan islemin
ardindan genomik bilgilerin sitoplazma icensine transfer ediimest islevini saglayan
makro-molekullerdir. Her 1kisi de nukleotidler olarak adlandinian monomerlerden olusan
dogrusal polimerlerdir. DNA ve RNA’nin her biri dort tip nukleotidin kombinasyonlarini
temsil etmektedir. Tum nukieotidler ortak bir yapiya sahiptir: bir fosfodiester tarafindan
organik bir baza bagh olan bir pentoza baglanmis olan bir fosfat grubu: DNA igin
adenin, sitosiz, timin ve guanin (A, C, T, G) ve RNA igin adenin, sitosin, urasil ve guanin
(A, C, U, G). RNA igerisinde pentoz nbozdur ve DNA igerisinde ise deoksiribozdur. DNA
molekulu bir gift helis olarak duzenlenmig ¢ift kollu duzenli nukleotidler olarak organize
edilmiglerdr. RNA molekullen ana olarak 4 tip molekul veren tek kollu
pohinukleotidlerdir: 1) DNA’dan kopyalanmis ve sitoplazma igensinde proteiniere
donugtirulmug tek kollu nikleotidler olan haberci RNA (mRNA), 2) iyi tanimlanmis 3
boyutlu bir yapiyr berimsemig olan ve donusum adi verilen bir sureg icerisinde spesifik
AA sekanslan (dizilen) ile protein olusturmak uzere polipeptid zincirlenne transfer
edilmig spesifik amino asitlere (AA) baglanan transfer RNA (tRNA), 3) mRNA uzerinde
belirl bir sirada mevcut olan kodonlar (bir kodon = 3 nukieotid) tarafindan belirlenen
sekans aracilidi ile saglanan bilgiyt muteakip AA'nin proteine gevrilmesine olanak veren
bir yapi olan nbozomu olusturan spesifik proteinler ile birlikte daha buyuk molekuller
olan nbozomal RNA (rRNA) ve 4) kodlama yapmayan RNA olarak adlandirilan kisa
duzenlemeli RNA (ncRNA).
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mRNA sekans! daha sonra donusum olarak adlandinlan bir sureg ile farkh bir dile, yani
AA diline donusturulmektedr.

Burada 1lk defa transkripsiyon fidelitesinin (bagliidinin), yani DNA bilgisinin mRNA
igensine transferimin, patolojk hucrelerde, ozellikle kanser hucrelerinde dramatik olarak
dustuguni gostermekteyiz. Kanser hicrelerinde transkripsiyon fidelitesinin bu eksikligi,
mevcut veritabanlarinda bulunan transkniptierin ¢ogunlugunun yani sira rapor edilen
orneklerde test edilen genlerin godunu ve tum kanserler! etkileyen genel bir olgudur ve
gok sayida acil ve oneml sonuglan bulunmaktadir. Ozellikle transkripsiyon infidelitesinin
kegfediimesi patolojk vakalarin incelenmesi 1gin mevcut durumda kullanilan proteomik
ve transkrnptomik yaklagimiann iyilestinimesine olanak saglamaktadir. Transkripstyon
infidehtesinin kesfi aynica siddetlen agisindan hastahkiarin daha iy siniflandirnimasina da
olanak saglamakta, terapotik etkinin tahmin edilmesini iyilestirmekte ve transkripsiyon
fidelitesinin eksikhigini veya modifikasyonunu duzeltebiime kabiliyetieri agisindan ilaglarin
etkisinin 1zZlenmesi igin dzgun yontemlerin dizayn ediimesine de olanak saglamaktadir.
Bu bulug bu nedenle hastalann tedavi ediimesi, tespit edilmesi ve izlenmesi ve ilag
etkisinin yani sira tanilama ve ilag gelistrme igin buyuk sonuglara (implikasyonlara) ve
faydalara sahiptir.

Asadida agiklanan kesfin etkisinin anlaglimasi igin meveut durumda normal hucre iglevi
igin DNA'nin RNA'ya transkripsiyonu esnasinda mutlak fidelitenin gerekli olduguna
inanildiginin kavranmasi onemiidir. Ancak, mevcut durumda onemlt ve ¢ozulmemis bir
husus devam etmektedir. Aslinda, nsan genomunun siralanmasi ve agiklanmasi
(numaralandinimast) 30-40 bin genin kodlanmis oldugu (sifrelendii) fiknine sebep
olmustur. Bu tahmin proteomik yontemler tarafindan tanimianabilen proteinlerin mevcut
sayisinin gok altinda kalmaktadir: 300 bin’e yakin protein tanmlanmistir. Bu farkiigin
bagdagtinimasi igin, alternatif ekleme (splays) adi verilen bir sureg vasitasi lle tek bir
genin farkh proteinlen kodlayan gesith farkh mRNA'lar uretebilecedi onenlmektedir.
Alternatif ekleme haberci-oncesi RNA (pmRNA)'nin farkh kisimlanni uzaklastrmakta, bu
sayede spesifik intronlara karsiik gelen farkh elementierin uzaklastinimasina sebep
olmakta ve farkh olgun mRNA'lar uretmektedir. RefSeq ven tabaninin analiz 6946 gene
karsillk gelen 11259 transkript igerdigini belirtmektedir. Bu nedenle, alternatif ekleme
transkriptienn hetergjenhigini %76 arttrabilmektedir. Burada agikladiimiz mekanizma
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alternatf eklemeden farkhdir ve ¢ok daha buyuk protein heterojenidi meydana
getirmektedir. Aslinda, kodlanmis AA igenisinde degisiklikler ile sonuglanan mRNA
sekansinin rasgele-olmayan modifikasyonlarinin ortaya ¢ikisini, daha kisa protein
izoformlan veren premature stop kodonlarinin sunulmasini, uzatimis protein 1zoformlan
veren ozgln kodon sekanslannin sunuldugunu belirten dogal stop kodonlarindaki
dedisimi gostermekteyiz. Aralik ve araya sokmanin yapiimasi mRNA okuma gercevesini
modifiye etmekte ve bu sayede supheleniimeyen protein sekanslarn yaratmaktadir. Bu
bulugta agiklanan verler bu transknpsiyon infidelitesi olgusunun normal hucrelerde
mevcut oldugunu, ancak kanser-turevi hucreler gibi patolojik hucrelerde dramatik olarak
gelistigini gostermektedir. Bu nedenle transkripsiyon infidelitesinin (TI) DNA'dan RNA'Yya
transfer edilen bilglerin farklilasmasina (diversifikasyonuna) katkida bulundugdu
onerilmektedir. Sonuglarimiz transkrnipsiyon infidelitesinin rasgele ortaya cikmadigini
ancak bO'yu, yani TI olay! tarafindan etkilenen bazlan, saran sartlann onemii oldugu
spesifik kurallan takip etmektedir.

Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklara sahip deneklerde molekuler yanlis
okumanin bir gozlem: yapilmistir (Hoi Elly M ve digerleri: J. Biol. Chem., vol. 278, no.
41, 10 Ekim 2003, sayfa 39637-39643; Laxminarayana Dama ve diderien: International
Immunology, vol. 12, no. 11, Kasim 2000, sayfa 1521-1529; Fischer David F ve
digerieri: FASEB Journal, vol. 17, no. 14, Kasim 2003, sayfa 2014-2024; Van Den Hurk
Wilhelmina H ve diderleri: J. Biol. Chem., vol. 276, no. 15, 13 Nisan 2001, sayfa 11496-
11498 ; Gerez L ve digerlen: Neurobiology Of Aging, Tarrytown, Ny, Us Lnkd-
Do1:10.1016/1.Neurobiolaging 2004.03.011, vol. 26, no. 2, 1 Subat 2005, sayfa 145-155;
WOQ01/40804). Bu referanslarda hicbir mekanizma karakterize edilmemistir.

RNA heterojeniiginin genomik degil RNA seviyesinde ortaya ¢ikmasinin agtklanmasi igin
dider bir mekanizma tasavvur edilebilir: RNA duzenleme. Ancak RNA duzenleme ik tip
TI olayini agiklayamamaktadir, arallk ve araya sokmanin sunulmasl. RNA duzenleme
okaryot igensindeki mRNA ve tRNA'daki post-transkripsiyonel baz dedisimlen ile
karakterize ediimektedir. Bilinen itkame duzenleme olaylarinin buyuk bir goguniugu
C'den U'ya veya A'dan I'ya (G olarak okuyun) donusumler igermektedir (Gott, J. M. &
Emeson, R. B. (2000) Annu Rev Genet 34, 499-531 - Maas, S. & Rich, A. (2000)
Bioessays 22, 790-802. - Niswender, C. M. (1998) Cell Mol Life Sci 54, 946-64). Ayrica
bakiniz Klimek-Tomzak ve diderleri, Brtish J. of Cancer vol.94, 10 (2006) sayfa 586-
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592); Cappione ve diferlen, AJHG vol. 60,2 (1997) sayfa 305-312; veya Maas ve
diderler;, PNAS vol. 98,25 (2001) sayfa 14687-14692). Farkli ¢alismalar bu donusumlerin
adenosin ve sitidin deaminlen tarafindan katalize edilen deaminasyon mekanizmalari
tarafindan agida ciktiini gostermektedir. Difer bir tkame duzenleme olayi 1se “U'dan
Cye” donusumdur. Mikroskoblk tersine c¢evnilebilirik teonsi sitdn deaminaz
reaksiyonunun bu donusumu olusturmak uzere geriye gidebilecegini soylerken, bir CTP
sentetaz-tipi akbwvitenin bundan sorunlu olabilecedint de onermektedir. Cesith omeklerde
RNA duzenlemenin normal hucrelere kargsin kanser hucrelenine spesifik olabileced

gostenimigtir. Ilaveten, bu olgunun orant kanser kosullarinda etkilenebilmektedir.

Kanser setinde cDNA seviyesinde %5.7 C->T, %9.2 T->C ve %4.7 A->G degisiklikler
gozlenmigtir. Bu nedenle mRNA duzenlemesi burada aciklanan tek baz ikamelerinin
%20'sinden fazlasindan sorumlu olamaz. Aslen, en yaygin baz ikamelen: A-> C
(%24.6) ve T-> G (%16.8) bilinen nsan enzmatk RNA duzenleme sureclen ile
halihazirda agiklanmayan baz aillesi degisikliklerini temsil etmektedir.

Ilaveten, transknpsiyon infidelitesinin mRNA duzenlemeden farkli bir mekanizma (veya
mekanizmalar) vasitasi Hle baz siinmelenne ve/veya yerlestirmelerine neden olmast
beklenmektedir. Ayrica, son zamanlarda yapilan bir calisma dbSNP kayitlannin (Tek
Nukleotid Polimorfizm ven tabani) sayisinin ashinda duzenleme alanlan oldugunu
gostermektedir (Eisenberg, E. ve digerlert (2005) Nucleic Acids Res. 33 (14), 4612-7).
Bizm yaklagimimizda dbSNP’deki tum SNP’ler goz onune alinmamaktadir, bu nedenle
biinen SNPler veya duzenleme alanlanna karsiik gelen vyanlis SNPler harig
tutulmaktadir.

Bu nedenle, gozlemlenen kanser MRNA hetergjenhidini  agiklayan mekanizma
transkripsiyon infidelitesidir.

Bulusun Kisa Actklamasi

Bu bulus hucrelerde ve ozellikle memell hucrelerindeki transkripsiyon infidelitesini
kullanmak, belirlemek veya degistirmek icin kompozisyoniar ve yontemler ile iigilidir. Bu
bulus ornek olarak artan veya azalan transkripsiyon infidelites: ile iliskih olan veya
bundan kaynaklanan hastaliklann teshis ediimesi ve/veya tedavi ediimesi igin terapotik
ve tanilama amaglan igin ozellikle uygundur.
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Bu bulusun spesifik bir amac bir vakada kansenn varliginin veya asamasinin
belirlenmes! igin bir yontem 1ile iigihdir, bu yontem bahsedilen vakadan alinan bir
ornekte transknpsiyon infidelitesinin varliginin veya oraninin (in witro veya ex vitro)
degerlendiniimesini igermektedir, bahsedilen varllk veya oran bahsedilen vakada
kanserin varliginin veya asamasinin bir belirtecidir.

Bu bulusun diger bir amaci bir ilacin taranmasi, belirlenmesi veya optimize ediimesi 1gin
bir yontemdir, bu yontem bahsedilen ilacin bir genin transkripsiyon infidelite oranini
degistinp dedistrmedidinin (ornek olarak arttirmasi veya azaltmasi) degeriendirimesi
adimini icermektedir.

Bu bulusun bir dider amaci bir insan veya hayvanin, ozellikle kanserlenn tedavi ediimesi
igin bir yontem igerisinde kullaniimak uzere farmasotik bir kompozisyonun uretiimesi
igin bir memeli geninin transknpsiyon infidelite oranini dedistiren (ornek olarak arttiran
veya azaltan) bir bilesigin kullanimi ile ilgilidir.

Bu bulusun difer bir amaci bir ilag veya aday ilacin etkisinin dederlendiriimesi icin bir
yontem ile igilidir, bu yontem bahsedilen ilacin bir memeli geninin transkripsiyon
infidelite oranini dedistinp dedistirmedidinin (ornek olarak arttirdidinin veya azalttiginin)
degerlendinimesi adimini igermektedir, bu tur bir dedisikiik llag etkisinin bir belirteadir.

Bu bulus aynca bir ornek igensindeki transknipsiyon infidelitesinin (seviyesinin)
belirlenmesi veya olgulmesi igin yontemler, Urlnler (problar, pnmerler, antikorlar veya
bunlarin turevien gibr) ve bunlara karsilik gelen kitlen de sunmaktadir.

Bu bulus llaveten proteinler veya nuklelk asitler igensindeki transkripsiyon infidelite
sekanslarinin tammlanmasi igin ve bunlarin ornek olarak isaretleyiciler, immungjenler
olarak ve/veya bunlarin spesifik igandlarinin uretiimesi igin kullanimi igin yontemler de
sunmaktadir.

Bu baglamda, bu bulus kanser biyo-isaretieyicilennin tanimlanmasi i1gin bir yontem ile
dgilidir ve bu yontem bir ozneden alinan bir ornekte bir hedef protein veya nuklelk asit
Igerisindeki transknipsiyon infidelite alan(lar)inin tanimlanmasini ve tercihe bagh olarak
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bahsedilen transkripsiyon infidelite alan(lar)inin dizliminin behlrlenmesini icermektedir.
Belirli ve tercih edilen bir uygulamada, hedef protein bir hucre yuzey proteini veya
salgilanmig bir proteindir, ozellikle bir hucre yuzey: proteini veya bir plazma proteinidir.

Bu bulus aynica bir ozellik veya patolojk duruma ozel bir igandin tanimlanmasi ve/veya
uretiimesi 1gin bir yontemi de agiklamaktadir, bu yontem bahsedilen ozellik veya patolojik
duruma sahip bir ozneden alinan ornekte bir veya daha fazla hedef protein veya nukleik
asit igensinde en az bir transknipsiyon infidelite alaninin varh@inin tanimlanmasini, tercihe
bagli olarak bahsedilen en az bir adet transknpsiyon infidelite alaninin diziliminin
belirlenmesini ve transkripsiyon nfidelitesi tarafindan olusturulan bahsedilen en az bir
protein (veya alan) veya nukleik aside spesifik olarak baglanan bir ligandin uretiimesini
Icermektedir.

Bu bulug ozellikle kanser biyo-igaretieyiclerinin tanimlanmasi i1gin uygundur. Memeli
oznelerde bu tur rahatsizliklara ozel hgandlarnn, ozellikle bir oznedeki bir hucre
proliferatif rahatsizhgin varligini veya seviyesini belirleyebilen ligandlarin uretiimesi igin
ozellikle uygundur.

Bu bulug ayrica spesifik olarak transknpsiyon infidelitesi tarafindan olusturulan bir
protein (veya alan) veya nukleik aside baglanan bir ligandi agiklamaktadir. Bu ligand
spesifik olarak transkripsiyon infidelitesi tarafindan olusturulan bir proteine (veya alana)
baglanan bir antikor (veya daha sonra aciklanacadi gibi herhangi bir kismi (Fab, Fab’,
CDR vb. gibi) veya turevi) olabilir. Bu ligand ayrica spesifik olarak transkrnipsiyon
infidehtes: tarafindan olusturulmug bir nukleik aside baglanan bir nukieik asit de (ornek
olarak prob, primer, RNAI (gingim RNA’si) vb.) olabilir.

Bu bulug ilaveten transkripsiyon infidelitesi tarafindan olusturulan bir proteinin, ozellikle
bir memeli proteinin ve daha ¢ok tercih edilen haliyle bir insan proteinin bir alanini
igeren bir peptidi agiklamaktadir. Bu peptid tipik olarak sentetik bir peptiddir: yani
ornek olarak kimyasal sentez, amino asit sentezi ve/veya uzatmasi, protein sindinmi,
peptid birlestirme, rekombinant ekspresyon vb. gibi yontemlerle yapay olarak
hazirlanmig bir peptiddir. Bu peptid tipik olarak bahsedilen proteinin bir C-terminal
kisminin diziimini (sekansini) igermektedir. Peptid tercthen 100, 80, 75, 70, 65, 60, 50,
45, 40, 35, 30, 25 ve hatta 20nin altnda amino asit icermektedir (ancak dider
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uygulamalarda, peptid uzuniugu daha fazla olabilir). Protein bir hicre yuzeyr proteini
(ornek olarak bir reseptor vb.), salgilanmis bir protein (ornek olarak bir plazma proteini
vb.) veya bir hucre g1 protein: olabilir.

Bu bulusta aynica yukanda tanimlandi§i gibi transkripsiyon infidelites: tarafindan
olusturulan bir peptidin bir iImmunojen olarak kullanimt da agiklanmaktadir. Bu bulus
ayrica yukanda tanimlandigi gibi transkripsiyon infidelites! tarafindan olusturulmus bir
proteinin bir pargasini iceren bir peptidi ve tercihe bagh olarak uygun bir tasiyic,
eksipiyan ve/veya adjuvani igeren bir agi kompozisyonunu da agiklamaktadir.

Bu bulug icenisinde ilaveten bir antikorun uretilmesi igin bir yontem de agiklanmaktadir,
bu yontem insan olmayan bir memelinin yukarida tanimlandigi gibi transkripsiyon
infidelites) le olusturulmus bir peptid ile imunize ediimesini ve bahsedilen peptide
baglanan antikorlarin veya karsilik gelen antikor-Ureten hucrelerin gen toplanmasini
igermektedir. Tercthe bagl olarak antikorun turevien de uretilebilir.

Spesifik bir uygulamada, bu bulug bir antikor uretimi igin bir yontemi agiklamaktadir, bu
yontem (1) transknpsiyon infidelitesi tarafindan olusturulmus bir protein alaninin
tanimlanmasini ve (i) bahsedilen alana spesifik olarak bagdlanan bir antikorun
uretiimesini igermektedir. Tercthe baglh olarak, antikorun turevien de uretilebilir.

Bu bulugta aynca transkripsiyon infidelitesi tarafindan olusturulan bir proteinin bir
parcasina spesifik olarak baglanan bir antikor veya buyuk oranda ayni antijen ozelliine
sahip bu tur bir antikorun bir turevi de agiklanmaktadir. Antikor poliklonal veya
monoklonal olabilir. Turewvi terimi herhangi bir kismini (Fab, Fab’, CDR, vb. gibi) veya tek
zinairh antikorlar, bi-fonksiyonel antikorlar, insanlastinimis antikorlar, insan antikorlan,
kimerik antikorlar vb. gibi diger turevien igermektedir.

Bu bulusun dider bir agiklamasi yukarida agiklandigi gibi bir molekule konjuge olmus
(baglanmig) bir antikor veya bunun bir turevi ile ilgiidir. Molekul bir ilag, bir etiket,
toksik bir molekul, bir radyoizotop vb. olabilir.

Bu bulus ayrica yukanda tanimiandigi gibi bir antikor veya turevinin bir genin
transkripsiyon infidelitesinin  (ornek olarak /7 witro) beliienmesi veya nicel hale
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getinimesi i¢in kullaniimasi ile de iigihdir.

Bu bulug aynca yukanda tanimlandii gibi bir konjuge bir antitkor veya turevinin bir
tedavi veya tanilama reaktifi (ayiraci) olarak kullanimi ile de ilgilidir.

Bu bulus ilaveten spesifik olarak transknpsiyon infidelitesi tarafindan olusturuimus bir
protein veya nukielk aside baglanan bir reaktifi iceren, bir destek uzerine sabitienmis bir
ahaz veya urunu de agiklamaktadir. Reaktif ornek olarak bir prob veya bir antikor veya bir
turevi olabilir.

Bu bulugta ilaveten bir hucre veya doku veya organizma igensinde transknpsiyon
infidelitesine neden olunmasi veya baslatimasi veya uyanimasi igin bir yontem de
agiklanmaktadir. Bu tur bir yontem tipik olarak bir transknpsiyon infidelites alaninin
normal genomik sekanslar igerisinde drmek olarak bir gen terapisi vektori araciligi ile
sokulmasini 1gerebilir. Bu tur bir modifikasyon bir hucre veya dokunun yikimi ile
sonuglanabilir. Ozellikle hucre toksik protemnlerinin veya bilegiklerinin  uretimi ile
sonuglanan herhangi bir gen sekansi igenisinde agik bir okuma gergevesi olusturmak
mumkundur. Hasta (veya hedef) bir hucre igensinde, toksik veya terapotik molekuller
kullanilarak hedeflenen spesifik bir biyo-isaretieyicinin ekspresyonu da mumkundur. Bu
nedenle bu yaklagimi kullanarak, transkripsiyon infidelitesi meydana geldiinde veya
belirlh bir orami astiinda hucrenin olumune veya tedavi ediimesine neden olunmasi
mumkundur.

Bu bulug i1genisinde ayrica bir insan veya hayvanin tedawvisi igin bir yontemde kullanilmak
uzere farmasotik bir kompozisyonun uretilmesi igin transknpstyon infidelitesi alan(lark
igeren bir nukleik asidin kullanimi da agiklanmaktadir. Bu gen; bir memel geni veya viral
bir gen, bakteriyel bir gen vb. gibi patojenik bir ajandan gelen bir gen dahil olmak uzere
herhangi bir gen olabilir. Bu baglamda, bu bulus bir patojen tarafindan kaynaklanan bir
hastaligin tedavisi 1gin bir yontem ile ilgiidir, bu yontem bahsedilen patojen tarafindan
kodlanmig bir genin transkripsiyon infidelitesine neden olunmasini veya uyariimasini
igermektedir.

Bu bulug aynca azaltlmig transkripsiyon infidelitesi ile in vitro olarak rekombinant
polipeptidlerin uretim yontemlen ile de ilgiidir. Bu tur yontemler rekombinant
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polipeptidlerde mikro-heterojenlikte bir dususe olanak vermektedrr. Bu yontem
transkripstyon infidelitesinin ortaya ¢ikis sikligini dusurmek igin rekombinant bir nukleik
asit iceren konak¢ hucrelenn uyarlanmis kodon kullanimi ile birlikte kullanimini
icermektedir. Bu yontem aynca transkripsiyon infidelitesinin ortaya gkma sikhigini
azaltan herhangi bir bilesik veya tedavinin kullanimim da igermektedir. Yontem
prokaryotik veya okaryotik konakg! hucrelerde, ornek olarak E. coli veya CHO suslarinda
kullanilabilir.

Bu bulus ornek olarak hucre proliferatif hastaliklar (ornek olarak kanserler), badisiklik
rahatsizhklan (ornek olarak oto-immun hastaliklar (coklu skleroz, Amiyotropik Lateral
Skieroz (ALS)), gref reddi), yaslanma, inflamatuvar hastaliklar, diyabetler vb. gibi artan
veya azalan transknpsiyon infidelitesi orani ile ihskili gesith patolojk durumlarin
belirlenmesi, 1zlenmesi veya tedavi edilmesi igin ve/veya terapotik olarak aktif ilaglarin
uretimesi, dizayn ediimes) veya taranmasi igin herhangi bir memel oznede, ozellikle
herhang! bir insan oznede kullandabilir. Bu bulus aynca prokaryotik hucreler, alt
okaryotiar (ornek olarak mayalar), bocek hucreleri, bitki hucrelen, mantar vb. gibi
herhangi diger dokular veya hiicre tirlerinde transknpsiyon infidelitesinin belilenmesi,
1zlenmesi, module edilmesi veya hedeflenmesi igin de kullanilabilir.

Sekillerin Kisa Agiklamasi

Sekil 1: cDNA kutuphanesi olusturuimasi ve dizilmes: (sekanslama) prensibi

Sekil 2: (a-q) Analiz igin kullanlan mRNA referans sekanslan. Blastin garpiimasini
onlemek igin mMRNA referans sekanslaninin poliA kuyrugu sistematik olarak
uzaklagtinlmigtir. Sekil 2r test edilen genlenin bir listesini sunmaktadir.

Sekil 3: Tipikk MegaBLAST ¢ikti dosyalar.

Sekil 4: Incelenen her bwr gen ign herhangi bir pozisyondaki nukleotid sekans
sapmasinin yuzdesi.

Sekil 5: TPT1, VIM = EST’ler ve oran testi analizlennin sayisi.

Sekil 6: Elektronik filtrelenn arka arkaya uygulanmasindan once ve sonra EST’lerdeki
degisimler. Clip 400 ve hucre hattr uzaklastirma etkileri.

Sekil 7: DNA igengi: @) Baz bO heterojenligi uzerinde pmRNA baz kompozisyonunun etkisi,
b) Ikame edilen her bir baz igin yenne gegen bazin kompozisyonu, c) Istatistiksel olarak
belirgin C>N testleri igerisinde etkilenen ve dedistinlen bazlarin yeniden bolunmesi, d) b-1
veya b+1'n tekrarina karsilik gelen tkame bazi uzennde pmRNA baz kompozisyonunun
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etkisi.

Sekil 8: VIM i¢in sanal varyant mRNA ve protein.

Sekil 9: Kodlama etkisi

Sekil 10: Ilgilenilen protein = stop kodonu istatistiksel olarak etkilendidinde amino asit
dizilimler.

Sekil 11: DHPLC = belirleme prensibi ve imitler.

Sekil 12: DHPLC = pnimerler ve beklenen PCR urunlen.

Sekil 13: Incelenen 60 proteinin listes:.

Sekil 14: Antikor uretimi.

Sekil 15: DHPLC Sonuglari

Sekil 16: Sanger hassasiyeti

Sekil 17: Kanserll hasta plazmasinda APOAII ve APOCII PSP'nin belirlenmesi
Sekil 18: Plazma proteinlen uzerinde potansiyel PSP

Sekil 19: mRNA diziim ikame tahminlennin degerlendinimesi

Bulusun Ayrintili Agciklamasi
Tanimlar
Transkripsiyon Infidelitesi

Transknipsiyon infideltesi terimi bir hucre 1gensinde gesith ayn RNA molekullennin tek
bir gen sekansindan uretldigi ozgun bir mekanizmayr tanimlamaktadir. Bu yeni
tanimlanan mekanizma potansiyel olarak her turlu geni etkilemektedir, rasgele degildir
ve asagida aciklanacagi Uzere belirh kurallar takip etmektedir. Orneklerde gostenildigi
gibi, transkripsiyon infidelitesi RNA molekuller igerisinde ikameler, siimeler ve araya
sokmalara neden olabiir ve bu sekilde tek bir genden farkhi protenler
yaratabilmektedir. Transknpsiyon infidelitess aynca kodlama yapmayan RNA
sekanslarini da etkleyebilir ve bu sekilde iglevierint module edebilir. Bu nedenle
transkripsiyon infidelitesinin olguimesi, module ediimesi veya hedeflenmesi hastaliklarin
belirlenmes veya tedavi edilmesi ve ilag gelistinimes: igin ozgun bir yaklagimi temsil
etmektedir.

Transknpsiyon Infidelite Alant

Bu bulugun kapsamu igensinde, Transkripsiyon Infidelite Alarni terimi transkripsiyon
infidelitesi tarafindan etkilenen bir sekans ve/veya pozisyonu ifade etmektedir. Bu
transkripsiyon infidelitesimin bir sonucu olarak olusturulan en az bir modifikasyon igeren
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bir nuklelk asit veya amino asit alant olabilir. Bu tur bir modifikasyon ornek olarak
kodlama gercevesinde bir dedisimden (ilave ve/veya silme), stop kodonlarinin sunulmasi
veya bastinimasindan, yent bir baglatma kodonunun sunulmasindan, nukleotid(ler)in
tkame(ler)inden (AAnin dedisiminin iIma edilmesi veya ediimemesi) vb. kaynaklanabilir.
Bir transkripstyon infidelite alani transkripsiyon infidelitesinden kaynaklanan bir veya
daha fazla sekans varyasyonlan igerebilir. Bir transkripsiyon infidelite alam ornek olarak
1 adet modifiye edilmis nukleotid veya amino asit rezidusu ila ornek olarak 150 adet
modifiye ediimis nukleotid veya amino asit rezidusunden veya daha fazlasindan
olugmaktadir. Transknpsiyon infidelite alani tipik olarak sadakath transknpsiyondan
kaynaklanan sekanstan en az bir nukleotid veya amino asit modifikasyonu (ornek olarak
tkame, siime, yerlestirme, ters ¢evirme vb.) ile aynimaktadir. Transknipsiyon infidelitesi
tarafindan olusturulan bir protein veya alan (TI-proteini) tipik olarak en az bir adet
modifiye edilmis amino asit rezidusune sahip olan 1 ila 50 arasinda (veya hatta daha
fazla) amino asit igermektedir. Bir nukleik asit transknpsiyon infidelite sekansi tipik
olarak en az bir adet modifiye ediimis nikkleotid rezidiisune sahip 1 ila 150 arasinda (ve
hatta daha fazla) nukleotid icermektedir.

Transknpsiyon Infidelitesi Kurallari ve Tanimlanmasi

Bu uygulamada tanimlandiyi gibi transknpsiyon infidelitesinin spesifik belirleme
tekniklenne vefveya spesifik kurallarina dayanarak, herhangt bir gen veya protemn 1gin
Transknpstyon Infidelite Alanlarinin tahmin edilmest ve tanimlanmasi arttk mumkundur.
Bu alanlar ayrica venlen RNA 1gin mevcut sekanslan hizalayarak ve baz ikamelenni
tanimlayarak da elde edilebilir. Bunlar nihayetinde ornek olarak tahmin edilen bir TI-
proteini igin spesifik hgandlar kullanilarak gesith teknikler 1le dogrulanabilir.

Bir transknpsiyon infidehte alanini tarimlamak igin spesifik bir yontem:

- verilen bir gen, RNA veya cDNA molekulunun veya bir kisminin diziiminin (sekansinin)
saglanmasl, ve

- bahsedilen sekans igensinde, ornek olarak asagida (m) igensinde anlatildigi gibi
transkripsiyon infidelitest kurallanni takip ederek, transknpsiyon infidelitesinden
kaynaklanan bir nukleotid degisiminin (ornek olarak tkame, silme, yerlestirme, tersine
gevirme) tamimlanmasi,

adimlarini icermektedir.
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Bir transknipsiyon infidelite alaninin tanimlanmasi i¢in dider bir spesifik yontem:

- verilen bir protein veya bir kisminin dizliminin saglanmasi, ve

- bahsedilen sekans igensinde, ornek olarak asadida (m) igenisinde anlatildigt gibt
transkripstyon infidelitesi kurallanni  takip ederek, transkripsiyon infidelitesinden
kaynaklanan bir amino asit degisiminin (6rnek olarak ikame, silme, yerlestirme, tersine
gevirme) tanimlanmasi,

adimlarini igermektedir.

Bir molekul igensinde transkripsiyon infidelitesinden kaynaklanan bir degisikhi@in varligi
ug adimhik bir sureg ile tanimlanabilmektedir ve bu sureg:

(1) Coklu Kargihk Gelme Faktoryel Analizi (MCFA) faktorlen uzerinde kuadratik
disknminasyona dayali bir ogrenme makinesi ile transknpsiyon infidelite alanlarinin
tanimlanmasi

(1) ayni yontem lle transkripstyon infidelite alanlannin (b-1 veya b+1 veya dider)
kategorisinin tanimlanmasi ve

() asagidaki transknipsiyon infidelite kurallarini kullanarak degistirilecek bazin tahmin
edilmest:

. Bir tekil olarak mevcut olan herhangi bir baz igin, yani oncesinde veya
sonrasinda kendisi tarafindan takip ediimeyen herhangi bir baz igin, ikame edilecek baz
buyuk ihtimalle ikame edilecek olandan onceki ile aynidir (b-1 kategorisi durumunda)
veya tkame edilecek olandan sonraki baz ile aynidir (b+1 kategorisi durumunda). Ormnek
olarak CAT, CCT haline gelecek (b-1 kurali); ATG, AGG haline gelecektir (b+1 kurali);

. Ug arka arkaya A igensinde ikameler meydana geldiginde, ikinci A'nin
ikames tercihen C'ye gitmektedir;

. Ug arka arkaya T igensinde ikameler meydana geldifinde, ikinct T'nin
tkamesi tercihen C'ye, daha sonra A'ya ve sonrasinda ise G'ye gitmektedir;

o C ve G'nin uzatmalan tkincide ¢ok nadir ikame edilmektedir, ancak eger
varsa, ikina Cnin 1kamesi terahen A'ya ve ikinc Gnin ikames tercihen Clye
gitmektedir;

. Diger durumlar igin dedistirme baz tercthen C'dir.

Herhangi bir hedef protein veya nuklek asidin diziimi igenisindeki transkripsiyon
infidelite alanlarnnin tanimlanmasi igin diger yontemler ornek olarak ifade edilen mevcut

dizhm etiketlennin (EST'ler) karsilastinimasini, tanimlanan dizlimlerin - dogrudan
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guglendinimesini ve guglendirme urunlerinin  spesifik dizlim yontemlert (Sanger,
kimyasal, Payro-sekanslama) ile dizimesini igermektedir. Bu tur bir yaklasik AA
dedisikliklen, protein uzunlugunda modifikasyonlar vb. iceren varyant diziimler
vermektedir. Daha sonra transknpsiyon infidelite alanlan tasiyan mRNA veya cDNA Ile
segicl olarak eslesen oligonukleotid dizayn edilebilir ve bu bir dizlim havuzundan
transknpsiyon infidelitesine sahip nukleotidin  secicc  amplifikasyonuna olanak
vermektedir. aynca Ti-proteinini hedefleyen antikorlar da uretiliebibr.

Alternatif olarak, bir transknpsiyon infidelite alaninin sekans analizi veya biyoinformatik
kurallan vasitas! lle de tanimlanmasi mumkundur. Sonugta ortaya ¢ikan sekans (dizilim)
herhang! bir transfeksiyon vektoru igensinde kionlanabilir. Aynica sadece transknpsiyon
Infidelites: meydana gelirse kopyalanacak veya donusturulecek olan bir raportor gen ile
gerceve igensinde bu tur bir transknpsiyon infidelite alani igeren bir yapinin dizayn
edilmesi de mumkundur. Raportor gen bir enzim veya floresan protein olabilir veya hedef
hucrey! bir toksine kars) hassas veya dayanikli yapan herhangi bir gen olabilir.

Transknpsiyon infidelite alanlarinin (veya itkamelerinin) tanimlanmasina olanak veren
detayl bir yontem agsadida agiklandigi uzere TDG yontemini igermektedir:

RNA igenisindeki transknipsiyon infidelite alan(lar)inin belirlenmesi igin Pan ve Weissman
ve Liu ve diderlen tarafindan agiklanan bir teknik (PNAS, 2002,99(14), 9346-9351 ve
Anal Biochem. 2006 Eyl 1;356(1):117-24) uyarlanabilir. Bu teknik kompleks
kangimlardan yanlig-eglesme igeren DNA ¢iftlerinin ayn ayn zenginlestinimesi kabiliyetine
sahip bir enzim olan Tiamin DNA glikosilaz (TDG)in kullanimina dayanmaktadir. Bu
enzimler spesifik olarak nukleotid yanlis eslesmelerini tanimakta ve abazik alanlar
meydana getirmektedir (deoksiriboz ile DNA'min bazlanndan bin arasindaki bad
pargalanmaktadir). Daha sonra, TDG geri dondurllebilir sekilde bu abazik alanian
badlayabilmekte ve bu sayede vyanlig-eslesme iceren DNA pargalarinin  afinite
saflastirmasi 1gin kullanilabilmektedir. Tipikk bir denemede, RNA'lar 2 hucre turunden
(normal ve kanserl) ekstrakte edilmekte ve cift-kollu cDNA yapmak uzere ters
kopyalanmaktadir. Her bir &rmegin 1si ile denaturasyonu ve yavas renaturasyonundan
sonra, yanlig-eslesme(ler)e sahip cDNA'lar olusturuimakta ve mukemmel ciftlerden
ayrilabiimektedir. Bu cDNA'lar daha sonra ya dodrudan sekanslama ile analiz
edilebiimekte veya DHPLC ile kargilagtinlabiimektedir (ileride agiklanacaktir).
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Transknpsiyon infidelitest alanlannin veya mutasyonlarinin tamimianmasi 1gin adapte
edilebilen diger teknikler ornek olarak US6,329,147 ; US4,979,330 ; WO02/077286 veya
US6,120,992 dokumanlarinda agiklanmaktadir.

Tipikk olarak transknipstyon infidelite alaniannin tanimlama yontemleri ilave olarak
tanimlanan sekansi igceren bir molekulun uretilmesi, bahsedilen molekule spesifik olarak
baglanan bir igandin olusturulmas! ve biyolojik bir ornek igerisinde bahsedilen hgand
tarafindan spesifik olarak taninan bir antyenin varliginin dogrulanmast ile transkripsiyon
infidelite alaninin dogrulanmasi adimini da igermektedir.

Bir nukleik asidin tipik bir transkripsiyon infidelite sekansi; transkripsiyon infidelitesinden
kaynaklanan en az bir baz ikamesi, silinmesi veya yerlestinimesi iceren, tercihen Ormek
5'te agiklanan bir kurall takip eden, uzuniugu 1 ila 150 nukleotid arasinda olan bir
sekanstir. Transknpsiyon infidelite sekansi daha yuksek olabilir.

Bir TI-proteiminin tipkk bir alant transkripsiyon infidelitesinden kaynakianan en az bir
amino asit ikamesi (veya baz silinmesi veya yerlestinimesi nedeniyle kodlama
gercevesindeki modifikasyondan dolayr daha fazla deisiklik) iceren, terchen Omek 5'te
agiklanan bir kural takip eden, uzuniugu 1 1la 5 amino asit arasinda olan bir amino asit
sekansidir. Bir TI-proteininin alani daha yuksek olabilir.TI-proteinlennin alanlarnin
ornekler deneysel bolumde, ornek olarak Sekil 13 ve 14'de sunulmaktadir.

Transkripsiyon infidelitesinin Belirlenmesi veya Olciilmesi

Bu bulug DNA'nin RNA'ya transkripsiyonu sirasinda veya hemen sonrasinda ortaya ¢ikan
yuksek oranda dogal sekans anormalliklerinin beklenmeyen kesfine dayanmaktadir. Bu
sureg normal hucrelerde mevcut olabilir, ancak patolojik hucrelerde, ornek olarak kanser
hucrelerinde buyuk oranda artmaktadir. DNA'nin RNA‘ya transkripsiyonunun bire bir baz
tamamlayiclar tarafindan tanimlananlardan farkh kurallan takip ederek sekans
varyasyonlarini olusturdugunun kesfi transkripsiyon infidelitesi tarafindan olusturulan
nukleik asit veya proteinlere spesifik ozgun reaktiflenin (ormek olarak problar, primerler,
antikorlar, aptamerier) rasyonel dizaynina olanak vermektedir. Bu tur reaktfler bu
nedenle transkripsiyon infidelitesinin tespit edilmesine veya olgulmesine, normal veya
hastalikl durumlar arasinda aynm yapilabilmesine ve transknpsiyon infidelites) ortaya
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koyan hucrelere molekullerin hedeflenebilimesine olanak verebilmektedir.

Ilaveten, bu bulug hastalidin (ornek olarak kansenn) seviyesinin kestinmcisi (tahmin
edias) olan reaktiflerin (ornek olarak problar, primerler, antikorlar, aptamerier) rasyonel
dizaynina da olanak vermektedir. Aslinda, hastai§in seviyesi (siddet) ile daha yuksek
oranda transkripsiyon infidelitesinin korelasyon gostermesi beklenmektedir ve daha fazla
gen urunu etkilendikge bu oran kademel olarak artmaktadir. Hastalikli hucre(ler)de
transkripsiyon (in)fidelitesinin burada agiklanan yontemle veya difer herhangi bir
teknoloy 1le dogrudan olgumu verlen herhangi bir dokuda hastalik surecinin farkls
agamalarinda hucrelenn tespit edilmesine olanak vermektedir. Gen ekspresyonundaki bu
varyasyonlarin dogru sekilde olgulmesi (transkriptler ve proteinler) de hastaligin
derecesine gore Illag etkisinin degerlendinime kapasitesini  arttirmaktadir. Mevcut
durumda, cesith mikro-dizi teknikieri gen ekspresyonundaki dedisimlerin olgulmesine
olanak vermektedir. Ancak, bu venlerin guvenilirhgi ve en onemlisi yeniden uretilebilirligi
(tekrar edilebilifigr) hall hazrda vyeterh dedildir. Bu transkriptomik deneylenn
degiskenliginin buyuk bir kisminin bu bulusun muctleri tarafindan kesfedildi§i uzere
kismen transkripsiyon infidelitesi tarafindan kaynaklandigini kabul edebiliriz. Bu nedenle,
bu ortak olgunun kesfi transkripsiyon infidelitesinden minimum seviyede etkilenen veya
bu bulusta agiklanan kurallan takip eden spesifik dizlimlerde ortay cikan transkripsiyon
infidelitesin dogrudan yansitan gen ekspresyon reaktiflerinin dizayn edilmesine olanak
vermektedir.

Ayrica transknipsiyon infidelitesinin transknipsiyon orani tarafindan module edilmesi de
olasidir ve hatta buyuk ihtimalle boyledir. Patolojk durumdaki verilen bir genin artan
ekspresyonunun TI'y1 arttiracadi ve bu sekilde protein heterojenlidini arttiracagini tahmin
etmekteyiz.

Transknipsiyon infidelitesi bu teknik alanda bilinen ve bu bulusa uyarlanabilen birkag
adet teknik kullanilarak tespit edilebiimekte veya olculebiimektedir. Ozellikle bir protein
veya nuklelk asidin gesith formlan arasinda tespite olanak veren spesifik problar,
primerler veya antikorlar, elektroporoz, jel migrasyon analizi, spektrometn vb. gibi
transknipsiyon infidelitesi tarafindan olusturulan nuklelk asit veya proteine spesifik
reaktifler kullanilarak transkripstyon infidelitesi olgulebilir. Transkripsiyon infidelitesi
orani transknpsiyon infidelitesine maruz kalan bir hucrede genlerin sayisi ve/veya
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verilen bir gen igin olusan transkripsiyon infidelite alanlannin sayisi degerlendirilerek
tespit edilebilir. Bu tur bir oran bir test ornedi icensindeki transkripstyon infidelites
tarafindan olusturulan nuklelk asit veya protein seviyesi ile referans bir omekten elde
edilenler karsilastirilarak belirlenebilir.

Transkripsiyon Infidelitesinin nukleik asit seviyesinde tespit edilmesi

Yukarida agiklandigi uzere, transkripsiyon infidelitesi RNA molekullent icerisinde dizihm
varyasyon(lar) meydana getirmektedir. Bu nedenle transkripsiyon infidelitesinin tespit
edilmesi veya olgulmesi, bir veya daha fazla gen tarafindan kodlanmis RNA'lar veya
tum bir hucre veya doku veya ornek igensindeki bu tur varyasyon(lar)in varliginin veya
(mutlak veya nispi) miktarinin tespit edilmesi ile gergekiestirilebilir. Nukleik asitler
igerisinde  transkripsiyon  infidelitesinin  tespitt  hibndizasyon,  amplifikasyon,
heterodubleks formasyon vb. gibi gesithi teknikler ile gerceklestiniebilir.

Cesith farkli doku turler igensinde mevcut olan nukieotidlenn tanimlanmasinda kultanilan
hemen hemen tum teknolojler hibndizasyon adi veriien bir surece dayanmaktadir.
Hibndizasyon, polimorfizmin belilenmesi ve gen ekspresyonundaki varyasyonlarin
aranmast 1gn kullanilan mikro-diziler gibi teknolojiler igin kntktir. Bu teknik gen
ekspresyonunun seviyesinin olgulmesi i1gin uygulanmaktadir. Oligonukleotid problarinin
hibndizasyonu ayrica dusuk fazlalik mesajlaninin daha 1y incelenmesine olanak vermek
uzere fazla miktarda eksprese edilen gen dizlimlennin gkartlmast gin  de
kullaniimaktadir — bu prosedur cgikartma (eksiltic-subtraktif) hibnidizasyon olarak
adlandinimaktadir. Hibndizasyon ayrica, mesa) dizhimini RNA tipinden DNA tipi dizhme
donugturmek igin ters transkriptaz uygulanmasindan sonra ya da dogrudan PCR
deneylerinde yaygin olarak kullanilan gen amplifikasyon reaksiyonunun da birinc
adimidir.

Hibridizasyonun altinda yatan temel mekanizma, iigili dizilimlenn birbirlerini tamamiayici
olmasi kosulu ile, tek kollu nukleotid(ler) dizihmlerinin birbirlenine baglanabilmesidir. 4
bazin her binnin hem uzunlugu hem de spesifik sirasi hibndizasyonun etkisini ve
dizhmin belirihigini (spesifitesim) belirlemektedir. Bu her bir spesifik bazin kovalent
olmayan bir gekilde tamamlayici bazina baglandigini ima etmektedir: A T'ye ve C G'ye ve
bunlarin tersi. Bir dizlim eglesmesindeki bu kovalent olmayan bagdlanma bazin sirasi Ile
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kosullandinimaktadir. Bu nedenle genel uygulamada baziann tanimlanmis bir dizihmi tek
bir tamamlayic dizlime badlanmaktadir. Bu spesifik baglanma reaksiyonu verlen
herhangi bir nukleottld kansimi 1gensindeki herhangt bir tamamlayica dizilmin
tanimlanmasina olanak veren hibridizasyon igin temel teskil etmektedir. Hibndizasyonun
etkinigi, uygun sirada, birbirlenne eslesen bazlarin sayisi (bazi seviyedeki yanls
eslesmeler tolere ediimektedir) ile belilenmekte ve baglama tamponunun katilidi
(sikilig), CG ve TAnin nispi miktarlan (CG ve TA sirastyla 3 ve 2 hidrojen bagi ile
baglanmaktadir) ve enme sicakhdi, yani gft-kollu DNA'nin %50 ¢ozunmesine olanak
vermek 16in gerekl olan sicaklik gibi deney kosullan tarafindan belirlenmektedir.

Hibndizasyon kullanilarak transknpsiyon infidelitesinin tespit edilmes! tipik olarak bir
ornedin bir transknpsiyon infidelitesi igin spesifik olan bir nukletk asit probu ile temas
ettinimesi ve olusan hibridlerin (melezlerin) varhidinin (veya miktarinin) tespit ediimesint
icermektedir, bahsedilen varlik veya miktar transkripsiyon infidelitesinin varliginin veya
oraninin dogrudan bir gdstergesidir. Tercih edilen bir uygulamada, bu yontem sirasiyla
bir veya daha fazla genin farkh transkripsiyon infidelitesi diziimienn igin spesifik olan bir
nuklek asit setr kullanmaktadir. Bir transkripsiyon infidelites: dizilimi igin spesifik olan
nukleik asit problari, bu uygulamada agiklanan dizilm bilgisi ve nukleotid ikame,
yerlegtirme veya siime kurallarini kullanarak, herhangi bir gen 1gin hazirlanabilir (bakiniz
ornek olarak Ornek 5).

Bu bulusun kapsami icerisinde bir nukleik asit “probu” bir transkripsiyon infidelite
dizhmi veya bunun bir tamamilayicisi ile segici hibridizasyon kabiliyetine sahip olan ve
bahsedilen dizilim veya tamamlayiciyl igeren bir ornek igerisinde bunlarin varligini (veya
miktarini) tespit etmeye uygun olan bir polinukleotid dizilimi igeren bir nukleik asit veya
oligonukleotid anlamina gelmektedrr. Problar tercthen bir transkripsiyon infidelite
dizhmine tam olarak tamamlayiadir, ancak bazi yanhs eslesmelere tolere edilebilr.
Problar tipik olarak uzunlugu 8 ila 1500 nukleotid arasinda, ornek olarak 10 ila 1000
arasinda, daha tercth edilen haliyle 10 1la 800 arasinda ve tipik olarak 20 ila 700
arasinda olan tek kollu nuklelkk asitlen igermektedir. Daha uzun problann da
kullanilabilecegi anlagiimalidir. Bu buluga ait tercih edilen bir prob uzunlugu 8 ila 400
nukleotid arasinda olan ve bir transknpsiyon infidelite dizlimine spesifik olarak
hibritlesebilen tek kollu bir nukleik asit molekuludur.
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Bu bulusun spesifik bir uygulamasi bir transknipsiyon infidelite dizlimi icermeyen bir
nukleik asit molekulu bolgesine segic olarak hibritlesen bir nukleik asit probudur.

Nukleik asit hibnidizasyonunu belirtmek igin kullanildidinda segicilik, probun hedef dizilime
hibndizasyonunun bahsedilen probun diger bir dizlime hibndizasyondan farkll oldugunu
belirtmektedir. Bu bagdlamda, her ne kadar prob ile hedef dizim arasinda mukemmel
tamamlayicilik gerekli olmasa da, segict hibndizasyona olanak vermek ign yeterl
miktarda yuksek olmalidir.

Bu bulusa ait terah edilen problar, bir hucre yuzeyr proteinini veya salgilanmis bir
proteini kodlayan bir RNA molekulu (veya karsilik gelen ¢cDNA molekulu) igenisindeki bir
transkripsiyon infidelite dizhmine tamamiayic (tumleyen) olan bir dizlimi igermektedir.
Bu bulugsa ait spesifik prob orneklen bir transkripsiyon infidelite dizlimini tamamlayan
veya 1'den 32'ye kadar SEQ IDlerinden herhangi birinin bir peptid dizihimini kodlayan bir
dizilime sahiptir.

Omnek olarak hibridlerin kararliligini arttirmak (ornek olarak 2’alkoksinbonukleotidler gibi
modifiye edilmis nukleotidler veya gruplarinin araya ilave edilmesi)) veya probun
etiketlenmesi i¢in problann dizihmi ornek olarak kimyasal olarak modifiye edilebilir. Tipik
etiket orneklerine, kisitlayici olmaksizin, radyoaktivite, floresans, luminosans, enzimatik
etiketleme ve benzerlen dahildir. Prob hedef nuklelk aside bir solusyon veya
suspansiyon igenisinde hibritlestinlebilir veya kisitlama olmaksizin bir boncuk, kolon,
plaka, substrat (nukleik asit diziler1 veya pargalan uretmek igin) vb. gibi kati bir destege
bitistinlebilir.

(Hibndizasyon problari ile birlikte kullanilabilen) diger bir uygulamaya gore
transknpsiyon infidelitesi spesifik primerler kullanilarak segici amplifikasyon ile tespit
edilmekte veya olgulmektedir. Transkripsiyon infidelitesinin segici amplifikasyon ile tespit
edilmes tipik olarak bir transkripsiyon infidelite dizlimini spesifik olarak guglendiren
(amplifiye eden) bir nukleik asit primen ile bir omegin temas ettnimesini ve olusan
amplifikasyon urunlerinin varhd@inin (veya miktarinin) tespit ediimesint igermektedir,
bahsedilen varlk veya miktar transknpsiyon infidelitesinin varliinin veya oraninin
dogrudan bir gostergesidir. Terch edilen bir uygulamada, bu yontem sirastyla bir veya
daha fazla farkh transknpsiyon infidelite dizihminin spesifik amphfikasyonuna olanak
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veren bir nukleik asit primen setini kullanmaktadir. Amplifikasyon, kisitlayici olmaksizin,
polimeraz zincr reaksiyonu (PCR), ligaz zinar reaksiyonu (LCR), transknpsiyon
tarafindan aracilik edilen amplifikasyon (TMA), kol (sarmal) oteleme amplifikasyonu
(SDA) ve nukleik asit dizihmi temelli amplifikasyon (NASBA) gibi bu teknik alanda bilinen
cesith tekniklere gore gergeklestiniebilmektedir.

Bir transkripsiyon infidelite dizilimine spesifik olan nuklelk asit primerleri, bu
uygulamada acgiklanan dizhm bilgllen ve nukieotid 1kame, yerlestirme ve dime
kurallanni kullanarak, herhangi bir gen igin hazirlanabilir (bakiniz ornek olarak Omek
5).

“Primer” terimi, bir transkripsiyon infidelite diziimi ile veya bunun bir tamamlayicisi ile
veya bir transknpsiyon infidelite alaninin bitisiginde bulunan bir nukleik asit bolgesi ile
segici hibndizasyon kabiliyetine sahip olan ve bahsedilen dizilm veya tamamlayicry:
iceren bir ornekte bahsedilen transknpsiyon infidelite alaninin tamamini veya bir kismini
amplifiye etmeye uygun olan bir polinukleotid dizilimi iceren bir nuklekk asit veya
oligoniikleotidi ifade etmektedir. Bu bulusa ait tipik primerler uzuniugu 5 ila 60
nukleotid arasinda olan, daha tercih edilen haliyle uzuniugu 8 ila 50 nukleotid arasinda
olan ve daha tercih edilen haliyle uzunlugu yaklasik 10 ila 40, 35, 30 veya 25 nukleotid
arasinda olan tek-kollu nukleik asit molekullendir. Yuksek spesifitenin saglanmasi igin
mukemmel tamamlayicilik tercih edilmektedir. Ancak, belirli yanlis eslesmeler yukarida
problar icin agiklandidi gibi tolere edilebilmektedir.

“Bitigiginde” terimi, bolgenin transkripsiyon infidelite alanindan konvansiyonel
polimeraz aktiviteleri lle uyumiu bir mesafede, ornek olarak bahsedilen alandan 250
bp’den daha fazla olmayan, tercihen 200, 150, 100 veya daha tercih edilen haliyle 50
bp'yt asmayan bir mesafede yukanda konumlandinlmis olmasi gerektigini
belirtmektedir.

Bu bulusun dider bir yoni de en az bir gift nikleikk asit primen icermektedir ve
bahsedilen pnmer giftt bir alglama ve bir ters primer igermektedir ve bahsedilen
algilama ve ters prnimerler bir transkripsiyon infidelite dizliminin veya tam olarak
tamamlayici olan bir dizithmin segici amplifikasyonuna olanak vermektedir. Bu bulusa ait
spesifik primer orneklen ornek olarak Sekil 12'de agiklanmaktadir.
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Bulugun dider bir uygulamasina gore, transkripsiyon infidelitesi Denature Edici Yuksek
Performansh Sivi Kromatografi (DHPLC) Hle olgulmektedir. Bu yontemin prensibi ormnek
olarak Sekil 11'de acklanmaktadir. Temel olarak, amplifikasyon urunlen denature
edilmekte ve yeniden tavlanmaktadir. Yeniden taviama esnasinda transkripsiyon
infidelite dizlimlerinin varliginin bir sonucu olarak hem homodubleksler hem de
heterodubleksler olugmaktadir. Daha sonra bu karisim DHPLC ile analiz edilmektedir.
Heterodubleksler ve homodublekslerin DNA vyapilan analz sicakhginda farkh
oldugundan, farkh sekilde ayristinimakta ve (nispr) miktariari tayin edilebiimektedir.

Transkripsiyon infidelite dizhimlennin  (sekanslarinin) kanser hucrelerinde normal
hucrelerdekine gore daha buyik bir frekansta mevcut oldugunun dogrulanmasi 1gin
segilen genlerin tahmin edilen transkripsiyon infidelitelen belirtilen oligonukieotidler
(bakiniz Ornek 6) kullanilarak RT-PCR ile amplifiye edilmistir. Homo- ve hetero-
dublekslerin varyasyonlan dogrulanmistir (Sekil 15).

Transkripstyon infidelitesinin tespit edilmesi, nicel hale getinimesi veya i1zlenmest 1gin bu
bulug igensinde kullaniimak uzere nukieik asitlenn tespit ediimes igin uygun olan herhangi
bir diger teknik de kullanilabilir.

Transkripsiyon Infidelitesinin proteinler seviyesinde tespit edilmesi

Transknpsiyon infidelitesi protein  dizliminde defisikliklere neden oldugundan
transkripsiyon infidelitesinin varligi veya seviyesi de Ti-proteinlennin varli§i veya
muktan tespit edilerek dlgulebilir.

Proteinlerde transkripsiyon infidelitesinin olgulmes: igin bu teknik alanda bilinen gesith
teknikler kullanilabilmekte ve/veya adapte edilebilmektedir. Ozellikle, transkripsiyon
infideltes proteinlerde davraniglarini dogrudan degistiren modifikasyonlara neden
oldugundan, bu dedisikikler ornek olarak 2-boyutlu jel elektroporozu ve kutle
spektrometrisi lle veya yuzey gelistinimig lazer salinm 1yonizasyonu ile tespit
edilebiimektedir. TI proteininin insan plazmasinda var oldugunun bir dogrulamasi olarak,
ApoAll'nin kurallara uygun (kanonik) STOP’un ardindan konumiandinimis bir peptidin
kutle spektrometn profilini gostermekteyiz. Kutle spektrometri verilen argininin kurallara
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uygun STOP ile ikame edildigini gostermektedir. Ilaveten, transkripsiyon infidelitest daha
uzun veya daha kisa (hucresel veya plazma) protein izoformlarnin olusmasina neden
oldugundan (baz ikamesinden dolayl premature stop kodonunun veya silmeler veya
yerlestirmeler durumunda agik okuma gercevesinde bir yer degistirmeden dolayt), bu tur
1zoformlar bunlann spesifik igandlan ve/veya protein diziim stratejilen kullanilarak tespit
edilebilir veya nicel hale getiriiebilir. Bu baglamda, protein uzunlugunda ve AA binncil
dizlimindeki dedisikliklerin baskin olarak proteinin karboksi-terminal alaninda meydana
geldi@gim gostermekteyiz. Buna gore, dizlim (sekanslama) stratejiien, onceden
supheleniimeyen bir bolge olan, proteinlenin C-terminaline dogru yonlendinimelidir
(gergekte, mevcut durumda kullanilan dodrudan protein dizihmi yontemlen sadece NH,
terminal AA'da baslayarak elde edilebilmektedir).

Spesifik igandlar kullanilarak transkripsiyon infidelitesinin tespit edilmesi tipik olarak bir
ornegin bir TI-proteininin bir alani igin spesifik olan bir hgand ile temas ettinimesini ve
olusan kompleksin varhginin (veya miktarinin) tespit edilmesini icermektedir, bahsedilen
varlik veya miktar transknpsiyon infidelitesinin varliginin veya oraninin dogrudan bir
gostergesidir. Tercih edilen bir uygulamada, bu yontem sirasiyla bir veya daha fazla TI-
protemnin farkh alanlar igin spesifik olan bir hgand setini kullanmaktadir. Bu alaniar i¢in
spesifik olan higandlar bu uygulamada agiklanan dizlim bilgilen ve amino asit tkame
kurallar kullanilarak herhangi bir protein igin hazirlanabiimektedir (bakiniz ornek olarak
Ornek 5). Ligand gozunebilir formda kullanilabilir veya bir yuzey veya destek uzenne
kaplanabilir.

Bu baglamda, bu bulus ayrica bir TI-proteininin bir alanina segici olarak baglanan
herhangt bir igand ile de ilgilidir. Spesifik antikorlar, sentetik molekuller, aptamerleri
peptidler ve benzerlen gibi farkli tur higandlar ele alinabilir.

Spesifik bir uygulamada, ligand bir antikor veya bunun bir kismi veya turevidir. Buna

gore bu bulugun beliri bir yonu bir TI-proteininin bir alanina spesifik olarak baglanan bir
antikor ile iligihdir.

Bu bulusun kapsami igensinde bir antikor poliklonal bir antikoru, monokional bir
antikoru ve bunlarin buyuk oranda ayni antijen ozelliklerine sahip olan pargalanni veya

turevlenint tanimlamaktadir. Pargalara ornek olarak Fab, Fab2, CDR bolgelert vb.
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dahildir. Turevlerine 1se tek zincirli antikorlar, insanlastirnimis antikorlar, insan
antikorlan, poli-klonal antikoriar vb. dahildir.

TI-proteinlenmin  alanlanina karst antikorlar bu tekmk alanda genellikle bilinen
prosedurler ile uretilebiimektedir. Ornek olarak TI-proteinin alanint (ornek olarak bir
peptid veya protein olarak) tek basina veya uygun bir proteinle birlestirerek insan
olmayan bir hayvana enjekte ederek poliklonal antikorlar uretilebiir. Uygun bir
periyodun ardindan, hayvan kanatilir, sera (serum) ger toplanir ve bu teknik alanda
bilinen teknikler ile saflagtiniir (Paul, W.E. "Fundamental Immunology" Second Ed. Raven
Press, NY, sayfa 176,1989; Harlow ve digerlen "Antibodies: A laboratory Manual", CSH
Press, 1988 ; Ward ve digerleri (Nature 341 (1989)544).

T1i-proteinlen ile ayni dizlime sahip peptidler bu teknik alanda genel olarak bilinen
prosedurler ile uretilebilmektedir. Bu tur peptidler uygun bir destek le
birlestirilebiimekte ve biyolojk ornekler (orek olarak vucut sivilar) igernisinde mevcut
olan oto-antikorlanin tespit edilmesi igin kullanilabiimektedir.

Ornek olarak immun bir B-lenfositin miyeloma hucrelerine fuzyonunu iceren Kohler-
Millstein (2) teknigi (Kohler-Millstein, Galfre, G. ve Milstein, C, Methods Enz. 73 sayfa 1
(1981)) ile TI-proteinleninin alanlarina karsi monoklonal antikorlar hazirlanabilir. Ornek
olarak, yukanda agiklandidi gibi bir immunojen acgiklandi§t gibi insan olmayan bir
memeliye enjekte edilebilir. Daha sonra, dalak disan ¢ikartiir ve miyeloma ile fuzyon
iglemi gegith yontemlere gore gergeklestirilir. Sonugta ortaya gikan hibridoma hucreler
daha sonra TI-proteinlerinin alanlarina karsi salgilanan antikorlar igin test edilebilir.

TI-proteinlerninin belirli bir alani 1IN “segic” olan bir antikor bahsedilen alana (veya
bunun bir epitop-igeren kismina) baglanmasi spesifik oimayan baglanmasindan (yani
diger bir antpyene, ozellkle bahsedilen alani icermeyen dogal bir proteine
baglanmasindan) guvenilir sekilde ayirt edilebilen bir antikoru tarif etmektedir. TI-
proteinlerinin alanlari 1gin segici olan antikorlar bir ornek igerisinde bu tur alanlan igeren

proteinlerin varliginin tespit ediimesine olanak vermektedir.

Teshis (Tanilama)
Bu bulus bir ozneden alinan bir ornekteki bir hastaligin diger seyler yaninda varliginin,
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yoklugunun, yatkini@inin, nskinin veya siddetinin belirlenmesi igin kullanilabilecek tespit
veya tani testlerinin uygulanmasina da olanak vermektedir. “Teshis (tani)” teriminin
farmakogenomik, prognostik (gelecede yonelik tahmin) ve benzen yontemlen icerdidi
ele alinmalidir.

Belirh bir yonu ile bu bulug biyolojk bir omek igensinde, tercihen bir insan biyolojik
ommedl icensinde /n vitro veya ex vivo olarak kanserlerin variginin, yoklugunun,
yatkinh@inin, nskinin veya siddetinin tespit edilmes! igin bir yontem ile ilgihdir ve bu
yontem bahsedilen ornegim bir transkripsiyon infidelite alanina spesifik olarak baglanan
bir ligand ile temas ettinimesini ve bir kompleksin olusumunun belirlenmesini
icermektedir.

Bu bulusun spesifik bir amaci bir oznedeki kanserlerin varh@inin, yoklugunun,
yatkinigin, niskin veya siddetinin tespit edilmesi igin bir yontem ile ilgiidir ve bu yontem
ozneden alinan bir ornedin /n vitro veya ex vivo olarak kanser hucreleri tarafindan
eksprese edilen bir transkripsiyon infidelite alanina spesifik olarak baglanan bir ligand
lle temas ettinimesini ve bir kompleksin olusumunun belirlenmesini icermektedir.

Bu bulugun difer bir uygulamasi bir oznenin bir kanser tedavisine tepkisinin veya tepki
verme yeteneginin degerlendinimesi 1gin bir yonteme yoneliktir, bu yontem ozneden
alinan bir omek 1gensindeki transkripsiyon infidelitesinin varh@inin veya oraninin
tedaviden once veya tedawvi suresince farkh zamanlarda tespit ediimesini igermektedir.

Bu bulug ayrica bir kanser hastaliginin tedavisinin etkisinin belirlenmesi igin bir yontem
lle de iigiidir, bu yontem (1) bahsedilen tedavi esnasinda veya sonrasinda ozneden bir
doku ornedr saglanmasini, (1) bahsedilen ornek igensinde transkripsiyon infidelitesinin
varhlginin  ve/veya oraninin tespit edilmesint ve (m) bahsedilen transknpsiyon
Infidelitesinin varhidinin ve/veya oraninin bahsedilen ozneden tedavinin oncesinde veya
erken bir agamasinda alinan bir referans ornedindeki transkripsiyon infidelitest miktan
lle karsilagtinlmasini igermektedir.

Bir ornek 1gensindeki transknpsiyon infidelitesinin vari@ (ve artig)) bir kanser
hastalidinin varlidinin, yatkinligin veya ilerleme seviyesinin bir gostergesidir. Bu nedenle

bu bulus daha etkih ve duruma ozel uygun terapotik mudahalelerin dizaynina olanak
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safglamaktadir. Ayrica, semptomatik-oncesi seviyedeki bu teshis onleyic bir reyimin
uygulanmasina da olanak vermektedir.

Bu bulusa ait tani yontemleri /7 witro, ex vivo veya in vivo, terahen in vitro veya ex vivo
olarak gergeklestinlebilir. Omek bir ozneden elde edilen ve hangisi uygunsa nukleik
asitler veya polipeptidler iceren herhangi bir biyolojk ornek olabilir. Bu tur orneklere
ornek olarak vucut sivilan, dokular, hucre orneklert, organiar, biyopsiler vb. dahildir. En
¢ok tercih edilen ornekler kan, plazma, serum, salya, urin, seminal sivi ve benzerlendir.
Nuklelk asitlenn veya polipeptidierin test igin mevcudiyetinin  olusturulmasi veya
gelistirilmesi 1gin yontem uygulanmadan once ornek isleme tabi tutulabilir. Bu islemiere
ormnek olarak asagidakilerden bir veya daha fazlasi dahil olabilir: hucre kinmi (hzis)
(ornek olarak mekanik, fiziksel, kimyasal vb.), santnfugasyon, ekstraksiyon, kolon

kromatografisi ve benzerieri.

Bu buluga ait bir yontem insan orneklen igensinde transkripsiyon infidelitesi tarafindan
uretilen ozgun peptidlere karsi yonlendinimis olan ve antikor urettmine neden olan
immun uyarnim olusturan antikorlarin varliginin belirlenmesini igermektedir. Bu bulusa ait
ikinc bir yontem transkripsiyon infidelite peptidierine karsi yonlendinimis immunolojk
yapi taglyan hucrelerin tespit edilmesine yonelktir.

iIlag Dizayni ve Terapi

Yukarida belirtildigi uzere, bu bulus aday bir molekulun transkripsiyon infidelitesini
module etme kabiliyetinin dederlendinimes: 1le ozgun 1laglarin dizaynina (veya
taranmasina) olanak vermektedir. bu tur yontemlere baglama testleri ve/veya
fonksiyonel (aktivite) testlen dahildir ve hayvanlarda ve benzerlerinde /n vitro (ornek
olarak hucre sistemler igerisinde veya hucresel olmayan deneylerde) gergeklestinlebilir.

Bu bulusum spesifik bir amaa biyolojik olarak aktif bir bilesigin segiimesi, karakterize
edilmesi, taranmasi veya optimize ediimesi i¢in bir yontem ile igilidir ve bu yontem bir
test bilesiginin transkripsiyon infidelitesini module edip etmediginin n vitro olarak
belifenmesini igermektedir. Transkripsiyon infidelitesinin modulasyonu beliri bir gen
veya proteine gore veya onceden belirlenmis bir gen veya protein setine gore veya
global olarak test edilebilir.
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Bu bulusun difer bir uygulamasi biyolojk olarak akuf bir bilesigin seciimesi, karakterize
edilmesi, taranmasi veya optimize ediimesi ile 1lgihdir ve bahsedilen yontem bir test
bilesiginin /1 vitro olarak bir gen ile temas ettinlmesini ve bahsedilen test bilesiginin
bahsedilen genden transkripsiyon infidelite alanlan iceren RNA molekullerinin uretimini
module etme kabiliyetinin belirlenmesini icermektedir.

Bu bulusun dider bir uygulamasi biyoloyik olarak aktif bir bilesigin segiimesi, karakterize
edilmesi, taranmasi ve/veya optimize ediimesi igin bir yontem ile ilgihdir ve bahsedilen
yontem bir test bilesiginin bir hucre ille temas ettirimesini ve bahsedilen hucre
igerisinde  test bilesiginin  transkripsiyon infidelitesint module edip etmedidinin
belirlenmesini icermektedir.

Yukandaki tarama testlen plakalar, tupler, siseler vb. gibi herhangt bir uygun cihaz
igerisinde gergeklegtinlebilir. Tiplk olarak test gok-kuyucuklu mikro-titer plakalar:
uzerinde gergeklestirimektedir. Bu bulus kullanilarak, cesitli test bilegikleri paralel
olarak test edilebilir. Ilaveten, test bilesidi cesith orninli, tabiatta veya kompozisyonda
olabilir. Izole olarak veya difer maddelerle kansim halinde, lipid, peptid, polipeptid,
nukleik asit, kuguk molekul gibi herhangi bir organik veya inorganik madde olabilir.
Bilegikler ornek olarak birlesik bir bilesik kutuphanesinin tamami veya bir kismi olabilir.

Transkripstyon infidelitesini module eden bu bulusa ait bilesikler bir hucre igensindek
transknpsiyon infidelitesinin  azaltimasi igin terapotk fayda gibi pek ¢ok faydaya
sahiptirler. Bu tur bilegikler proliferatif hastaliklar (ornek olarak kanserler), immun
hastaliklar, yaglanma, inflamatuvar rahatsizliklar vb. gibi anormal transkripsiyon infidelitesi
lle hgkit veya anormal transknipsiyon infidelitesi nedeniyle olusan hastaliklann tedawi
edilmes! (veya onlenmesi) igin kullanilabilir.

Bu bulusa ait dider bilesikler transknpsiyon infidelitesini hedef alan bilesikler, yani segici
olarak transknpsiyon infidelite alanlarina baglanan bilesiklerdir. Bu tur bilegikler (ornek
olarak antikorlar, RNAI vb.) tek baslarina veya bir etikete konjuge olarak tani reaktifler
olarak veya terapotik ajanlar olarak kullanilabilirler.

Transkripsiyon infidelitesint module eden veya hedefleyen bulusa ait bilesikler oral veya
sistemik verme, Intravenoz, Intra-arteriyel, intra-serebral veya intraathekal

25




10

15

20

25

30

enjeksiyonlarin dahil oldudu herhangi bir uygun yolla verilebilirler. Dozaj genis bir imit
icensinde dedisiklik gosterebilir ve bu teknik alanda uzman kigllerce bilinen gesitli
faktorlere bagh olarak kigisel gereksinimlere gore her bir spesifik durum igin ayarlanmasi
gerekecektir. Izotonik solusyon, tamponlanmis veya salin solusyoniar vb. gibi herhangi
bir solusyon, suspansiyon, toz, jel vb. gibi bu teknik alanda bilinen farmasotik olarak
kabul edilebilir herbangi bir dozaj formu kullanilabilir. Bilegikler tek bagslarina
verilebilirler, ancak genellikle standart farmasotik uygulamaya gore (Remington'un
Farmasotik Bilimleri, Mack Yayinlar’nda agiklandigi gibt) farmasotik bir tasiyici ile birlikte
veriimektedirler. Antikorlar 1se hali hazirda insan deneylerinde ve terapilerinde kullanilan
ve bu teknik alanda bilinen yontemler ve protokollere gore verilebilir.

Transkripsiyon infidelitesinin normal hiicre iglevi iizerine etkisi

Genel olarak ¢ogu hucre fonksiyonundan protenlerin sorumiu oldu§u kabul
ediimektedir. Ancak kodlama yapmayan RNA olarak bilinen RNA'nin da bu nedenle kendi
baglarina fonksiyonel molekuller oldugu da agiktir. Onemlen daha onceden hafife alinan
bu transknptler pek ¢ok organizma igensinde mevcutturlar ve pek ¢ok hucre
fonksiyonunu duzenlemektedirler. Bunlarin arasinda rRNA, tRNA, tmRNA (trans-haberci
RNA) bulunmaktadir, ancak RNA'nin transknpsiyonel-sonrasi modifikasyonlarina
eklemede veya diger hucresel islevierde mudahale eden kodlama yapmayan RNA
(snoRNA, snRNA vb.) da bunlarin arasindadir. Hem RNA’nin hem de proteinin islevien
bu uygulamada agiklanan transknpsiyon infidelitesinin eksikh@inden etkilenebilir. DNA
diziimi gekirdek 1gensinde RNA polimeraz 11 olarak adlandiriian ve DNA molekulunun
dizhmini algilayan ve ana DNA sablonuna tumleyic olan tek kollu bir nukleotid polimen
sentezleyen bir proteinin faaliyetr ile mRNA’ya donusturulmektedir (kopyalanmaktadir).
RNA bazinin venlen herhangi bir pozisyondaki duzeni ve tipi bir sablon olarak hizmet
eden DNA kolu uzennde mevcut olan bazin duzeni ve tipi tarafindan belirlenmektedir.
mRNA'nin  birnci bazina karsiik gelen, kopyalanan RNA'min 5’ ucu baglangigtaki
nukleotide iligtinimig olan 7-metiiguanilat’a baglidir ve bu sayede RNA'y1 bozunmadan
koruyan 5 CAP1 olusturmaktadir. Bu modifikasyon transkripsiyon (kopyalama)
tamamlanmadan once olugmaktadir. Binna transknptin 3" ucundaki 1slem poli(A)
polimeraz olarak adlandinian bir enzim tarafindan bir adenin dizisi rezidusunun eklendigi
bir serbest 3’-hidroksil grubu vermek uzere bir endonukleaz ile bolunmeyi igermektedir.
Sonugta ortaya gikan poli(A) kuyrugu 100-250 arasinda nukleotid igermektedir. Islemin
son adimi elementin intronik dizihmlerine karsilik gelen ana transknptinden bolunmey: ve
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ardindan ekzonlar ile ligasyonu igeren ekleme (splays) i1slemidir. Bu sureg bazilan RNA'ya
baglanan cesith proteinler ve ncRNAlar tarafindan kontrol edilmektedir. Bu badlanma
isleminin  transknpsiyon infidelitesinin eksikigr tarafindan etkilenebilen tek bir adim
olmasi mumkundur. Aslinda, bu proteinlerin tumunun kendisi spesifik RNA tarafindan
kodlanmaktadir; bu nedenle bu proteinlerin iglevi potansiyel olarak transkripsiyon
infideltesinin eksiklig tarafindan etkilenmektedir. RNA olgunlasmasinin yuksek seviyede
kompleks olan surect donusumun olusmasi 1gin gekirdekten disar ihrag edilecek olan
mRNAnin uretmine neden olmaktadir. Bu asamada, olgun mRNA uzerinde mevcut tum
nukleotid uglulennin AA'ya donusturulmeyeceginin anlasiimasi onemhidir. Olgun haberci
RNA'lar mRNA'nin genel stabilitesinin belirlenmesinde ve donusumde diger rollerde
Islevsel onem tasiyan 5’ ve 3’ donusturulmemis boigeler olarak adlandinlan kodlama
yapmayan bolgeler icermektedir. DNA 1¢ensinde bulunan bilgilenn uygun protein AA
dizlimine etkih olarak tasinmasi igin transkripstyonun mutlak sadakati (fidelitesi)
gerekhidir. Aslinda, transkripsiyon esnasinda veya olgunlastirma esnasinda meydana
gelen herhang bir hata muhtemelen mRNA stabilitesinde dedisikliklerin olusmasina ve
nihai olarak proten AA ana dizliminde bir varyasyona neden olacaktir. Protein
dizhmindeki bu varyasyonlar transknpsiyonun baslangici, transkripsiyonun kendisi,
RNA'nin 5’ ile kapanmasi, 3’ poliadenilasyon, RNA eklenmesi ve/veya RNA'nin ihrac lle
ihgkil protein dizliminin degistinimesi 1le transkripsiyon infidelitesi olgusunu daha kotu
duruma getirebilir. Bu nedenle, bu bulusta transknpsiyon nfidelitesinin kanser
hucrelerinden 1zole edilmis gok sayida geni etkilediginin gosteriimesi bu olgunun kend
kendisint azdirmasi ve bu nedenle hastaliin siddetinin artmasi olasiigini agmaktadir.
Transkripsiyon infidelitesinin neden oldugu RNA diziimlerindeki varyasyon hucre iglevi
uzerinde ani sonuglara sahip olabilir. Aslinda, RNA ana transkripti icernsine DNA
sablonununkilere tumleyen olmayan bazlann sokulmasi sonugta ortaya ¢ikan protein AA
ana dizilim uzerninde potansiyel ani sonuglara sahiptirler. Degisiklik kodonun ilk 2 bazini
etkilediginde, AA dizilimi uzerinde tipik olarak dogrudan bir etki ortaya koymaktadir.
Kodonun uguncu bazini etkileyen varyasyonlar protein AA dizlimi Uzerinde daha az bir
etkiye sahip olacaktir, gunku genetik kod dejenere edimistir. Bu nedenle, kodonun
uguncu pozisyonunda konumlandiriimis olan bazdaki degisiklikler protenin AA dizihimini
dogrudan etkilemeyebilir. Asadida acgiklanan verilere dayanarak, transknpsiyon
infidehitesinin kodon uzerindeki pozisyonuna bagh olmaksizin tim bazlan etkileyen bir
olgu olduguna ve bu nedenle protein AA ana dizimini etkiledigine naniimaktadir.
Protein igensindeki dedisiklikler tarafsiz olabilir veya protein i1slevinde bir modifikasyona
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(bir artis veya aktivite kaybi) neden olabilir. Transknpsiyon infidelitesi olgusu agirlikh
olarak yetiskn mRNA’nin en azindan 1k 400-500 bazinin kodlanmasindan sonra
gozlenen bir olgudur; mRNA'nin 5’ ucu nispeten daha az etklenmektedir. Kanser
hastalarindan alinan kanser hucrelerinde ve plazma igensinde daha kisa ve daha uzun
protein parcalarinin mevcut olacadina inanimaktadir. Bu daha kisa ve daha uzun
1zoformlar asadida aciklanan transknipsiyon infidelite kurallanndan dogrudan ¢ikanlabilir.
Bu durum kanser veya immunolojik hastalik siddetinin spesifik isaretleyiciiennin
belirlenmesi igin rasyonel dizayn edilimis yontemlenn uretimine olanak vermektedir.
GCogu genin transkripsiyon orani hucresel Ihtiyaglara uyum saglamak uzere kontrol
edildidinden, transknpsiyon infidelitesinin dogrudan asin veya eksik protein islevinden
dolayl gen ekspresyonunda degisiklikiere neden oldugu onenimektedir. Bu nedenle,
transkrnipsiyon infidelitesi olgusu hucre kapasitesi uzerinde gorevini yapabilmesi igin
temel bir etki ortaya koymaktadir. Bu nedenle tum kanser hucresi turlerinden izole
edilen ¢ogu genin ortak bir ozelligi olarak bu hasann belilenmesi, verilen herhangi bir
hucre igensinde transkripsiyon infidelitesi oraninin nicel olgumune olanak veren yeni
yontemlerin aranmasi igin bir mantik sunmaktadir. Bu tarama deney transkripsiyon
infidelitesini kisitlayabilen ozgun ilaglann test edilmesine olanak vermekte ve bu sayede
hastaligin ilerlemesini onlemekte ve normal hucre islevini geri getirmektedir.

Transkripsiyon infidelitesi ve Patoloji

Bu bulus transknpsiyon infidelitesinin protein diziliminde onemli degisikliklere neden
oldugunu gostermektedir. Venlen herhangi bir proteinin islevi dogrudan AA dizilimine
bagh olan 3-D (3 boyutlu) yapisi tarafindan belilenmektedir. Dedisken bir AA, protein
kesimi veya protein uzatimina sahip proteinler protein aktivitesinde koklu bir
modifikasyon ile sonuglanabiir veya etkisiz kalabiir. Normal homologlannin
fonksiyonunu buyuk oranda engelleyen modifiye edilmis protein orneklen agiklanmistir.
Transknpsiyon infidelites: ¢ok sayida geni etkileyen ve bu nedenle ¢ok sayida protein
ortaya ¢ikaran bir olgudur. Bu proteinlerden bazilan DNA yapisinin kararl halde
tutulmasi ve DNA'nin onariminda rol aldigindan, bu proteinlenn anzah iglemesi DNA
onariminin bozulmasina ve hucrelerin herhangi bir hasarli DNA'y1 basanh gekilde onarma
kapasitesinin buyuk oranda dusmesine neden olabilir. Normal hucrelen igerisinde
transkripsiyon fidelitesinin (sadakatinin), transkripstyonu kontrol eden gesith protein
komplekslennin faaliyetinden dolayr olmasi nedeni ile bu proteinlerdeki baslangigtaki
ufak degisikliklenn bu olguyu kademell olarak arttirmasi oldukga mumkundur. Bu
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sonrasinda hucre farklilasma durumunu bastiracak ve hastalidin artan siddette
formlanna neden olacak daha buyuk oranda transknpsiyon infideltest ile
sonuglanacaktir. Transkrnipsiyon infideitesinin gergekten kanser hucrelen igensinde
ortaya c¢iktiginin ve venlen herhangt bir gen tarafindan kodlanmis proteinlerde genis bir
cesithide neden oldudunun gosterilmesi ozgun tani problarinin taranmasi ve ozgun
terapotik hedeflerin dizayn edilmesi 1¢in ozgun bir alan agmistir.

Bu bulus DNA uzennde mevcut bilgilerin ¢esitiendirimesine katkida bulunan ve spesifik
kurallan takip eden ozgun bir olguyu agiklamaktadir. Bu rasgele olmayan transkripsiyon
infidelites sureci kanser hucrelen igerisinde buyuk oranda siddetlenmektedir ancak
ayrica ayni kurallan takip eden normal hucrelerde de gorulmektedir. Bu mekanizma
mRNA igensinde ozgun bazlar ortaya koymakta ve bu sayede ribozom seviyesinde
donusturulecek mesajda kokiu degisikliklere neden olmaktadir. Bu olgu buyuk ihtimalle
oldukga geneldir, gunku test edilen godu gen icerisinde mevcuttur. Transkripsiyon
infidelitesinn am sonucu tek bir genin suphelenilenden g¢ok daha fazla protein
uretebilmesidir. Bu nedenle bulusumuz genom uzerindeki kisith sayidaki gen ile
biyolojik orneklerde mevcut olan ¢ok sayida protein arasindaki nispt uyumsuziugu
kismen agiklama potansiyeline sahiptir. Transknpsiyon infidelitesinin rasgele olmayan
bir sure¢ oldugunu ve bazilan burada agiklanmis olan spesifik kurallar tarafindan
yonetildigini gosterdik. Bazilan biyoinformatik ve biyolojik yontemler kullanilarak surecin
daha da karakterizasyonu ile agia ¢ikacaktir. Biz burada transkripsiyon infidelitesinin
kanser uzerindeki uygulamalarina odaklanmaktayiz. Ancak, surecin genel olduguna ve
protein ¢esitihd: olusumuna katki saglayabilecegine inanmaktayiz. Proteinlenn bu
gesitlenmesi spesifik bir protein paterninin taninmasi icin bagisiklik sisteminin kapasitesi
uzerinde belirgin bir etki ortaya koyabilir. Bu baglamda, transkripsiyon infidelitesinin
immun rahatsizliklarin patojenezinde bir rol oynadi§ina naniimaktadir. Burada
transkripstyon infidelite olaylarinin tek bazin ikamesine neden oldugu dusunulmektedir.
Biz tek baz ikamelen uzerine odaklandik, ¢unku bu mekanizmanin mRNA yapisinda
buyuk bir kararsiziia (destabilizasyona) neden olma olasihidi dusuktur. Bu nedenle, tek
bazli ikameler donusume mudahale etmemelidir, ancak gercekten ozgun bir mesaj
olarak taninmalidir. Transkripstyon infidelitesinin ayrica baz silinmesine vefveya
yerlestinimesine neden olmasinin da beklendidini gorecediz. Yukarda agiklanan ayni
yontem transkripsiyon infidelitesinin alternatif mekanizmalanni tespit edecektir.

29




10

15

20

25

30

Bu uygulamada agiklanan ozgun sureg cesith ani pratik uygulamalara sahiptir.

Hastaliga spesifik 6zgiin biyo-isaretleyicilerin optimizasyonu ve spesifik
hastahk proteinlerine yonelik hedeflenecek 6zgiin antikorlarin dizayni.

Bu uygulamanin ogretilen dogrultusunda, herhangi bir protein diziliminde transkripstyon
infidelitesinin bir sonucu olarak meydana gelebilen degdisikliklerin tahmin edilmesi ve bu
nedenle agikar molekuler kutleler ve 1zoelektrik noktalar gibi fiziko-kimyasal
ozelliklerdeki degisikliklerin tahmin edilmesi artik mumkundur. Bu 2-D jellerde ve kutle
spektrometnsinde modifiye edilmis protein paternlen verebilir. Transknpsiyon
infidelitesi gogu geni etkiledidi igin kisith bir protein sett uzenne odaklanmak ve
hastaia (ornek olarak kanser) ozel biyo-isaretleyicilerin  tanimlanmasi 1gin
degisikliklennin karakterize edilmesi artik mumkundur. Alternatif olarak TI-proteinier
alanlarina yonelik, yani modifiye edilmis AA ve transkripsiyon infidelites! tarafindan
olusturulan dogal proteini uzatan ilave yeni AA iceren protein alanlarina yonelik spesifik
antikorlarin dizayn edilmesi mumkundur. Bu alanlara yonlendirimis antikorlar protein
varyantina ozel olacak ve bu nedenle vucut sivisi igerisinde, hucre yuzeyinde veya
kanser hucrelen igerisinde mevcut hastalia (ormek olarak kanser) ozel proteinlere
dogru hedeflenmis olacaktir. Bu antikorlar vucut sivilar icensindeki patolojk bir
durumun protein karaktenstiklennin belirlenmesi igin, plazma igensinde dolasan
hastalikli hucrelerin belirlenmesi igin, histolojik orekler igensindeki hastalikli hucrelerin
belirlenmes! igin, hastalik siddetinin belirlenmesi 1gin ve ayrica spesifik hastalik
hucrelerine yonellk ilaglarin hedeflenmesi igin  kullanilacaktir. Bu ornek olarak
adenovirusler, lipozomlar vb. gen terapi vektorlen araclidi ile transkripsiyon
infidelitesine meyilll dizlimlenn gen transferi ile basarilabilir. Alternatif olarak TI'dan
kaynaklanan bir alan ile ayni dizlime sahip olan spesifik peptidler dizayn edilmigtir.
Bunlar ornek olarak vucut sivilari igenisinde mevcut olan T1-proteinlerinin alanlarina
dogru yonlendinimig spesifik ve dodal oto-antikorlarin belirlenmesi i¢in kullarulabilir.

Transknpsiyon infidelitesi rasgele olmayan bir sekilde meydana gelmekte ve test edilen
genlenn buyuk bir kisminda mRNA stop kodonlanni siklikla etkilemektedir. Ilaveten,
verilen herhangi bir mRNA populasyonunun %6'ya kadannin bu ilave dizilimlert icerdigi
tahmin edilebildiginden, verilen bir kanser hucresi igerisinde karboksi-terminal ucunda
ozgun bir dizilim ortaya koyan spesifik bir protein populasyonu belirienebilir. Bu nedenle
bu dizilimlenn hedeflenmesi olasi dedildir, cunku DNA’y1 etkileyen nadir genetik
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hastaliklar hancinde kanonik stop kodonlarnni hemen takip eden dizilimlerin gergeve-igi
okunmasini sadlayabilen higbir sureg rapor ediimemistir. Bu gizi dizhmlerin varligindan
daha once supheleniimemisbir. Kanonik stop kodonlar uzerinde olusan tek bazl
ikamelere neden olan transknipsiyon infidelitesinin kesfi, bu tur kodlama dizlimlerinin
varligini ortaya koymakta ve ilaveten bu hucreler igensindeki gelismis transkripsiyon
infidelitesi nedeniyle kanser hucrelen igensinde artmig varliklarini gostermektedir. Bu
nedenle ozgun kansere-ozel ilaglarin dizayn ediimesi igin normalde gizh olan bu
dizilimlerin belifenmes ve hedeflenmesi mumkundur.

Kodlama dizilimi uzerninde olusan tek bazli silme ve yerlestirme ile ilgih TI kodlama
gercevesinde bir dedis tokusa neden olmaktadir. Bir konvenans (yakinsama) olarak,
karsilik gelen protein igensindeki dizilimler modifiye ediimektedir (AA diziimi ve protein
uzunlugunda degisiklik). Bu nedenle venlen bir kanser hucresi igerisinde ozgun bir dizilim
ortaya koyan spesifik bir protein populasyonu tespit edilebilir. Bu sekilde ozgun kansere
ozel ilaglann dizayn ediimesi igin bu normalde sakii olan dizlimierin tanimlanmasi ve
hedeflenmesi mumkundur.

Ozgun veya modifiye edilmis protein dizilimlennin varligi nedeniyle ve bu degigikhiklerin
hucre yuzeyindeki protein uzerinde mevcut oldugu ele alindifinda, hastalia ozel
dizihimlere kargi asilama igin bu dizihmienn kullaniimasi onenlmektedir. Bu asilar verilen
herhang! bir hastalik (ornek olarak kanser) formu ile tanilanan hastalarda immun
tepkilerin tetiklenmesi veya genetik yatkinlik nedeniyle veya cevresel bir toksin veya
riske artan maruz kalma nedeniyle spesifik hastaliklarin (ornek olarak kanser) artan
gelisme nskine sahip hastalarda onleyic immun tepkilerin  baglatimasi igin
kullanilacaktir.

Bu bulugun spesifik bir amaci bu nedenle bir oznede bir kansenn varliginin veya
asamasinin belirlenmesi igin bir yontem 1le ilgiidir ve bu yontem bahsedilen ozneden
alinan bir ornek igenisinde transkripsiyon infidelitesinin varliginin veya oraninin (/7 witro
veya ex vivo) test edilmesini icermektedir, bahsedilen varlik veya oran bahsedilen
oznede bir hastaligin varliginin veya asamasinin bir gostergesidir. Ornek nuklelk asitier
ve/veya proteinler iceren herhangi bir doku, hucre, sivi, biyopsi vb. olabilir. Ornek
reaksiyon oncesinde seyreltme, konsantrasyon, lisiz vb. ile iglenebilir. Yontem tipik
olarak plazma proteinleri, hucre yuzey proteinlen vb. gibi birkag adet farki genin veya
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proteinin transkripsiyon infidelitesinin test edilmesini igermektedir.

Bu bulusun dider bir amaci bir insan veya hayvanin tedavisi, ozellikle kanserlerin
tedavisi 1gin bir yontemde kullanmak igin farmasotik bir kompozisyonun uretminde bir
memeh geninin transkripsiyon infidelites oranini degistiren (ornek olarak arttiran veya
azaltan) bir bilesigin kullanimu ile ilgilidir.

Bu bulusun dider bir amac bir ilag veya aday ilacin etkisinin test edilmest 1¢in bir yontem
ile ilgihdir, bu yontem bahsedilen lacn bir memel geninin transkripsiyon infidelite
oranini dedistinp defistrmedidinin test ediimesi adimini icermektedir ve bu tur bir
de@isikiik ilacin etkisinin bir gostergesidir.

Bu bulug ilaveten bir ornek igensindeki transkripsiyon infidelitesinin tespit edilmesi veya
(seviyesinin) olgulmesi igin yontemler ve urunler (problar, primerler, antikorlar veya
bunlarin tureviert gibr) ile ve bunlara karsilik gelen kitler ile de ilgihdir.

Bu bulug ayrica kanser biyo-isaretleyicilerinin tanimlanmasi igin bir yontem ile de ilgildir
ve bu yontem bir ozneden alinan bir ornek igerisindeki bir hedef protein, RNA veya gen
igerisindek: transkripsiyon infidelite alan(lar)inin variginin belirlenmesini ve tercihe bagl
olarak bahsedilen transkrnpsiyon infidelite alan(lar)inin dizliminin  belirlenmesini
icermektedir. Spesifik ve tercih edilen bir uygulamada, hedef protein bir hucre yuzey
proteini veya salgilanmig bir proteindir, ozelikle bir hucre yuzey proteini veya bir
plazma proteinidir.

Bu bulusun dider bir agiklamasi bir ozellik veya patolojk bir duruma 6zel hgandlann
uretiimesi veya tarimlanmasi 1gin bir yontem ile ilgilidir ve bu yontem bahsedilen ozellk
veya patolojik duruma sahip bir ozneden alinan bir ornek icensinde bir veya daha fazla
hedef protein, RNA veya gen igerisindeki transkripsiyon infidelite alan(lar)inin varhiginin
belirlenmesini, tercihe bagh olarak bahsedilen transkripsiyon infidelite alan(lar)inin
diziliminin belirlenmesini ve bahsedilen transknpsiyon infidelite alan(lar)ina spesifik
olarak baglanan hgand(lar)in uretiimesini igermektedir.

Bu bulusun diger bir agiklamasi bir proteinin, ozellikle bir memeli proteininin, daha
tercih edilen haliyle bir insan proteininin bir transkripsiyon infidelite alanini igeren
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(sentetik) bir peptid ile ilgihdir. Bu peptid tipik olarak bir proteinin dahili bir kismini veya
bahsedilen proteinin bir C-terminal kisminin diziimini icermektedir. Bu peptid tercihen
100, 80, 75, 70, 65, 60, 50,45,40, 35, 30, 25 veya hatta 20'den az amino asit
igermektedir. Protein bir hucre yuzey proteini (ornek olarak bir reseptor vb.), salgilanmis
bir protein (ornek olarak bir plazma protein) veya bir hucre ig protein olabilir. Bu tur
plazma proteim omeklen omek olarak Sekil 13te sunulmustur ve bunlara
apolipoproteinler (ornek olarak Al, All, CI, CI I, CI 11, D,E), tumleyia bilesenler (ornek
olarak C1s, C3, C7), C-reaktsf protein, serpin peptidaz inhibitorler, fibnnojen (ornek olarak
FGA1, FGA2), plazminojen, transferin, transhiretin vb. dahildir. Hucre yuzeyi reseptor
orneklenne ornek olarak sitokin reseptorien ve hormon reseptorlen vb. dahildir. Spesifik bir
uygulamada, bu bulus yukanda listelendidi uzere bol miktarda mevcut olan bir insan plazma
proteininin veya hucre yuzey reseptorunun bir transkripstyon infidelite alanini igeren sentetik
bir peptid ile iigihdir.

Bu tur peptdlerin spesifik orneklen Sekiler 10, 14 ve 18'de agiklanmaktadir. Daha

spesifik olarak, bu buluga ait sentetik peptid orneklen asadidaki amino asit dizilimlerinin
(sekanslarinin) tamamini veya bir kismini icermektedir:

33




10

QMWQLEWIYHLSS (TPT1l) (SEQ ID NO: 1)KLHTLSAAIYYQQE (VIM) (SEQ 1D
NO: 2}

DFLSNK (RPS6) (SEQ ID NO: 3)MYTVEFSVHKNN (RPL7A} (SEQ ID NO:

4) NGSLGDMSDLCT (RPS4X) ISEQ ID NO: S)ASG (FTH1) (SEQ 1D NO: 6)
EPSEPSDF (FTL) (SEQ ID NO: 7)
APSIFPTLPAKPGTKQPRSPVTALSLHMLLIMVSSAPSCGLIQTVSSETVYIFTL {TPI1)
{SEQ ID NO:

8) ARHGROEEVWHRKHSHHFVOAWAWVGGLVCWPRKCHMRSTLISSLDSLLPVIPHRTEAEWVY
VMFDRRH {(AHSG) (SEQ ID NO: 9)

RSKAYSSVFLFRWCKANTLSKKHKEL (ALB) (SEQ ID NO: 10)

GLDSTRALENEMTV (APCS) (SEQ ID NO: 11)

GARRRPPSRCSE (APOAl) {SEQ ID NO: 12)

SVQTIVFQPQLASRTPTGOS (APOA2) (SEQ ID NO: 13)

IVFQPQLASRTPTGOS (APQA2) (SEQ ID NO: 14)QPDPPSVDKGRVPYSPDPEGSD
{APOC2) (SEQ ID NO: 15)

DPPSVDKGRVPYSPD (APQCII) (S8EQ ID NQO: 16)
DLNTPSPPAYPSCELLGSCNLQGCPCRLLKRDS ILSALLPHLMPGPPPGMLASQ (APQC3)
{SEQ Ib NO: 17)

PGSTGRLHPLHVTSASLSPTPPPPHKDKPINHDKGS (APOD) (SEQ ID NO: 18}
TPKPAAMRPHATPCLLPPRSLORETLSPPOPSSWGGP (APOE) (SEQ ID NO: 19)

EARVGGNVGSQTQ (AZGPl) (SEQ ID NO: 20)
PSVLKTARGPRMPRPPLAPAGREPDHLPC (CHI3L1l) (SEQ ID NO: 21}
DVDVAFAPTGASESSSPQDELQPPRESSARHQVTREQPPGPQLRPASPRSGSCTLTLDSAAHGK

NRIAPACN (CLU) (SEQ ID NO: 22)

NVIPLKREMNNTLN (HRG) (SEQ ID NO: 23)
TPAARLMWSSNMPYFAQKTAKOMTSSWLQPRFIFLEVVN (IGFBP3) (SEQ ID NO: 24)
GHWGVFLLNPMAGGHAPTI ISWEERQSWEIDGSHSSLLSLLCLWATLEPTPLLSQ (INHA)

{SEQ ID NO: 25)

TGPTHHSPSPSISTWCLVPVHSVNKKP (KLK11) (SEQ ID NO: 26)
WIPEPLLQPLSHPLPPAHPLGQOQRL (PKM2) (SEQ ID NO: 27}
LDGRQSDALTHLEAGTWVGI (PLG) {SEQ ID NO: 28)
SLPSSSGALSKELGMQAGCLGLWAQPGPCAPSGHGMCGPVCLSLEGDSDSLCSSHMHRGEWTLO

SGGSWAS (SERPINA3) (SEQ ID NO: 29)
NLRGRAATKVKMGTOMIHEFALVSLAQVVCANHVCLHSSVLPCVLNKK (TF} (SEQ ID

NO: 30)
GPAPPRPAPAGPAPPRPAPAALPMGAVFKDOTRAPSPPGAPLKMERGLRISVSLGACLGSPSLTE

PHSHSLSLPLCLLLPVCTIPLPGIKAQGTSGEHYCS (TGFB1l) (SEQ 1D NO: 31)
GTSPPVDLKDEGWDEM (TTR) (SEQ ID NO: 32)

Bu bulusun dider bir agiklamasi yukanda tanimlandidi gibi bir iImmunojen olarak bir
transkripsiyon infidelite alanini iceren bir peptidin kullanimi ile ilgiidir. Bu bulug ayrica
yukanda tanimlandigi gibi bir transkripsiyon infidelite alanini igeren bir peptidi ve tercihe
bagl olarak uygun bir tasiyici, eksipiyan ve/veya adjuvan iceren bir asiyt da

aciklamaktadir.

Bu bulug ayrica bir destek uzennde hareketsiz hale getirimis olan ve spesifik olarak bir
transknpsiyon infidelite alanina baglanan bir reaktf iceren bir chaz veya urunu de
agiklamaktadir. Reaktif ornek olarak bir prob veya bir antikor veya bunlann turevi olabilir.
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Bu bulus ornek olarak proliferatif bozukluklar (ornek olarak kanserler), immun
hastaliklar (ornek olarak oto-immun hastaliklar (coklu skleroz, ALS), graft reddi),
yaslanma, inflamatuvar hastaliklar, diyabetler ve benzern gibi transkripsiyon infidelites
oraninin artmasi veya azalmasi Ile iiskili gesith patolojk durumlann tespit edilmesi,
izZlenmesi veya tedavi ediimesi i¢in ve/veya terapotik olarak aktif ilaglarnn uretiimesi,
dizayn edilmesi veya taranmasi igin herhangi bir memel ozne uzennde, ozellikle
herhangi bir insan ozne uzennde kullanilabilir. Bu bulus ayrica prokaryotik hucreler, alt
okaryotik hucreler (ornek olarak maya), bocek hucrelen, bitki hiicrelen, mantar vb. gibi
herhangi bir dider hucre turunde transkripsiyon infidelitesinin tespit edilmesi, 1zlenmesi,
module edilmesi veya hedeflenmesi igin de kullanilabilir.

Transkripsiyon infidelite alanlarimi hedefleyen ajanlarin iiretimi ve
kullaniimasi

Bu bulugun ogretilenini kullanarak, ornek olarak bir transkripsiyon infidelite alani igeren
proteinlere veya nukleik asitlere veya bu tur protein veya nuklelk asitien igeren veya
eksprese eden hucrelere veya dokulara baglanan transknpstyon infidelite alanlarini hedef
alabilen ajanlann uretiimesi mumkundur. Hedefleme ajani yukarnda agiklandigi gibi bir
antikor (veya bir turewi), bir prob, bir pnmer, bir aptamer vb. olabilir.

Bu tur hedefleme ajanlan omek olarak bir ornek, doku, ozne vb. igensindek
transkripsiyon Infidelitesinin  tespit edilmesi, izZlenmesi ve benzerlen 1¢in tanilama
ajanlan olarak kullanilabilir. Bu amagla, ajan bir radyo-etiket, bir enzim, bir floresan
etiket, 1sildayan (luminesan) bir boya vb. bir etiketleme kismi 1le bagl olabilir.

Hedefleme ajanlan ayrica ornek olarak anormal transkripsiyon infidelitesi ortaya koyan
bir hucre veya doku veya organizmanin tedavi edilmesi igin terapotik bir molekul olarak
da kullanilabilir. Ajan bu sekilde veya tercihen toksik bir molekul, bir ilag vb. gibi aktif bir
molekul ile baglanmis olarak kullanilabilir.

Bu bulusun spesifik bir uygulamasi bu nedenle transkripsiyon infidelitesini hedefleyen bir
ajanin bir uretim yontemini agiklamaktadir ve bu yontem (1) bir protein veya nukleik asidin
bir transkripsiyon infidelite alaninin tanimlanmasini ve (i) bahsedilen alana segici olarak
baglanan bir ajanin uretimesini igermektedir. Transkripsiyon infidelite alam ornek olarak
verilen bir RNA molekulu igin mevcut dizilhmler hizalanarak ve ozellikle 3’ ucundaki dizilim
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varyasyonlar belirlenerek tanimlanabilir. Transkripsiyon infidelite alanlan ayrica herhangi
bir gen dizlimine bu uygulamada agiklandigi gibi (bakiniz ornek olarak Ornek 5)
transknipsiyon infidelitesi kurallan veya ileride agiklanacak yeni kurallar uygulanarak da
tanimlanabilir. Bahsedilen tanimlanmig alani igeren peptid veya nukleik asit molekulu daha
sonra konvansiyonel yontemler kullanilarak uretilebilir. Tercih edilen bir uygulamada
yontemin (1) adimi bir salgilanmig veya hucre yuzey proteininin (ornek olarak bir reseptor
vb.) veya bir nukleik asidin bir transkripsiyon infidelite alninin tanimlanmasini igermektedir.
Aslinda, bir hucreye temas ettinlmis veya bir ozneye venlmig bir hedefleme ajani
kullanilarak salgilanan proteinler veya hucre yuzey proteinlen kolaylikla hedeflenebilir. Bu

tur TI-proteiniennin alanlannin ornekleri orneklerde agiklanmaktadir.

Bir TI-proteininin alanina karsi bir immiin tepkiye neden olan veya uyaran
veya engelleyen bir asinin iiretilmesi ve kullanmilmasi

Bu bulusun ogretisi kullanilarak, TI-proteinlerine karsi veya bu tur TI-protemnlerini veya
karsilik gelen nukleik asitlen igeren veya eksprese eden hucreler veya dokulara karsi bir
immun tepkiye neden olan veya engelleyen bir asi bilesiminin uretiimesi mumkundur.

Tipik olarak agi kompozisyonu bir iImmunojen olarak bir transknipsiyon infidelite alaninin
dizlimim igeren bir molekul icermektedir. Ast kompozisyonu herhangi bir farmasotik
olarak kabul edilebilir tagiyici, eksipryan veya adjuvan igerebilir. Asi kompozisyonu, TI-
proteinler eksprese eden hastalikli bir hucre veya dokuya karsi, bahsedilen hucre veya
dokunun bagisikiik sistemi tarafindan yok ediimesi ile sonuglanan bir immun tepki
uretlmesinde  kullanilabilir.  Alternatif olarak, asi kompozisyonu oto-immun
rahatsizliklarda mevcut olan transknpsiyon infidelite alanlanna karsi bir tolerans
olusturulmasi igin kullanilabilir.

Bu bulusun spesifik bir uygulamasi bu nedenle TI-proteinleninin bir alanina karsi bir
immun tepkiye neden olan, uyaran veya engelleyen bir immunojenin bir uretim yontemini
agiklamaktadir ve bu yontem (1) bir protein veya nukleik asidin bir transkripsiyon infidelite
alaninin tanimlanmasini ve () bu tur bir alami veya bir varyantini igeren bir peptidin
uretiimesini igermektedir. Transkripsiyon Infidelite alani ornek olarak verilen bir RNA
molekuli 1gin meveut dizlimler hizalanarak ve ozellikle 3’ ucundaki dizlim varyasyonlari
belirlenerek tarmimlanabilir. Transkripsiyon infidelite alanlar ayrica herhangi bir gen
dizlimine bu uygulamada agiklandigi gibi (bakiniz ornek olarak Ornek 5) transkripsiyon
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infidelitesi kurallari veya ilende agiklanacak yeni kurallar uygulanarak da tanimlanabilir.
Bahsedilen tanimlanmis alani igeren peptid molekulu daha sonra konvansiyonel yontemler
kullanilarak uretilebilir. Tercih edilen bir uygulamada yontemin (1) adimi bir salgilanmig
veya hucre yuzey proteininin (ornek olarak bir reseptor vb.) veya bir nukleik asidin bir
transkripsiyon infidelite alninin tanimlanmasini igermektedir. Aslinda, salgilanmig proteinler
ve hucre yuzey proteinlert badisiklik sistemi tarafindan bir tepkiye daha fazla maruzduriar.
Bu tur TI-proteniennin alanlarinin ornekien orneklerde acgiklanmaktadir.

Rekombinant Protein Uretim Sistemlerinde Transkripsiyon Infidelitesinin
Azaltilmasi

Bu bulugun spesifik bir agiklamasi rekombinant uretim sistemlennde, ozellikle terapotik
protein uretim sistemlennde meydana gelebilecek transkripsiyon Infidelitesinin
onlenmes! veya azaltiimasi i1gin bir yontem ile ilgihidir. Aslinda, bu tur bir transkripsiyon
infidelites! sistemin uretim muktarm dusurebilir veya cesith faaliyet profillen ortaya
koyabillen karakterize edilmemis protemnler uzennde karisimlarin  uretimi e
sonuglanabihir. Bu nedenle bakteriyel uretim sistemlen (eder transknpsiyon infidelitesi
kurallan prokaryotik sistemler 1cin ayni ise), okaryotik uretim sistemlen (ornek olarak
mayalar, memeli hucreleri vb.) gibi rekombinant uretim sistemlerinde transknpsiyon
Infidelitesinin olusumunun veya oraninin azaltilabilmesi tavsiye edilmektedir ve yuksek
degerdedir. Bu tur bir azaltma islemi omnek olarak kodlama yapan nuklelk asit
molekulunun dizihmi uyarlanarak ve/veya transkrnpsiyon infidelitesi yolu ile uretilen RNA
molekullen engellenerek basarlabilir. Alternatif olarak, transkripsiyon infidelite alanlari
Igeren proteinler ortamda uzaklastinlabibr.

Bir gen icin Transkripsiyon Infidelitesine hassasiyetin azaltilmasi

Bu bulugun spesifik bir agiklamasi bir gen igensinde olusabilecek TI'nin onlenmesi veya
azaltimasi 1¢in bir yontem 1le iigihdir. Aslinda, bu tur TI bir proteinin ekspresyonunu
veya aktivitesini etkileyebilir veya gesith faaliyet profillen ortaya koyabilen karakterize
edilmemig proteinlerin  kangimlannin  uretiimes! 1le  sonuglanabilir. Bu nedenle,
bahsedilen gen ign TI'min ortaya cikisinin veya oraninin azaltilabilmes: tavsiye
ediimektedir ve yuksek degerdedir. Bu tur bir azaltma islemi ornek olarak genin dizilimi
modifiye edilerek (gen terapisi) ve/veya transkripsiyon infidelitesi tarafindan
olugturulan RNA molekulleri engellenerek gergeklestirilebilir. Alternatif olarak, TI
alanlarini 1geren proteinler spesifik olarak bozunabilirler (ornek olarak bozunma igIn
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ozellikle hedefleme).

RNA seviyesinde transkripsiyon infidelitesinin dlgiilmesi.

Transkriptomik en yaygini kanser olan gesith patolojik durumlarda olusan RNA (tercihen
mRNA) seviyelerindeki dedisimleri olgen bilimdir. Transknptomik onceden tanimlanmig
bir alt kumesini tanimlayan spesifik bir oligonukleotid seti ile cDNA'nin hibndizasyonuna
dayanmaktadir. Hibridizasyon vermhligt cDNA’va ters kopyalanacak olan herhangi bir
RNA'nin spesifik dizimienne bagdhdir. Verlen bir RNA igensindeki supheleniimeyen
dizlim varyasyonlarinin olusmasi hibridizasyonun verimini dusurecek ve bu nedenle
transkniptomik gipler tarafindan alinan sinyallerde deisiklide neden olacaktir.
Transkripsiyon infidelitesinin RNA baz diziliminde degisikhde neden oldudunun kesfi tki
binncl sonuca sahiptir: birincisi, transknpsiyon nfidelitesinden dolayr baz yanhg
eslesmesi sonucu minimize etmek 16N transkriptomik giplerin optimizasyonuna olanak
verir ve bu sekilde transkriptomik deneyin hassasiyetini arttirir. Aslinda, transkriptomik
deneylerin mevcut kisittamasi calismalar arasinda yeniden uretilebilirhi@in olmamasidir.
Bahsedilen varyasyonun buyuk kisminin transkripsiyon infidelitesinden kaynaklandigina
Inanmaktayiz. Yukarida agiklandidi uzere transkrnpsiyon infidelitesinin  kurallarinin
anlaglimasi, normal veya hastalikli hucrelerden elde edilen herhangi bir cDNA kansimi
igerisindeki transknpsiyon infidelitesi oranini spesifik olarak olgen mikro-dizi ¢iplenin
dizaynina artik olanak vermektedir. RNA seviyesinde transkripsiyon infidelite oraninin
takip edilmes! verilen herhang! bir hucre igerisinde olusan transkripsiyon infidelitesinin
nispt oraninin yuksek verimli taranmasina olanak vermektedir. Bu hastaligin siddetinin
belirlenmesi, terapotik strateylenn tanimlanmasi ve farmakolojk duyarlilasma
(sensttizasyon) profillerine gore hastalikli hucrelenn siniflandiniimasi icin temel bilgiler
saglamaktadir. Ayni tarama ornek olarak kanser terapisinde ozgun ilaglanin etkisinin
test ediimesine de olanak vermektedir.

Transkripsiyon infidelitesinin diger uygulamalari

Transknpsiyon infidelites: saglam kurulmus genetik koda cegsitlik ekleyen vyeni
kesfedilmis dogal bir mekanizmadir. Transknpsiyon infidelitesinin dusuk oranlarda da olsa
normal dokularda bile olustugu gozlemlenmigtir. Transknpsiyon infidelitesinin genom
igensinde tanimianan genlenn nispeten dusuk miktarinin agtklanmasina ve biyolojik sivilar
ile dokulann canh hucrelen igensinde mevcut olan proteinlenn gok daha fazla olan
gesithhdinin agiklanmasina katkida bulundugunu onermekteyiz.
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Transknpsiyon infidelitesinin immunolojik seviyede spesifik bir 1sleve sahip oldugunu
onermekteyiz. Ayrica badisiklik sisteminin en azindan kismen kendini tanimlamak igin
tercthen spesifik genlen etkileyen, verlen bir orandaki transknpstyon infidelitesi oranina
dayandigini da onermekteyiz. Bu nedenle, henuz bilinmeyen nedenlerle ortaya gikan
transkripsiyon infidelitest oranindaki anormallikler belirl immun tepkilert tetiklemeye
katkida bulunuyor olabilir ve oto-immun ve alerpk hastaliklann patojenezine katkida
bulunuyor olabilir. Transknipsiyon infidelitesindeki bireysel-arasi farklliklar da badisiklik
sisteminin genlennin polimorfizmi tarafindan kosullandinliyor, bu nedenle badisikik
sisteminin dolasan hucrelerinde ortaya ¢ikan transknpsiyon infidelitesi oranimi belirliyor
olabilir, omek olarak T veya B lenfositlen, ve aynica graftlann donor ve aliclannin
uygunlugunun degerlendinimesine ve hastaliklanin konakgl siddetine karsi graft siddetinin
belirlenmesine katkida bulunuyor olabilir.

Aynca transkripsiyon infidelitesinin normal yaslanma sureci igerisinde daha buyuk bir
oranda meydana geldigini varsaymaktayiz. Bu durum genel olarak tum enzimlen ve en
spesifik olarak hucre replikasyonu, DNA onarimi ve normal transkripsiyon infidelitesi
oraninin surdurulmesinde gorevi bulunan proteinlen etkileyen, performansta zamanla
dusus durumlan yaratacaktir. Yukanda aciklanan konsept bu nedenle arastirmay
yaslanma mekanizmalanna dogru yeniden yonlendirebilir. Bu nedenle mRNA ve cDNA
dizlimler1 1gn taramaya izin veren biyokimyasal, proteomik, transkriptomik ve diger
yontemler ve DNA tarafindan belirlenen fidelite verilen bir sahista olusan transkripsiyon
infidelitesi oranminin nicel hale getinimesi gin kullanilabilir. Transkripsiyon infidelites
oranini duguren ozgun molekullerin test edilmesi bu nedenle biyolojk taramadan
etkilenecek ve yaglanma oranini dusuren ilaglann gelistinimesine neden olacaktr.

Bu bulusun difer yonler ve avantajlari bulusu orneklerle gosteren ve bu uygulamanin
kapsamini kisitlamayan agagidaki deneysel bolumde agiklanacaktir.

Deneysel Bolum

Ornek 1. Tipik cDNA kiitiiphanesi olusturma ve dizilim prensibi (bakiniz Sekil
1)
Tumleyic bir DNA (cDNA) kutuphanesi hazifamanin birinci adimi olgunlasmis mRNA'nin
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llgi hucre veya dokudan 1zole edilmesidir. Poli(A) kuyruklarindan dolayi, bir matnse
kovalent olarak baglanmis tumleyen oligo dT ile hibridizasyon vasitasi ile tum hucre
mRNA'lannin bir kangiminin elde ediimesi basittir. Baglanmis mRNA daha sonra dusuk
bir tuz tamponu ile aynstinlir. Daha sonra mRNA'nin poli(A) kuyrugunun, mRNA
sablonundan tumleyici bir DNA kolu sentezleyen bir enzim olan bir ters transkriptazin
varliginda ohgo dT ile hibritlesmesine olanak verilir. Bu orjinal mRNA sablonunu igeren
¢ift kollu nukleotidler ve onun tumleyici DNA dizilimini venir. Sonrasinda RNA kolu alkali
islemi ile veya RNase H'in faaliyeti 1le uzaklastinlarak tek kollu DNA elde edilir. Daha
sonra terminal transferaz olarak adlandirlan ve bir sablona ihtiyag duymayan ancak her
bir cDNA kolunun serbest 3’ ucuna deoksioligonukleotid ekleyen bir DNA polimeraz olan
bir enzimin faaliyeti vasitasi ile tek kolu DNA'nin 3’ ucuna bir seri dG eklenir. Oligo
dG’nin oriyinal cDNA kolunun tumleyicisi olan bir DNA kolu olan DNA polimeraz vasitasi
lle, sentezleme igin bir primer olarak hareket eden oligo dC ile hibrnitlesmesine 1zin
verilir. Bu reaksiyonlar orjinal preparasyonda bulunan mRNA molekullerine karsilik
gelen tam bir ¢ift kollu DNA molekulu uretmektedir. Bu ¢ift kollu DNA molekullernnin her
bir yaygin olarak cDNA olarak adlandinimaktadir ve her bin bir ugta bir oligo dC - oligo
dG ¢ift kolu ve dider ugta bir oligo dT — oligo dA ¢ift kol bolgesi igermektedir. Bu DNA
daha sonra kisitlama alanlannda metilasyon ile korunmaktadir. Kisa kisitlama
baglayicilari daha sonra her ki ucta baglanmaktadir. Bunlar belirh bir kisitlama enzimi
IgIn tanima alanlan igeren gift kollu sentetik DNA segmentlendir. Ligasyon (baglama)
iglemi, “kor uglu” ¢ift kollu DNA molekullerini birlestirebilen bakteriyofa) T4'ten DNA
ligaz ile gergeklestinimektedir. Sonugta ortaya gikan, her ucunda bir kisittama alanina
sahip, kor uglu ¢ift kollu DNA daha sonra yapiskan bir ug olusturan bir kisittama enzimi
lle 1gleme tabi tutulmaktadir. cDNA kutuphanelerinin olusturulmasindaki nihar adim
kisitlama bolunmesine tabi tutulmus cift kolun bir bakteriyum igensinde transfekte
ediimig spesifik bir plazmid ile hgasyonudur. Daha sonra rekombinant bakteriler bir
plazmid kutuphanesi olusturmak uzere buyutulmektedir — plazmidin spesifik antibiyotik
direncine kargiik gelen antibiyotiklerin varliginda. Her bir klon mRNA'nin tek bir
parcasindan turetilen bir ¢cDNA tagimaktadir. Bu klonlanin her bin daha sonra 1zole
ediimekte ve klasik dizlim yontemlen kullanilarak diziimektedir (sekanslanmaktadir).
Tipik bir dizihm 1glemi yerlestirme alaninda baslamakta ve her bir kion i¢in 400 ila 800
arasinda baz ¢ift dizlimi vermektedir. Bu diziim, dizliimin ikinc defa yapilmasinin
baglangici 1gin bir sablon gorevi gormektedir. Bu iler dogru ilerleme tum plazmid
yerlesiminin agamali dizimine gitmektedir. Cesith ¢cDNA olarak belirlenmis EST’lerin
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dizilmesinin sonuglan gesitli acik veri tabanlarinda binktiriimigtir.

Ornek 2. Veri tabaninin aciklanmasi

EST ven tabanlan cDNA kutuphanelerinden elde edilen cDNA diziimlerine kargilik gelen
dizihm bilgilerini igermekte ve bu nedenle temelde bu kutuphanelerin olusturulmasinda
kullanilan dokulann igensinde verilen herhangt bir zamanda mevcut olan ayn
mRNA'larin diziimine karsthk gelmektedir. Bu dizilimlerin kalitesi gesitlh nedenlerle
sorgulanmaktadir. Ilk olarak, yukanda aciklandigi gibi, cDNA kutuphanelerinin
olusturulma sureci baslangigta okaryottk mRNA'nin 3’ ucundaki bir poli(A) kuyrugunun
varlidina buyuk oranda baglidir. Ikinci olarak, mRNA’lar RNase'ler olarak adlandinian bol
miktardaki nukleazlar tarafindan kolaylikla sindirilebilen oldukga kirilgan molekullerdir.
Uguncusu, bu kutuphaneler olusturulup dizihrken, kullanlan oriinal malzemenin
kalitesine ve depolanmasina az onem verlmistir. Bu nedenle EST dizilimlerr genomik
bilgilerin (notlaria) agiklanmasi igin, yani tanimlanmig ve tam olarak diziimig bir genomik
DNA segmentinin herhangi bir spesifik mRNA’y1 kodlayip kodlamadi@inin belilenmesi
igin kullanlmistir. Bu baglamda, kodlama yapan genomik dizhimienn tanimlanmasi igin
EST dizlimlen faydalh olmustur. Ancak EST diziliminin kendisinden dogan bilgilere az
dikkat edilmistir. Aslinda, bu pozisyonun destedi altinda guglu teknik argumanlar ile
DNA genomik dizliminin ¢ok daha fazla guvenilir oldugu dusunulmektedir. EST
dizihmlen 1genisindek! gegithiliklerin biyolojk, analitik veya klinikk olarak ilgih bilgiler
igerebilecegim tahmin ediyoruz. Gergekte, EST ven tabanlari hepsi gesith yontemler
kullanan birkag adet arastirmac tarafindan olusturulmustur: bu bizm her bir
metodolojik edilimin belirh bir sayida hataya sahip bir arka plan gurultusune katkida
bulunmus olabilecedini dusunmemize sebep olmaktadir. Ancak, eger hatalardaki farklar
kutuphanenin olusturulmasinda kullanilan malzemenin kaynagindan dolay! olugsaydi,
hata oranindaki fark dogrudan altinda yatan kaynak ile ihiskil olurdu.

Bunun test edilmesi icin NCBI ftp sitesinde mevcut olan est_human ven tabanini
aldik. Bu ver tabanlarini sectik, cunku bu dizilimler insan veya biyo-enformatik araglan
tarafindan agiklanmamis veya tedavi edilmemigti.

Bir EST'nin kanserli bir dokudan mi yoksa normal bir dokudan mi elde edidigini
belirlemek uzere bir kutuphane tanimlama sistemi kullamiimistir. Her bir kutuphane

normal veya kanserli olarak etiketlenmigtir. Her bir EST'nin engim numarasi ile
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karsiik gelen kutuphanenin tanimlayicisi eglestinlerek 2.6 milyon EST kanserli
dokulardan elde edilmis olarak ve 2.8 milyon EST ise normal dokulardan elde edilmig
olarak siniflandinimigtir.

EST hizalamalannin elde ediimesi 1gn  kamuya aglk olarak mevcut olan
megaBLAST2.2.13 yazilimi (Basic Local Alignment Search Tool, Zheng Zhang, A greedy
algorithm for-nucleotide sequence alignment search, J Comput Biol, 2000) kullanilmig ve
asagidaki segim parametrelen belifenmistir:

- d est_human: aranacak veri tabani (dbEST'den tum insan EST’len),

- I sequences.fasta : bol miktarda eksprese edilen genlere (Sekil 2) karsilhk gelen
referans dizlimini igeren FASTA dosya formati,

- D 2 : geleneksel blast ¢iktisi,

- q -2 : bir nukleotid yanlis eslesmesi igin skor -2,

- r 1 : tek bir nukleotid eglesmesi igin skor 1,

- b 100000 : hizalamanin rapor edildigi dizilimlerin maksimum sayisi,

- p 90 : EST ile referans dizihm arasindaki minimum yuzde tanimlamasi,

- S 3 : referans dizilimler ile eglesen EST’len hesaba katar,

- W 16 : hizalama uzantisi ile baglamak igin en mukemmel eslesmenin uzunlugu

- e 10 : Beklenti degern (E-degen), Karlin ve Altschul (1990) stokastik modeline
gore verilen bir dizihm ve verilen bir ven tabani igin sadece sansla bulunmasi beklenen
hizalama sayisi,

- F F : referans dizilimi filtrelenmemekte.

- o NonFiltre_test_90.out: megaBLAST rapor ¢ikti dosyast

- v 0 : tek satir agiklama i1gin gosteren dizilimlenn maksimum sayisi,

- R T : (Dogru icin T) : megaBLAST gktisinin sonundaki kayit (log) bilgisini
raporia,

- I T : GI'len defline igensinde goster [T/F]

Blast 1¢in komut satir:

megablast -d est_human -1 C:\SeqRef\TPT1\sequences.fasta
- o C:\blast\NonFiltre test 90.out-RT-D2-I T -q -2 -r1 -v 0 -b 100000 -p 90.00 -S
3-W 16-e 10.0-FF
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Sekil 2 (a-q) analiz 1cin kullanilan 17 dizilimi gostermektedir; blastin bozulmasinin
onlenmesi 1igin MRNA referans diziimleninin  pollA  kuyruklan sistematik  olarak
uzaklastinimigtir.

Sekil 2r dizlim varyasyonlarinin olusumunun test edilmesi i¢in kullanimig olan genlerin
bir listesini sunmaktadir.

Ornek 3. Normal ve kanser orijinli ESTler arasindaki dizilim varyasyonlarinin
tamimlanmasi.

Veri tabani igerisindeki genis temsillenine dayanarak 17 gen seglmistir. Her bir EST
dizihmi daha sonra Mega BLAST kullanilarak NCBI'dan iglenmis mRNA referans
dizilmine (RefSeq) karsi hizalanmistir. Bu venlen herhangt bir bazin bu pozisyona
eslesen EST'lerin sayisi Ile tanimlandigi bir metns olusturmaktadir. Daha sonra verilen
herhangi bir pozisyonda RefSeq’ten sapan EST’lerin orani olgulmustur. Doku orijinine
gore hizalanmisg EST dizihmlennin karsilastinimasi kanserli veya normal grup igerisindeki
her bir baz pozisyonunda olusan dizilim varyasyonlarinin belirlenmesine yol agmigtir.
Sekil 4 secilen 17 gen icin normal ve kanserl setler igerisinde olusan bu varyasyonlann
grafik bir temsilini sunmaktadir. Verilerin gorsel incelemesi dizihm varyasyonunun en sik
olarak kanserli grupta meydana geldigini ve ilaveten bu olgunun en baskin olarak
spesifik mRNA alanlarinda goruldudunu ortaya cikarmistir. Gozlemlerin ¢oguniugu
mRNA dizliminin baglangicaindan en az 400-500 baz sonra, yani agirlikh olarak genin 3’
kisminda konumlanmistir. Bu ¢ok vyuksek sayidaki varyasyonlar SNPler ile
aciklanamamaktadir. Varsayilan SNP’ler (o) ve biyolojik olarak dogrulanmig SNP'ler (O)
grafikte gosteriimektedir; bu SNPler NCBI ven tabanindan elde edilmistir (dbSNP, build
126, Eylul 2006) (Sherry, S. T., ve digerlen (2001) Nucleic Acids Res 29, 308-11). EST
varyasyonlarina yol acan hem varsayilan hem de biyolojik olarak dogrulanan SNP'ler
(n=442) diger analizlere dahil ediimemistir (bu nedenle RNA duzenleme alanlan da
(yanhg SNP’ler) hang tutulmustur).

Bu analizn bir sonraki adimi kanserli ve normal ESTler arasinda olusan diziim
varyasyonlanndaki farklarin istatistiksel oneminin test ediimesidir. Her bir pozisyon 1gin

iki tarafll oran testi kullanilarak RefSeq bazinin normal ve kanserli gruplar arasindaki
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diger ug baza orani karsilastinimistir. Asagidaki kosullarin saglanmasi kosulu ile bu test
sistematik olarak uygulanmistir: n>70 ve (n.*n.))/n>5 1=1,2; 1=1,2 (n = bir gen igIin
kanserll ve normal EST'lerin sayisi), n; = kanser EST’lerin sayisi; n, = normal EST’lerin
sayisi, n;=RefSeq’e sahip EST'lerin sayisi, n, = bir ikameye sahip olan EST'lerin sayisi).
Karsilk gelen P-defen 0.05ten dusuk oldugunda istatistiksel bir testin %5 esik
seviyesinde pozitif oldugu soylenmektedir; bu durumda farksizlik hipotezi (yani her 1ki
oran aynidir) reddediimektedir.

Ilaveten, tek tarafli oran testin takip eden ikisi degiskenlidin daha buyuk oldugu sette
hassasiyeti arttirmak uzere ele alinmistir. Binincisi istatistiksel test pozitif iken her iki
grupta dediskenliklerin farkh oldugu sonucuna variimasina olanak vermis, sonrasinda
bu durumda degiskenigin kanser seti igensinde istatistiksel olarak daha buyuk olup
olmadidini olgmustur. Bunun aksine, ikinc test dediskenhidin normal set igensinde
belirgin sekilde daha yuksek oldugu onermesini dogrulamistir. Iki tarafli testlerden ayni
kosullarin karsilandigi her seferinde her ik tek tarafli test gergeklestinimigtir.

Sekil 3 tipik blast sonuglannin bir agiklamasini sunmaktadir. Sekil 5a ve 5b’de gostenildig
uzere, temsili gen TPT1 1gin, gen uzennde verilen herhangi bir pozisyondaki EST'lerin
sayisl hem kanser hem de normal gruplarda aynidir. Sekil 5¢ olasi 830 oran testinden
489’unun atanan knterlen karsiladigini gostermektedir. %5 seviyesinde istatistiksel
olarak onemlt olan oran testlen Sekil 5d'de gosteriimektedir. Location Based Estimator
(Konum Bazl Tahmin Edicr) (C.Dalmasso, P.Broet (2005) Journal de la Societe Francaise
de Statistique, cilt 146, n1-2, 2005) ile tanimlanmis olan goklu testlerden kaynaklanan
tahmint bir hata hesaplanabilir. 26 oran testi sekil 5d’deki normal dokularda (N>C)
olugan baz ikamelerinden dolayl pozitiftir (n=26; LBE=33). Bu kanser grubundaki (C>N)
dizihm varyasyonlarn nedeniyle olusan istatistiksel olarak onemli oran testlerinin toplami
lle zithk ortaya koymaktadir (n=145; LBE=15). Benzer bir analiz ikinci bir gen olan VIM
igin gergeklestinimistir (Sekil 5e-5h). Yine verilen herhangl bir gen pozisyonundaki
ESTlerin sayisi kanser ve normal gruplarda ust uste eklenebilmektedir. 1847 oran
testinden 752'si kniterler ile eslesmistir. Yine, pozitif oran testlerinin sayisinda buyuk bir
fark gozlenmistir: n=78 varyasyon normal gruptan (LBE=50) dolayidir ve n=269
varyasyon kanser grubundan (LBE=24) dolayidir. EST ver tabaninda bolca bulunan 17
gen uzeninde ayni analiz tekrarlanmistir. Sekil 5i elde edilen i1statistiksel sonuglarin bir
ozetidir. Test edilen 17 genden 15" kanser dokularindan elde edilen ESTlerde daha
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buyuk dizilim varyasyonlan ortaya koymaktadir ($eki/ 5j). Bu asamada, istatistiksel
analizler istatistiksel testlenn kisitlamalarindan dolayr her bir genin sadece %9u ila
%91'InI (ortalama %32) kapsamaktadir.

Analizlenn bu birinc asamasinin sonucu, mRNA'ann ekstrakte edildigi dokunun
kaynagina gore (normale karsi kanserh) karsilastrildiinda ayni genin EST’lerinin farkh
oldugudur. EST dizilm varyasyonlarini veren teknik hata oraninin normal ve kanserl
orijine sahip dokulara gore farkll olmadidi tahmin edildidinde ve test edilen 17 genden
15inin dokunun kaynagindan dolayr dizilim varyasyonlan ortaya koymalarn gergedi goz
onune alinarak, bu farklarin dogrudan EST’lerin uretidigi hucrelerin durumundan
(normale karsi kanserl) kaynaklandigini one surmekteyz.

Yerlestirme ve siimelerin incelenmesi igin benzer deneyler gerceklestinimektedir. F3
filtresi uygulandiktan sonra sonuglar elde edilmektedir (bakiniz Ornek 4). Biyolojk
olmayan olaylarin (dizlim hatalar, Megablast yanls hizalama ) onune gegiimesi igin
daha siki bir kosul kullaniimistir: bir aralik veya bir yerlestirme sadece eger -
10/+10luk bir pencere 1gensinde hichir diger modifikasyon mevcut degilse
dusunulmustur. Her bir pozisyon igin, yukanda aciklandigi gibi bir ki tarafli test
kullanilarak normal ve kanserh gruplar arasinda silmeye (deletion) (veya yerlestirmeye
(insertion)) sahip pencerelerin dijer pencerelere orani karsilastinlmistir. Sekil 5k elde
edilen istatistiksel sonuglarin bir ozetidir. Test edilen 17 genden 14'u (yerlestirme igin
10’'u) kanserli dokulardan elde edilen ESTlerde daha buyuk dizhm varyasyonlan
(stiimeler veya yerlestirmeler) ortaya koymustur (Seki/ 51).

Ornek 4. Normal sete N>C karsilik kanserli sette C>N varyasyon fazlahginin
dogrulanmasi

Kanser veya normal orneklerden meydana gelen kutuphaneler temelde ayni gekilde
islenmektedir. Bu nedenle kutuphanenin yapisi veya klon diziimlerninden kaynaklanan
rasgele hatalann her ki sette de ayni oranda meydana gelmesi beklenmektedir ve
normal ve kanserl EST gruplan arasinda gozlemlenen farklar 1gn hesaba
katilamamaktadir. Matematiksel analiz de bu yorum ile tutarhdir (Brulhard M., ve
diderleni, PNAS, Mayis 1, 2007 cilt 104 no. 18 7522-7527 — bakiniz Destekleyici materyal
Sekil 7).
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Daha sonra asagidaki mantia dayanan filtreleme prosedurlen sirasiyla uygulanarak EST
hetergjeniginin ~ difer kaynaklan elimine edimeye c¢ahgiimistir.  Baglangigtaki
gerekhliklenmiz EST'nin en az 16 ardisik bazda RefSeq lle %100 denklikte ve en az 50
bazda %90’dan buyuk denklikte hizalanmis olmasiydi. Sekil 6b’de gostenidigi uzere, tum
17 gen gin kanserll ve normal setler karsilastrnildidinda, bu sirasiyla 2281 ve 725
istatistiksel olarak oneml farklar C>N ve N>C (sutun F1) ve varsaylan veya biyolojk
olarak dogrulanmis SNPlerden ayn vermistir. Ikina filtre (F2) her bir EST'nin
uzunlugunun %?70'Inden fazlasinda RefSeq'e surekli olarak hizalanmig olmasini
gerektirmektedir. Uguncu filtre (F3) paraloglar ve psodogenlere gergek RefSeg'ten daha
yakin thiskili olan dizlimlere sahip EST’lert ayirmaktadir. Dorduncu filtre (F4) analizden her
bir EST hizalamasinin ilk ve son 50 bazini siimektedir. Bu filtre, MegaBLAST programi
tarafindan hizalamalanin daha da optimize edilmesi i¢in olusturulan ve/veya hizalanmig
EST uglarinda hata akumulasyonundan kaynaklanan, EST'nin 3’ ve 5’ sinirlanindaki yanlis
eslesmelerin kaldinlmasi igin kullanilmistir. Son filtre (F5) normal ve kanserli setler
arasindaki herhangi bir uzunluk farkinin ortadan kaldirmak uzere her bir gen igin EST
dizhim uzunluklanni normalize etmistir. Aslinda, ilk 4 filtrenin uygulanmasinin ardindan,
ortalama kanser EST uzunlugunun normal ESTlennkinden daha buyuk oldugu fark
edilmistir (siraslyla 640 + 248 ve 554 + 229 baz). Ancak, ortalama EST uzunlugunun
normal ve kanserll setler arasinda farkh olmadigdi 5 gende belirgin olgude daha fazla
kanser EST heterojenlidi de gozlenmistir (TPT1, VIM, HSPAS, LDHA, CALM2).

Istatistiksel olarak onemli olan C>N testlerinin sayisi N>C testlerinin sayisindan buyuk
kalmigtir, ancak C/N orani 3.15 (F1)'den 2.05 (F5)’e yukselmistir (Sekil 6c).

Kanser EST heterojenliginin dizilim islemlennin sonundaki hatalann birkiminden
kaynaklanmadigindan daha da emin olmak igin, herhangi bir dizilim 1gleminin sadece 11k
50 bazindan sonra ve 450 bazindan once sunulan bilgiler goz onune alinmigtir. Bu
zorlayial filtrelemenin ardindan, tum 17 gen igin istatistiksel olarak onemli olan C>N
testlen 455 (LBE=92) ve N>C testlern 292 (LBE=119) olmustur. Bu nedenle kanser seti
igerisinde artan EST heterojenligine neden olan dizilim varyasyonlannin kanser hucresi
mRNA heterojenliginin dogrudan bir yansimasi oldugu makul olarak varsayllabilir (Sekil

6d).
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Daha sonra kulture edilmis kanser hucrelerinden uretilen EST’ler uzaklastinldiktan sonra
kanser seti igenisinde daha fazla istatistiksel olarak onemh EST heterojenliginin kaldigi
bagimsiz olarak dogrulanmistir. Bu filtrelemenin ardindan, tum 17 gen igin istatistiksel
olarak oneml olan C>N testlen 1009 (LBE=117) ve N>C testlen 445 (LBE=193)
olmustur (Sekil 6e).

Ornek 5. Kanser hiicrelerinde transkripsiyon infidelitesinden dolayr olusan baz
ikamesinin kodunun kirilmasi.

Bir sonraki hedef aciklanan transknipsiyon Infidelitesinden kaynaklanan baz ikamesi
olgusunun rasgele bir olgu olup olmadiginin veya spesifik kurallan takip edip etmediginin
belirlenmesidir. Bunu basarmak 1gn C>N'nin istatistiksel olarak onemh oldugu EST
varyasyonlar uzerine yogunlagiimistir. Filtreleme prosedurlen ile meydana gelebilecek
edilimlenn onlenmesi igin mevcut olan tum filtrelenmemis venler kullanimistir.
Transkrnipstyon infidelitesinin  rasgele bir sure¢ olmadiinin binnc  gostergest baz
ikamelerinin test edilen genlerin 5’ bolgesinde nadiren meydana gelmis olmasidir. Test
edilen butun genler 1gin olgun MRNA'NIN Ik 400-500 baz igensinde baz tkamesi olusma
olgusu ¢ok nadiren gozlenmigtir. Transkripsiyon Infidelitesinin rasgele bir sureg
olmadiginin 1saret eden kinci bir gozlem, tkame olaylannin ust ve alt kismindaki
dizlimler (hetergjen, H, n=2281) ile hichir ikame olayi tespit edilmeyenler (heterojen
olmayan, NH, n=12273) karsilastinlirken genomik DNA sablonu uzerinde gozlemlenen
baz kompozisyonlarinda farklarn oldugunun gorulmesinden kaynakianmaktadir. NH
alanlari igin knterler %0.5%n altinda ve normal setten istatistiksel olarak farkll olmayan
kanser seti varyasyonlaridir (Sekil 7a). Bu analizde ikameye tabi olan baz bO olarak,
pmRNA 5 wucunda konumlandinimis olan bazlar b-n olarak ve 3’ ucunda
konumlandinimig olan bazlar b+n olarak adlandinimaktadir. Daha aglk olmasi
maksadiyla, bu analizde pmRNA'nin baz kompozisyonundan bahsediimektedir: bu DNA
uzerinde gsablon-olmayan kola (RNAP tarafindan kopyalanmayan kola) kargihik
gelmektedir. Venler ilk olarak 4 bazinin tumunun varyasyona esit miktarda hassas
olmadigini gostermektedir: b0 = A (33%) = T (32%) >> C (21%) >> G (14%).
Ilaveten olayin gergeklestidi alanin 4 baz yukansinin ve 3 baz yukarisinin
kompozisyonlan belirgin EST varyasyonu igermeyen alanlardan istatistiksel olarak
farklidir (Sekil 7a, baz kompozisyonu % olarak ifade ediimektedir ve Gri golgeleme
zenginlegtinlmig bazlari gostermektedir; daha koyu gn eksik bazlari gostermektedir).
Spesifik olarak varyasyonlarin olustugu alanlarin oncesinde ve sonrasinda A2 G > T =
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C daha sik meydana gelmektedir.

Bu nedenle kanser EST heterojenhidinin olusumu rasgele degildir, ancak 1lk olarak
tkameye tabi olan bazin dodasi tarafindan ve ikinci olarak olayin hemen oncesinde ve
sonrasindaki bazlann dogasi tarafindan belilenmektedir.

Daha sonra degistirlen bazin rasgele secilip seciimedidi incelenmistir. Sekil 7b’den
durumun bu olmadidi asikardir. Oranlardaki farkin istatistiksel onemi degistirilen bazin
rasgele secildigi sifir hipotezi ile hesaplanmistir (her ug degistirme bazi testinin duzgun
dagilima ayarlanmasi). A tercihen C tarafindan (p = 2.8x10'%), T G ile (p = 5.7x10°%)
ve G ise A ile (p = 2.2x10%?) degistinimistir. C'nin 1kamesi hafif bir T eksikligi ile daha
esit bir dagim gostermistir (p = 0.007).

Daha sonra tercthi baz degisimlerinin altinda yatan nedenler aranmigtir. Bu amagla
bilgilendina ve bilgilendirici olmayan olaylarin 1ki seti birbinnden aynimistir.

Bilgilendinc olaylar ikame edillen bazin onceki bazdan (b-1) veya takip eden bazdan
(b+1) farkli oldugu durumiardir (n = 1676) (Sekil 7c). Biigilendinc olmayan olaylar bu
kriterlere uymayan durumlardir. Bilgilendirici olaylar analiz edildidinde 1ki durumla
kargilagilmistir: ikame edilen baz b-1 veya b+1 ile (%79) veya b-1 veya b+1'den farkli
olan dider bir baz ile (%21) degistirilmistir. 1) Birinal ait kumede degistirilen baz b-1
(N=799; Sekil 7c panel B) veya b+1 (N=530; Sekil 7c panel C) ile ozdestir.
Degistirilen baz b-1 oldugunda b0 = A (%36) > C (%30) >> T (%21) >> G (%13)'tur
(Sekil 7d panel A). A tercthen C ile degistinimistir (durumlarin %71'inde). Degistirme
bazi b+1 oldugunda, b0 = T (%47) >> A (%21) > C (%19) >> G (%13)'tur (Sekil 7a
panel B). T tercthen G ile dedistinimistir (%71). Iiging sekilde, gevreleyen bazlann
istatistiksel onemi de farklidir ($ekil 7d panel A ve 7d panel B). b-1 ikamelen i1gin baz
kompozisyonunun nispi etki paterni b0 > b-1 > b-2 > b+1 >b-3 > b+2'dir. b+1
ikamelen 1GIn baz kompozisyonunun nispi etkist bir b0 > b+1 > b-1 > b+2 > b-3 > b-2
paternini takip etmektedir. 2) Bilgilendinci olaylann ikinc alt kumesinde degistirilen baz
ne b-1'e ne de b+1'e karsihik gelmemektedir (n=347, $ekil 7c panel D). Etkilenen
bazlar asagidaki duzendedir: A (%47) > T (%29) > C (%14) > G (%10). A en yaygin
olarak C ile (durumlarnn %911); T, C (%50) ve A (%42) ile; C, G lle (%46) ve G 1se C
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(%73) ile dedistinimektedir. Bu nedenle dedistinlen baz b-1 veya b+1'e karsilik
gelmediginde, dedistirlen baz rasgele seglimemektedir, ancak C buyuk oranda asindir.

Daha sonra bilgilendinci olmayan olaylann seti, yani 1) b-1 = b+1 ve 2) b-1 = b0 =
b+1 oldugu durumlar ele alinmistir (Sekil 7c). b-1 ve b+1 ozdes oldugunda ancak
b0’dan farkh oldugunda (n=339, Sekil 7c panel E) ikame edilen bazlar asadidaki
duzendedir: T (%34.8) > G (%23.6) > C (%21.2) > A (%20.4) ve Sekil 7b'deki ile ayni
terah paternini takip etmektedir: T -> G, G -> A, A -> C. Ug ozde(i bazin tekrar merkez
bazinda olusan ikameler (n=266; Sekil 7c¢ panel F) asadidaki duzende gozlemlenmistir:
A (%46.2) > T (%36.9) > G (%10.5) > C (%6.4). Bu durumda en yaygin ikame
olaylan: A -> Cve T -> C ve A. Nadir GGG itkameleri en yaygin olarak GCG ile ve CCCller
ise CAC ile de§istinimistir (Sekil 7c).

Bu nedenle kameler arka arkaya u¢ ozdes baz igerisinde meydana geldiginde ve
ikameler ne b-1 ne de b+1'e karsilik gelmedidinde C en yaygin dedisim bazidir (Seki/
7¢). Dedisim bazi b-1'e kargilk geldifinde en yaygin tkame A->C'dir; defisim bazi
b+1'e karsilik geldiginde en yaygin ikame T->G'dir.

Bu nedenle ne ikame edilen baz ne de yerine konan baz rasgele segiimemektedir. Her
Iki olgu da ikame edilen baz ile bu olayin yukansinda ve asagisinda konumlandiriimis
olan bazlann kompozisyonlan tarafindan belirlenen tahmin edilebilir paternlen takip
etmektedir.

Verilen herhangl bir dizilim 1gensinde baz ikamesinin olusumunu belifleyen motif
bilesimin hassas olarak belirlenmesi igin spesifik algoritmalar tanimlanabilir.

Daha sonra C>N seti Nin kararl oldugu (Normal sette ayni pozisyonda sapma
gozlemlenmemis) veya olmadidi ki sete ayrilmistir. Sapma miktari Normal settek
sapmanin ortalama yuzdesi olarak tanimlanan belirll bir esi§i asmasi durumunda ele
alinmaktadir. Sekil 7e -4/+3 imzasinin Nin sapma yaptigi C>N seti tarafindan
tagindigini gostermektedir. Dider sette 1gendin uzunlugu daha az onemhidir. Sekil 7f N'in
sapma yaptigi C>N setinde N'in stabil oldugu C>N setine gore daha onemli olan 500-
1000 araligindaki bir binkimi gostermektedir. Ikincisinde, daha erken olaylar (0-500
arah@) goruluyor gibidir. C>N alanlan igin dedisim bazlan ki set arasinda benzerdir
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(Sekil 7g).

Siime veya yerlestirme durumunda, sonuglar goz ardi edilen bazlarin (398 C>N
durumu) asadidaki duzende olduklarini gostermistir: C (%46.0) > T (%37.9) >> A
(%9.3) > G (%6.8) (Sekil 5m) ve yerlestinlen bazlasin (225 C>N durumu) asagidaki
duzende oldugunu gostermistir: G (%36.0) > C (%30.2) > A (%21.8) > T (%12.0)
(Sekil 50). Siime veya yerlestirme olaylarinin siklikla korunan ozdes bazlar igerisinde
ortaya ciktidi gozlemlenmistir. Bu tur olaylarin analiz edilmesi igin ozel olarak dizayn
edilmis bir program silmelerin %94.7’sinin ve yerlestirmelernin 1se %81 inin degisken
uzunluklanmin uzantilarinda olustugunu etkih olarak gostermektedir. Uzantilar bipolar ve
simetrik (ornek olarak AAATAA) olabilir veya olmayabilir (ornek olarak CCCGG) veya tek
nukleotid tekrar edebilir (ornek olarak AAA) (Sekil 5m-5pdeki motiflere bakiniz). Siime
durumunda, durumlann %84'unde thmal edilen bazlar b-1 veya b+1 bazina (uzantr)
ozdestir. Cogu motf C > T > A-G'nin ¢iftt veya uglusudur. Yerlestrme durumunda da
benzer sonuglar gozlenmistir. Aslinda, uzantt motifierinin C>N veya N>C arasinda farkli
olmadigi gorulmustur. C>N veya N>C ozellg@ uzantilarin etrafindaki dider bilgilerden

gelebilir. Daha fazla gen uzerinde ilave analiz bu gozlemlen dogrulayacaktir.

17 genin tumu goz onune alindifinda, EST heterojenigi 100 bazin 10'u oraninda
gozlenmistir (Sekil 5j ve Sekil 8a-c). Bu oran genomik DNA igcerisinde meydana gelen
aciklanmis herhangi bir mutasyon oranini agmaktadir. Bir referans olarak, tek nukleotid
polimorfizminin genom igensinde her 300 bazda bir rasgele meydana geldigi tahmin
edilebilir. Kopyalanan DNA'y: etkileyen tek nukleotid polimorfizminin orani ise ok daha
dusuktur: her 3000 bazda bir meydana geldidi tahmin ediimektedir. Kanserde DNA
mutasyonlarinin daha sik meydana geldi@i agiktir. Ancak calismamizda kullanilan 17
genden 14'unu igeren gogus ve kolon kanseri DNA diziimi ile 1lgili derinlemesine
calismalar 10° baz basina 3.1 mutasyonluk bir somatlk mutasyon orani tahmin
edilmesine neden olmustur (Sjoblom, T., ve digerien (2006) Science 314, 268-74). Bu
nedenle bu bulusta acgklanan transkripsiyon infidelitess DNA'y1 etkileyen
mutasyonlarinkinden ¢ok daha buyuk bir oranda meydana gelmektedir. Daha onemlisi,
DNA uzerindeki ¢ogu baz tkamesi protein seviyesinde kisitl sonuglara sahiptir, gunku
genomik DNA'nin  %10'undan az mRNA'ya kopyalanmaktadir. Bunun aksine
transkripsiyon infidelitesinden kaynaklanan baz ikamelen genellikle protein iglevi
uzerinde dogrudan sonuglara sahiptir. Aslinda, burada agiklanan 2281 tkameden 1179'u
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(1548 CDS - 369 sessiz tkame) protein AA ana dizilimi uzerinde ani etkiye sahip baz
ikamelerine neden olmustur (Seki/ 8d). En onemlisi, test edilen 17 genden 9'unda stop
kodonunu etkileyen belirgin baz ikameleri gozlenmistir. Ancak transkripsiyon infidehitesi
konseptinden once, insan proteinlennin bu gune kadar “donusturuimemis bolgeler”
olarak dusunulen RNA diziimlen tarafindan kodlanmis ilave kodlama dizilimleri igerdidi
one surulmekteydi. Burada transkripsiyon infidelitesinden dolayr dodal stop kodonlari
igerisinde meydana gelen baz ikamelerinin spesifik AA'lari kodlayan ozgun kodlama
bolgelerini ortaya ¢ikardigini gostermekteyiz. Bu ozgun kodlama bolgesi dodal agik
okuma cergeves! Ille uyum igensindedir. Dogal stop kodonu bir kodlama kodonuna
donusturulmektedir. Daha sonra bir sonraki baz uglusu bir AA olarak okunmakta ve
donusturme iglemi yeni bir stop kodonuna ensinceye kadar ozgun bir kodlama bolgesi
lle devam etmektedir. Tabiki transkripsiyon infidelitesi ortaya koyan 17 genden 8inde
durumun bu oldugu dogrulanmistir. Tum 8’1 karsilik gelen RefSeq ile gergeve igerisinde
alternatif stop kodonlan igermektedir (GAPDH alternatif bir STOP kodonu
icermemektedir). Bu ani bir sonuca sahiptir, cunku her bir durumda sirasiyla TPT1,
RPS6, RPL7A, VIM, RPS4X, FTH1, FTL ve TPI1 igensinde 14, 7, 13, 15, 13, 4, 9, 55 AA
ozgun kodlama dizimlen meydana getirmistir (Seki/ 10). Bu AAlann ilave ediimesi
kanserde buyuk oranda gelismis olacak motiflenn yaratiimasi potansiyeline sahiptir; bu
motifler proteinlerde ozgun iglevier ile sonuglanacak veya sonuglanmayacaktir. Bu
olusumun tahmin ediimesi tanilama, terapotik veya diger amaglar igin kullanilabilecek
faydall aracglarin olasi gelisimine yol agmaktadir. Bu olusumun tahmin edilmesi ayrica
proteinin  karboksi-terminal ucundaki kansere ozgu diziimlen taniyacak spesifik
antikorlarin olasi gelisimine de yol acmaktadir. Karboksi-terminal ucunda dogrudan
proten dizlimini  yapabillen herhangi bir analitk yontem mevcut durumda
bulunmamaktadir. Ancak proteinlerin enzimatik olarak pargalanmasi ve pargalanma
urunlerini NH, terminal uglarindan dizmek mumkundur. Aynca kutle spektrometrisi
kullanilarak proteolisiz ile uretlen peptidlenn AA igendinin analiz edilmesi de
mumkundur. Bu alternatif stop kodonlarinin da transknpsiyon infidelitesinden etkilendid
gosteriimigtir (9 genden 7’si etkilenmis ikinc alternatif STOP kodonuna sahiptir).
Yukarnda agiklanan ayni olgu ozgun bir dizim setinin okunmasina da genigletilebilir.
Bizm yontemimiz kullanilarak tum protein diziimlennin  agiklanmasi  donusturme
makinesinin baz tkamesini dogru olarak donusturme veya donusturememe kabiliyetinin
yani sira kodon kullanimina bagl olarak daha fazla veya daha vermli olarak
kopyalanacak olan ¢esith supheleniimeyen kodlama mRNA diziimi ortaya cikaracaktir.
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Aslinda, baz ikamelenn nbozomal okuma oranini modifiye edebilen mRNA vyapisal
dedisikliklerine neden olabilir. Yine de baz ikamelennin RNA vyapisi dedisikiikler
icermedidini varsaymaktayiz. Stop kodonu degisikliklerinin olusumu goz onune alinarak,
etkilenen genlerde, kanser dokularindaki mRNA’'nin %4’une kadannin bu ilave kodlama
bolgelennt igerdidini tahmin etmekteyiz.

Varsayimsal bir Post STOP Peptidinin (PSP) varlidi igin tum protein dizilimlerinin
aciklanmasinda gesith filtrelere dayanan spesifik bir program kullanilabilir. Incelenen
proteine karsilik gelen nukleik dizilim elde edildikten sonra, program kanonik STOP’tan
sonra es fazli diger bir STOP Ile es fazli olan bir nukleikk dizlimin var olup olmadigini
aramaktadir (bu alternatif STOP kodonlarini etkileyen transkripsiyon infidelitesi
durumunda bir veya daha fazla STOP'un by-pas ediime olasiigi goz onune alinabilir).
Potansiyel bir antijenik patern tahminine igin minimal kritere uygun olarak minimum bir
uzuniuk belirlenebiiir (ornek olarak sadece 12'den fazla amino asidi kodlayan diziimier,
ancak sonugta peptid uzuniugu daha kuguk olabilir). Daha sonra antjenik PSP
depolanmaktadir (Sekil 18). Kanonik STOP'un ogrenme makinesi editilerek agiklamaya
sahip adaylarin dogrulanmasi igin 1lave bir adim kullanilmaktadir: aslinda STOP
kodonunun bir veya daha fazla kodonunun transkripsiyon infidelitest ile ikame
edilebiimesi  olasiigi belirlenebiimektedir. Ayrica kutle spektrometnsi kullanilarak
proteolisiz ile olusturulan peptidlerin AA igeriklerinin analiz edilmesi de mumkundur.

Ozgun protein dizilimlennin donugturulmesine olanak veren durumlarin yaratimasinin
yaninda transknpsiyon nfidelitesinin  mRNA'da premature durmalar meydana
getirebilecedi de gosterimistir. Kanonik agik okuma gergevesi icerisinde meydana gelen
yirmi dort ozgun stop kodonu 17 genin 13'u igensinde belidenmistir. Bu durum
transkripsiyon infidelitesinin spesifik alanlari eksik olan daha kisa proteinlerin uretimine
neden olabilecegini gostermistir. Bu kisaltiimis proteinler bir islevin artmasina veya
kaybina neden oluyor olabilir. Proteinin 3-D yapisi da buyuk ihtimalle etkilenmekte ve
bu nedenle badisiklik sistemi tarafindan taninabilecek ozgun varliklar meydana
getirmektedir.

Nihai olarak, test edilen 17 gendeki transkripsiyon infidelitesi tanimlanan tum C>N
tkamelerinin %50’sinin AA dedigikliklerine neden oldugunu ortaya koymustur. %17'si

AA'nin ayni aileden bir diden ile degigimine karsilik gelmekte ve %33'u 1se AA'nin fakli
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bir AA sinifi ile tkame ediimesine karsilik gelmektedir. Bu nedenle transkripsiyon
infidelites! potansiyel olarak modifiye edilmig islevler veya faaliyetlere sahip ozgun AA
dizlimlen igeren proteinlenn uretiimesi kabiliyetine sahiptir. Yukarida agiklanan kurallar
kullanilarak transknpsiyon infidelitesinin  tahmin  ediimesi protein davranisindaki
dedisikliklerin ve proteomik deneylerin sonuglarninin rasyonel olarak tahmin ediimesine
olanak verecektir.

Ornek 6. Biyolojik dogrulamalar
Biyolojik dogrulamalar iki seviyede icra edilmistir: mRNA ve proteinler.

Ilk olarak, ilgilenlen 17 genin mRNA ikameleri kanserli insan dokularinda tespit
edilecektir. Dizilim mutasyonlarinin tespit edilmesi igin genig olgekh bir kromatografik
yontem olan DHPLC (Denature Edici Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi)
kullanilmistir. Deneyin prensibi Sekil 11a-c'de agiklanmaktadir. Ik olarak, ornek
igenisinde heterodubleks formasyon ve teshis igin yeterl olan mutasyona ugramis DNA
yuzdesini tahmin etmek uzere 7ransgenomik DHPLC esigini test etmek 1¢in bir yontem
gelistinimigtir. Aslinda, 1 ve 3 baz ikamelerine sahip 300 bp PCR pargalar kullanitmistir.
Bu pargalarin farklt oranlan hazirlanmistir: %0, %2.5, %5, %7.5, %10, %20 veya
%50. DHPLC, ornek %2.5 1la %5 arasinda mutasyona ugramis DNA igenir igermek
[normal] ve [normal arti mutasyona ugramis] DNA’lan ayirt etmemize musaade
etmektedir (Sekil 11d). Bu sonuglar ilgilenilen genler 1cin normal ve kanserl
dokulardan mRNA’y1 ayirt edebildigimizi gostermektedir. Ug genin test edilmesi igin
normal ve kanserli bitisik dokulardan (Biochain Inc.) ekstrakte edilen mRNA'lar
kullamimigtir:  GAPDH, ENO1 ve TMSB4X. DHPLC DNA uzennde calisirken ters
transknptaz kullanilarak mRNA orneklen cDNA'ya donusturulmustur. Normal dokulardan
gelen ESTlerdekine gore kanser dokularindan gelen EST’ler igensinde ¢ok daha belirgin
lkameler ortaya koyan bolgeler segiimistir. Amplifikasyon igin kullanilan primerier Sekil
12'de gostenimigtir.

Bir binnc deney setinde, kanserli ve bitisikteki normal dokulardan (karaciger, bobrek,
gogus ve kolon) alinan gesith cDNA'lar bahsedilen primerler ile PCR ile amplifiye edilmig
ve DHPLC sistemine enjekte edilmistir. Finnin sicakligi Navigator yazilimi (Transgenomic)
ile segiimistir. Yukarida agiklanan genler igin profiller elde edilmig ve ENRO1, GAPDH ve
TMSB+X genlen igin temsii bir deney Sekil 15%e sunulmustur. Sekil 15a-15c¢'de
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gosterildi§i uzere, GAPDH ve ENO1 genlen igin kanser profillert normal profillerden agik
sekilde farkhdir. TMSB4X geni icin beklenildigi gibi hicbir fark gozienmemistir (¢ok daha
az transknpsiyon nfidelite alan). Ayni PCR urununun ve dider 2 PCR urununun
enjeksiyonu uglu olarak gerceklestinlmistir (Sekil 15b ve 15¢) ve profiller ayni deney
icenisinde yuksek seviyede yeniden uretilebilir olmustur. Ancak bu farkin nedeni bu
deney ile agiklanamamaktadir.

Sonug olarak mRNA’ya dayall bu biyolojik dogrulamanin devami gergeklestiriimektedir.
Gergekte, kanserli dokulardan olusturulan PCR urunlennin dizihmi gogu bol miktarda
bulunan mutasyonlarin hassas sekilde tespit edilmesine olanak verebiimektedir.

Ters kopyalanmis PCR ile amplifiye ediimig mRNA'larin Klasik Senger dizilim yontemi
belirll bir pozisyonda %15-30’un altindaki oranlarda meydana gelen dizilim degisimlerin
tespit etmemektedir (Sekil/ 16). Aslinda, bilinen mutasyona ugramis ve ugramamis
diziimlerden amplifikasyon urunlerinin karisimlannin diziimesi ile elde edilen mutasyona
ugramis baz davetler %50-50 karnisimlan igin elde ediimekte ve minor tepeler %15ten
tespit ediimektedir. Payro-dizlim ve Emulsiyon PCR, cDNA heterojenliginin tespit
edilmesine olanak veren daha hassas yontemlerdir ve bu nedenle kanserli ve normal
hucrelerden elde edilen RT-PCR urunlerinin analizi mumkun olmaktadir (Thomas, R. K,
ve digerler1 (2006) Nat Med 12, 852-5).

Transknpsiyon infidelitesinden etkilenen bir genin tumu veya transknpsiyon infidelite
alanini 1geren veya icermeyen bir kismi klonlanmistir. Kanonik stop kodonu ile veya o
olmadan yapi, neomisin direncini kodlayan gen ile gergeve igensinde baglanmistir.
Kanserli ve normal hucreler bu kimerik yapi ile 1lk basta gegici olarak daha sonra kararli
olarak transfekte edilmistir. Transknpsiyon infidelitesinin kanonik stop kodonunda
degisiklide neden oldugu ve bu sayede neomisin geninin donusumune olanak verdigi ve
nemoisine direngli hucre olustugu tahmin edilmektedir. Neomisin direncine sahip olan
hucrelenn daha hizli buyuyecedi ve bu hucrelerin sekillennin normal hucrelennkine gore
belirgin farkliik gosterecegi tahmin edilmektedir. Ilaveten, bu hucrelerin daha istilaci
(invazif) olduklan ve kanser ilerlemesinin ilendeki bir asamasinda hucreler ile
karsilastinlabilecedi de tahmin edilmektedir. Bu nedenle bu teknik bireysel bir hastadan
alinan fakl hucrelerin kanser asamalarinin belirlenmesinde kullarilabilir.

54




10

15

20

25

30

Neomisin direncinin transkripsiyon infidelitesinin bir sonucu olarak meydana geldiginin
son dellli, genomik DNA'dan amplifiye edilen yerlestinimis yapinin dizimesi ve genomik
bilginin dedismeden kaldidinin gostenimesi 1le elde edilecektir. Ayrica neomisin direngl
hucredeki mRNA'larin transkripstyon infidelitesinden dolayr mutasyona ugramis bir stop
kodonu icerdigi de dogrulanacaktir.

Transknpsiyon infidelite alanlannin tespit ediimesine musaade eden bir teknik cDNA
kutuphanelerinin olusturulmasidir ve kanserll ve normal hasta dokularnndan ekstrakte
edilen RNA'dan ters-kopyalanan cDNA'larin kopyalanmasini icermektedir. Spesifik bir
genden amplifiye edilen veya edilmeyen her bir ¢cDNA Escherichia coli \gensinde
donusturulmus ayri plazmidler igensinde klonlanmaktadir. Farkli £ coli kolonileri
toplanmig ve dizimiglerdir. Diziimest gereken klon sayisi klonlanmig ¢CDNA pargasi
icerisindeki ikamelenn yuzdesine baglidir. Istatistiksel bir analiz transkripsiyon infidelite
alanlan 1gensindeki dizilim varyasyonlanni verecektir. Bu teknik gelistirnlebilir. Aslinda,
spesifik pnmerler ile ters-transknpsiyon ve amplifikasyonun ardindan cDNA bir raportor
gen, ornek olarak /acZ geni tasiyan bir plazmid igensinde klonlanabilir. ¢cDNA ve
raportor geni es fazli olarak klonlanmaktadir. mRNA'nin STOP kodon diziiminde bir
tkame gorulduginde raportor gen eksprese edilir. £ coli hucrelen bu yapi lle
donusturuldugunde, cDNA'nin stop kodonu igensinde mutasyona ugratildigi plazmidi
tasiyan koloniler raportor genin ekspresyonu ile segilmektedir. Bunun ardindan, stop
kodonunun kamesin,n mevcut olup olmadiginin dogrulanmasi 1gin plazmid siralanabilir
(sekanslanabilir).

Transknpsiyon infidelite alanlarinin tespit edilimesi igin spesifik primerler ile gergek-
zamanh PCR'a dayall diger bir teknik kullaniimaktadir. Bu primerler istatistiksel analizlere
dayal dizihm varyasyon(lar)ina sahip cDNA ile eslesmek uzere dizayn ediimiglerdir. Ikinci
bir prmer 1se dizilim varyasyonuna sahip olmayan (referans) cDNA ile eslesmek I1cin
dizayn edilmigtir. Pnmer dizlim igensindeki varyasyon(lar)in sayisi ¢ok onemhdir ve
bilinen dizihm varyasyonu uzerinde bir test deneyinde spesifik bir floresan sinyal elde
etmek I1GIn incelenen pozisyonlarin diginda 2 mutasyonun gerekh oldugu belirlenmistir.
Primer bir dizlim 1kamesine sahip olmayan (referans) cDNA ile tumleyen oldugunda,
floresan sinyal belirli bir amplifikasyon ¢evnimi sayisinda tespit edilmektedir. Dizihm
tkames! taglyan primer ile amplifiye edilmis ayni cDNA daha fazla sayida amplifikasyon
gevnimi ile ortaya ¢kan bir floresan sinyalne neden olmaktadir. 2 primer lle
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amplifikasyon gevrimlerinin sayilan arasindaki fark dizilim ikamesine sahip bir cDNA'nin
varliginin dogrudan tahminidir. Ilaveten, yontemin bilinen dizlimlerin bir kansimi
Icersinde mutasyona ugratiimis dizihimlernin %1'ini tespit edecek kadar hassas oldugu da
dogrulanmistir.

Tipik bir denemede, kanserl ve normal hasta dokularindan ekstrakte edilen RNA'lar ters-
kopyalanmakta ve bahsedilen spesifik primerlerin her bin ile amplifiye edilmektedir.
Daha sonra her ki pnmer ile amplifikasyon gevrimlen arasindaki fark olgulmektedir.

Son olarak, dogal stop kodonu etkilendiinde harekete gegen ozgun proteinler uzerine
yodunlasabilinz. Ilgilenilen 17 genden 9'u igin stop kodonunun buyuk oranda etkilendig
gosteriimistir. Bu karboksi-terminal ucunda ozgun bir dizlime sahip ayri spesifik protein
populasyonlarina neden olmaktadir. Etkilenen genler i1gin kanserli dokularin normal
genlerden daha uzun olan %4 protein igerdidi tahmin ediimektedir.

Bu hipotezin igiginda, bol miktarda bulunan 60 plazma proteini (Sekif 13) analiz ediimis
ve olasi PSP’ler igin aranmigtir. Bir PSP'nin yeten kadar uzun ve antienik oldugu 22 gen
bulunmustur (Sekil 18). Daha sonra olusan daha uzun varsayimsal protein diziimleri
aranmistir (Sekil 18b-c). Sonrasinda normal ve kanserll bireylerden elde edilen
plazmalar igensindeki varsayilan yeni peptidler aranmistir (Sekil 18). Bu 22 ilging
proteinden 3'u segilmigtir: APOAI, APOAII ve APOCII. Yukaridaki analize dayanarak
kanserll hastalann plazmasi igensinde daha uzun proteinlerin bulunmasi beklenmektedir
(13, 16 ve 177 AA daha uzun). Bu transknpsiyon infidelitesi peptid dizilimlennin
immunojentk olmalan beklenmektedir ve bu ozgun diziimlere yonelik antikorlar
transknpsiyon infidelitesinin olgulmesi icin spesifik ligandian temsil etmektedirier (Sekil
14). Kyte-Doolittle analizi bu dizilimlerin hidrofobik oldugunu belirttiginden, bu (¢
ozgun proteinin sirkulasyon igerisine salgilanmasi beklenilmektedir (asadiya bakiniz).

Kanonik stop kodonu igerisindeki ikame nedeniyle ApoAll ve ApoCIInin post-stop-
peptidirun (PSP) tanimlanmas:

Kanonik stop kodonlari igensindeki baz ikamelerinden kaynaklanan PSPler asadidaki
sekilde tanimlanabilir ve karakterize edilebilir. Ilgi PSPlerin immungjenik kisim(lar)ini

taniyan tavsan poliklonal antikorlan hazirdanir. Bu anti-peptid antikorlan gergekten
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PSPlen tanidiklannin dogrulanmasi igin saflastinimis peptid kullanilarak nokta lekeleme
lle kontrol edilebilirler. Daha sonra PSPye karsi yonlendinimis antikorlar kullanilarak
kanser hastalarindan elde edilen plazma orneklenn uzennde Western lekelen (blot)
gerceklestirilebilir. Sekil 17a (sad panel) anti-PSP ApoAll antikorunun prostat kanseri
hastalarindan elde edilen plazma omekleri uzerinde gergeklestirlen Western lekelemesi
igerisinde bir bandi tanididini gostermektedir ve bu durum negatif kontrol olarak tavsan
pre-immun serumu kullanildiginda gozlenmemektedir (Sekil 17a, sol panel). Ayrica
metastatik fazdaki kanser hastalaninda da ApoAll bandi gozlenmektedir (Sekil 17b, sag
panel). Bu bant ApoAIl'nin dogal monomer formununki ile karsilastiridiginda biraz daha
fazla molekul kutlesine (11.4 kDa) sahiptir (Sekil 17a, orta panel, 17b, sol panel). Bu
molekul kutlesi ilave peptid diziimine dayanarak tahmin edilene karsilik gelmektedir. Bu
bandin daha da karaktenze edilmesi i¢in 1ki-boyutlu jeller de gergeklestiniebilir.

Anti-PSP antikoru kullanilarak ApoAIl'min PSP formunun 1zole edilmesi igin afinite
kromatografisi deneylen gergeklestinlebilir (Sekil 17e). Anti-PSP antikorlari matris
tanecikler uzennde hareketsiz hale getirimekte ve takip eden kolon, plazma veya
delipide edilmis HDL'nin varliinda inkube ediimekte, sonrasinda spesifik olmadan
baglanan proteinlenin uzaklastinimasi igin sirasiyla yikanmakta ve son olarak deterjan
veya kaotropik reaktifler ile aynstinimaktadir. Ayrnistinlan kisim hem anti-PSP hem de
ticari anti-ApoAIl antikorlan kullanilarak Western blot ile analiz edilmektedir. Tican anti-
apoAll antikoru ile 9 kDa ve 11.4 kDa'da iki bant taninmakta ve anti-PSP antikoru ile i1se
sadece 11.4 kDa bandi taninmaktadir. Bu nedenle 9 kDa bandi dogal ApoAll formuna ve
11.4 kDa 1se ApoAIl'nin PSP formuna karsiik gelmektedir. Aynistinlan kissmdaki dogal
ApoAIl'nin varhigi PSP ApoAlIl proteininin dodal indirgeyici olmayan kosullar altinda dogal
ApoAIl proteini lle dimerler olusturabilecegini gostermektedir. Aslinda, ApoAll plazma
igensinde normalde tek bir disulfid koprusu tarafindan baglanmis 2 monomenn bir
dimen olarak bulunmaktadir.

ApoAlI temel olarak plazma igensinde HDL kisminda konumlandirimaktadir ve sirali ultra-
santrifugasyon ile 1zole edilebilmektedir. Western blot PSP ApoAIl'nin VLDL ve LDL igeren
d<1.07 g/ml kismi igensinde tespit edilmedidini, ancak HDL ve plazma proteinler igeren
d>1.07 g/ml kismi igensinde tespit edildiklenini gostermektedir (Sekil 17c). HDL'nin
saflagtinimasi ve yikanmasi (d1.07-1.21 g/ml) i¢in ilave ultra-santnfugasyon adimlarinin
ardindan, Western blot PSP ApoAll'nin lipoprotein eksik serum (LPDS) olarak da
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adlandinlan d>1.21 g/ml kismindan ziyade HDL kismi ile iligkit kaldigim ortaya
koymaktadir. Bu durumun saflastrma adimlan esnasinda d>1.21 g/mi kisminin
seyrelmesinden dolayl olmadi§i gostermek uzere karsilk gelen miktarda bir plazma
Western blot uzerinde gosteriimektedir. Lipoproteinlerin  plazmadan Superose 6B
(Amersham, GE Healthcare) kullanilarak jel filtrasyonu ile ayrilmasi PSP ApoAIl'nin de
HDL ile iligkih ApoAll ile benzer sekilde ayristgini gostermektedir.

PSP ApoAll lle HDL'nin iligkisi ApoAIl'nin PSP formunun ApoAll'ninkine benzer sekilde
saflastiriimasina olanak vermistir. Ilk olarak tum lipidlenn uzaklastinimasi igin HDL
delipide edilmistir. Sonucta ortaya ¢ikan lipid-icermeyen protein topadl daha sonra bir
indirgeme ajaninin varhiginda veya yoklugunda ure orguanidin igeren 10 mM Tns
tamponu icensinde yeniden askiya alinmis ve bir jel filtreleme kolonuna (ornek olarak,
Superdex 200, Amersham-GE Healthcare) uygulanmistir. Western blot (Sekil 17d)
ApoAII'NiIn PSP formunun delipide ediimis HDL igensinde hala mevcut oldugunu
gostermektedir. Hazirlayicl (preparatif) elektroporoz ile ilave saflastirma elde edilmistir
(ornek: DES2). ApoAIl'nin PSP formu Western blot ile takip ediimistir. ApoAIl'nin
saflastinimis PSP formu daha sonra enzimatik olarak (tripsin) parcalanmis ve sonugta
ortaya gikan peptidler tam AA dizlimi igin MS-MS uzerinde analiz edilmigtir. Sonuglar
kanonik STOP'un teraihen ya (U'dan C'ye) ya da (U'dan A'ya) tkame ile Arginin vasitasi
lle dedistiriidigini ve bunu Senn, Valin, Glutamik asit, Threonin, Izolozin, Valin,
Fenilalanin, Glutamik asit, Prolin, Glutamik asit, Losin, Alanin, Serin, Arginin‘in takip
ettgini gostermektedir. Bu ApoAll kanonik STOPun by-pasini muteakip olugmasi
belenen amino asit dizliminin birebir aynisidir. Bu nedenle ApoAIl'nin kanonik
UGASTOP'u Arginine yol acan AGA veya CGA Ile tkame ediimektedir. Henuz
incelenmemis olan bir hipotez 1se UGA'nin Glisin’e yol agan GGA'ya donusturulmesidir.
Ancak bu varyantin kutle spektrometnisi ile tespit edilmesi mevcut durumda teknoloyk
limitlerin otesindedir.

Diger bir ornek ApoCII'nin PSP ile gosteriimektedir. Sekil 17f, Western’lerin tican olarak
mevcut anti-ApoCII veya anti PSP ApoCII antikorlari ile gerceklestirlmesi hancinde
Sekil 17a'nminkine benzer bir deneyi gostermektedir. ApoAll'min PSP’st igin olanlara
benzer bir prosedur ApoCII igin de takip edilebilir. Ancak apoCII plazma igensinde daha
az bulunmaktadir. Bu nedenle MS-MS uzennde analiz i¢in yeterll miktarin elde ediimesi
Igin PSP ApoClI igeren gok daha fazla miktarda plazma gerekmektedir.
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Sonuglar

Burada c¢ogunlukla kodlama dizliminin 3’ ucunda ve mRNA'nin donusturulmemis
bolgesinde meydana gelen baz ikamelenne yol acan ozgun bir mekanizma
aciklanmaktadir. Bu baz ikamelern AA taniminin defismesinden dolayi protein AA
diziimleninde degisikiiklere, premature stop kodonlarinin ortaya ¢ikmasina ve ozgun
kodlama bolgelennin sunulmasindan kaynaklanan dogal olusan stop kodonlarinda
modifikasyonlara neden olmaktadir. Bu transkripsiyon infidelitesi olgusu ayrica ncRNA
dunyasini da etkileyebilir ve bu RNA'lar tarafindan araciik edilen duzenlemelen de
bozabilir. Bu durum ¢odu gen igerisinde DNA mutasyonuna yol agan herhang bir
aciklanan olguyu asan bir oranda meydana gelmektedir. Transkripsiyon infidelites
kanser hucrelen igensinde buyuk oranda artmaktadir. Transknpsiyon infidelites: kanser
patolojisinin, hastaligin siddetinin ve hastaligin ilerlemesinin anlasiimasi 11 ozgun bir
model sunmaktadir. Sadece ozgun transkriptomik ve proteomik deneylerin dizayn
ediimes: 1gin dedil, spesifik tanilarnin ve terapotikierin gelistinimesi igin de onemi
uygulamalara sahiptir.
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