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OZET

NUKLEOTIDLERI ICEREN NUKLEOZOMLARIN SAPTANMASINA YONELIK
YONTEM

Bulus, belirli niukleotidleri ig¢eren mcono-nikleczomlar ve cligo-
nukleozomlar ve nukleczomlarain varliginin saptanmasi ve
Olclilmesine yénelik bir y&ntem wve hastalidin saptanmasi ve
tanisinin konulmasi ig¢in bu tir oOlg¢limlerin kullanimi ile
ilgilidir. Bulug ayrice hastaligin saptanmasi ve tanisi igin
niikleozom iligkili niikleotid biyo-belirteglerinin
tanimlanmasina yoénelik bir y&ntem ve s6z konusu yéntem ile

tanimlanan biyo-belirtecler ile ilgilidir.
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1. Kanser, kardiyomivyopati, sistemik lupus eritematczus,

5.

kolit, kronik obstriktif pulmoner bozukluk, Crohn hastaliga
ve romateoid artrit tanisinin konulmasina ydnelik bir siicut
s1v1isl numunesinde bir biyo-belirtec¢ olarak hlcresiz bir
nikleozom ile 1ligkili bir DNA bazinin kullanimi olup,
Ozellidi DNA bazinin sunlardan seg¢ilmesidir: S-metilsitozin

veya 5S5-hidroksimetilsitezin.

. Istem 17e gdre kullanim olup, ozelligi hiicresiz niikleozomun

bir mono-niikleozom veya bir oligo-nilkleozom olmasidir.

. Istem 1 veya istem 2’'ye gdre kullanim olup, 6zelligi

hicresiz bir nitkleozom ile 1liskili DNA bazinin bir kan

numunesinde dlgulmesidir.

. Istemler 1 ila 3’ten herhangi birine gdre kullanim oclup,

dzellidi kanserin mesane, meme, kolon, serviks, o&zofagus,
bobrek, kalin bagirsak, akciger, adiz bosludu, yumurtalik,
pankreas, prostat, rektum, cilt wveyva mide kanseri

olmasidair.

Bir wvicut sivisi numunesinde hicresiz bir nitkleozom 1le
iliskili bir DNA kazinin varlidinin tespit edilmesine
yonelik bir yontem olup, ©6zellidi asadidaki adimlara

icermesidir:

(1) wvicut sivisli numunesinin niikleozomlara badlanan
bir birinci baglama ajani ile temas ettirilmesi;

(ii) adimda (i) badlanan nilkleczomlarin DNA bazina
baglanan ikinci bir badlama ajani ile temas

ettirilmesi ;
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(1ii) 86z konusu ikinci baglama ajaninin vicut sivisi
numunesinde DNA bazina badlanmasinin saptanmasl veya
kantifiye edilmesi; wve

(iv) ~wvicut s1visi numunesinde DNA bazini igeren
nikleozomlarin varliginin bir olcimid clarak bu tir
badlanma varlidinin veya derecesinin kullanilmasi,

pburada DNA bazi sunlardan secilir: bH-metilsitozin veya b-

hidroksimetilsitozin.

. Bir wvilcut si1visi numunesinde hilcresiz bir nikleczom ile

iliskili bir DNA Dbazinin varlidinin tespit edilmesine
yonelik bir y&ntem olup, 0©6zellidi asadidaki adimlari

icermesidir:

(1) wvicut =ivisi numunesinin DNA bazina badlanan bir
birinci badlama ajani ile temas ettirilmesi;

(ii) adimda (i) baflanan DNA bazinin niikleozomlara
baglanan ikinci bir baglama ajani ile temas
ettirilmesi;

(1iii) s8&z konusu ikinci baglama ajaninin vicut sivisi
numunesinde nilkleozomlara baglanmasinin saptanmasi
veya kantifive edilmesi; ve

(iv) viicut sivisi numunesinde DNA bazini igeren
nikleozomlarin varliginin bir ol¢imil o¢larak bu tir
baglanma varliginin veya derecesinin kullanilmasai,

burada DNA bazi sunlardan sec¢ilir: b-metilsitozin veya 5-

hidroksimetilsitozin.

7. Istem 5 veya istem 6'ya gdére bir yoéntem olup, &zellidi

baglama ajaninin bir antikor olmasidir.

. Istemler 5 ila 7’den herhangi birine gére bir ydntem olup,

8zellidgi viicut sivisi numunesinin kan veyva serum vevya

plazma olmasidir.
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9. Bir hayvan veya bir insan Oznede Dbir hastalik halinin
saptanmasi veya tanisinin konulmasina ydnelik in vitro bir

yéntem olup, 6zelligi asagidaki adimlari igermesidir:

5 (1} bir ozneden elde edilen bir wicut sivisinda
hicresiz bir nikleczom ile iliskili bir DNA bazinin
saptanmasi veya Olgiilmesi; ve
(ii) 6znenin hastalik halini tanimlamak {izere saptanan
nikleozom iliskili DNA baz seviyesinin kullanilmasi,

10 burada DNA bazi sunlardan segilir: 5S-metilsitozin veya 5-

hidroksimetilsitozin,
burada hastalik sunlardan se¢ilir: kanser, kardiyomiycpati,
sistemik lupus eritematozus, kelit, kronik obstriktif

pulmcner bozukluk, Crohn hastalidir ve romatoid artrit.
15
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TARIFNAME

NUKLEOTIDLERI ICEREN NUKLEOZOMLARIN SAPTANMASINA YONELIK
YONTEM

BULUS SAHASI

Bulus, belirli niikleotidleri ig¢eren mono-nlukleczomlar ve oligo-
nitkleozomlarin varlidinin saptanmasi ve Slc¢iilmesine y&nelik bir
yvontem wve hastalidin saptanmasi ve tTanisina yonelik olarak bu
tir ol¢limlerin kullanimi ile ilgilidir. Bulus ayrica hastalidain
saptanmasi wve tanisina vyénelik niikleozom 1ligkili niikleotid
biyo—-igaretgilerin tanimlanmasina yonelik bkir y&ntem ile ve s6z

konusu yontem ile tanimlanan biyo-isaretcgiler ile ilgilidir.

BULUSUN ALT YAPISI

Tnsan viicudu bir kag¢ yiuz hiicre tipi icerir. Bu hiicre tiplerinin
timi, ayni genomu ancak vicut ig¢inde oldukga farkli fenotipleri
ve farkli fonksiyonlari igerir. Bu fenotipik g¢gesitlilik, farkla
hiicre tiplerinin genomun diferansiyel ifadesinden kaynaklanar.

Diferansivel gen ifadesinin kontrolid biitidniyle anlasilmamistir

ancak temel mekanizmalar, kromatini bkromatin veva
heterokrcmatin olarak paketlemenin kontrolunu, niukleozom
konumlandirilmasinin ve nitklear erigilebilir verlerinin
kontrolini, DNA metilasyonu, hidrcksimetilasyonu ve dider

modifikasyonlarini ve etrafina DNA sarilan niikleozomlarain
yapisindakl wvaryasyonlari iceren, gen 1le iliskili birkirine
badli ¢ok sayida epigenetik sinyal tarafindan gen reglilasyconunu

igerir.

Niikleozom, kromatin yapisinin temel birimidir ve (H2A, H2B, H3
ve H4 histonlarinin her birinin bir c¢iftini iceren) sekiz hayli
korunmus ¢ekirdek histonunun bir protein kompleksinden olusur.

Bu kompleksin etrafi, yaklasik 146 baz-¢iftinden olusan DNA ile
1
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sarilir. Bir baska histon, Hl veya H5, bir baglavici gdrevi gdrir
ve kromatin kompaksiyonuna ddhil edilir, DNA, siklikla "bir ip
tizerindeki bilyelere" Dbenzedigi sbdylenen bir vyapi1 iginde
birbirini izleven nlikleozomlarin etrafina sarilir ve bu temel
aglk veya Skromatin yaplyl olusturur. Kompakt veya
heterokromatinde, bu ip sarilir ve Kkapali veya kompleks bir

yapiya siiper-sarilir (Herranz ve Esteller, 2007).

Niukleozomlarin yaplisi, histon proteinlerinin Post
Transkripsiyonel Modifikasyonu (PTM) ile ve varyant histon
proteinlerin inklUzyonu 1ile degiskenlik gdsterebilir. Histon
proteinlerinin PTM’mi tipik olarak gekirdek  histonlaran
kuyruklarinda meydana gelir ve yaygin modifikasyonlar 1lisin
kalintilarinin asetilasyonu, metilasyonu vevya
ubikitinasyonunuve ayrica arjinin kalintilarinin metilasyonu ve
serin Kkalintilarinin ve Dbilrgodunun fosforilasyonunu igerir.
Histon modifikasyonlarinin, gen ifadesinin epigenetik
regiilasyonuna dadhil edildigdi bilinir (Herranz wve Esteller,
2007) . Nikleozomun yapisi ayrica, alternatif histon
izoformlarinin veya farkli gen veya ug-birlestirme drinleri olan
ve farkli: amino asit dizilerine sahip olan varyantlarin dahil
edilmesi ile de cg¢esitlilik g&sterebilir. Histon warvyantlara,
munferit tiplere ayrilan cok sayida familyavya
siniflandirilabilir. Cok sayida histon wvarvantinin niikleotid
dizisi bilinir wve ©Ornegin, Naticnal Human Genome Research
Institute NHGRTI Histone DataBase (Marific-Ramirez, L., Levine,
K.M., Morales, M., Zhang, S., Moreland, R.T., Baxevanis, A.D. ve

Landsman, D. The Histone Database: an integrated resource for

histones and histone fold-containing proteins. Database
Vol.z011. (Teslim edilmistir) ve
http://genome.nhgri.nih.gov/histones/complete.shtml}), GenBank
(NIH genetic sequence) DataBase, EMBL Nuclectide Sequence

Database ve DNA Data Bank of Japan (DDBJ) kaynaklarinda halka

aciktair.
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Eriskin insanlarda nocormal hiicre déngusii, bazi 10! hiicrenin
giinlitkk olarak hiicre bdélinmesi 1ile olusturulmasini ve benzer
sayidaki hicrenin, agirlikli olarak apcoptoz ile, &liiminii igerir.
Lpoptoz prosesi sirasainda, kromatin mono-niikleozomlara ve
hiicrelerden serbest birakilan oligo-nlkleczomlara ayrilair.
Normal kosullar altinda, saglikli oznelerde dolasimda bulunan
niikleozomlarin seviyelerinin diisiik oldudu belirtilir. Yiikselmig
diizeyler, cogu kanseri, oto-immiin hastalidzi, enflamatuvar
rahatsizlidi, inmeyi ve miyokard enfarktist iceren c¢esitli
rahatsizliklari olan 6znelerde bulunur (Holdenreider & Stieber,

2009) .

Monco-niikleozomlar ve cligo-nilkleczomlar FEnzime-Badli Badisiklik
Analizi (ELISA) ile saptanabilir ve bir kac vontem
bildirilmistir (Szlgame et al, 1997; Holdenrieder et al, 2001;
van Nieuwenhuijze et al, 2003). Bu analizler tipik olarak,
yakalama antikcecru olarak bir anti-histon antikoru (drnedin,
anti-HZ2B, anti-H3 veya anti-H1, H2A, HZB, H3 ve H4) ve saptama
antikoru olarak bir anti-DNA veya anti-HZA-HZ2B-DNA kompleks
antikoru kullanir, Bu analizler kullanilarak alandaki
calisanlar, serumdaki nilkleczom seviyelerinin, ayni hastalardan
alinan plazma numunelerindekinden daha vyilksek oldudunu (biz
biuylklik sirasina kadar) belirtir. Bu PCR aracilidiyla vyapilan
DNA serum ve plazma Slclimleri icin de gecerlidir
(Holdenrieder et al, 2005). Bunun nedeni bilinmemektedir ancak
vazarlar, bunun pihtilasma prosesi sirasinda ek DNA salimindan
kaynaklandidini tahmin eder. Ancak mevcut teknidin nikleozom
ELISA analizlerinin sonug¢larinin birbiri 1ile baddasmadig:
bulunmustur. Dahasi, serumda veya plazmada dolasan ¢odu DNA'nin
mone-niltkleozomlar ve oligo-nikleozomlar olarak wvar oldudunun
bildirilmesine ragmen (Holdenrieder et al, 2001), nilkleozomlarin
ve DNA'nin serum veya plazma icinde &lcililen dizeyleri ivyi
uyusmaz. Gercek zamanli PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile
Sleuldiagli lzere, dolasimdaki hilcresiz nlkleozom diizeyleri wve

delagsimdaki DNA diizeyleri idg¢in ELISA sonuglari arasindaki

3



10

15

20

25

30

35

diizeltme katsayisinin serum ig¢inde r=0,531 wve plazma ig¢inde

r=0,350 oldudu bildirilmistir (Holdenrieder et al, 2005).

Mevcut niltkleozom ELISA vyéntemleri hiicre kiiltirll i¢inde, primer
olarak apoptozu saptamak i¢in bir ydntem olarak (Szlgame et al,
1997; Holdenrieder et al, 2001; wvan Nieuwenhuijze et al, 2Z003),
kullanilir wve ayrica serum ve plazma icinde dolasan hilicresiz
nikleozomlarin dlclilmesi icin de kullanilir (Holdenrieder et al,
2001). Olen hicreler tarafindan dolasima salinan hiicresiz serum
ve plazma niikleczom diizeyleri, bunlarin bir potansiyel biyo-
belirteg olarak kullanilmasini dederlendirmek ic¢in ¢ok sayida
farkl: kanser c¢alismasinda ELISA yéntemleri ile &lgilmUstiir
(Holdenrieder et al, 2001). Dolasimdaki ortalama niikleoczom
diizeylerinin tlmiinde olmasa da calisgsilan codu kanserde ylhksek
oldugu bildirilir. Dolasimdaki en vyiiksek nilkleozom dizeyleri,
akciger kanseri &dznelerinde gdzlenmistir. En disik dizeyler,
sadlikli Oznelerin normal aralidi ig¢inde clan prostat kanserinde
gézlenmistir. Buna radmen, maligne timdrleri olan hastalarin
kayda deger sekilde «¢egitlilik godsteren serum nlkleoczom
konsantrasyonlarina sahip oldugu bildirilmistir wve ilerlemis
timér hastalidi olan bazi hastalarin dolagsimdaki, sadlikl:
dzneler ic¢in &lcilen aralik icinde, disik nlikleczom diizeylerine
sahip oldudu bulunmustur (Holdenrieder et al, 2001). Yikselmis
nikleozom dilzeylerinin bu ve cesitli kanser-clmavyan
nedenlerinden dolayil, dolasimdaki nikleozom dizeyleri, kanserin
bir biyo-belirteci olarak klinik olarak kullanilmaz
(Holdenrieder ve Stieber, 2008). Sasirtici sekilde, dolasimdaki
nikleozom seviyeleri mevcut teknidin Dbu nikleozom ELISA
yontemleri ile &l¢uldigi lizere diistik veya saptanabilir colmayan
birgok kanser bznesinin aslinda dolasimdaki hiicresiz
niltkleozomlarin yilksek seviyelerine sahip oldudu gdsterilmistir,
Mevcut teknige ait ELISA yontemleri ile saptanmayan
niikleozomlari saptavan niikleozomlar icin vyeni ELISA véntemleri

tasarlanmis ve gdsterilmistir.
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Histon PTM’lerinin saptanmasina ydnelik ELISA yéntemleri de
teknikte bilinir. Serbest histcen proteinlerinde (bir nikleczom
kompleksinde dider Thiston wve DNA’ya Dbadli olmayan) PTM
saptanmasina vdnelik ELISA vydntemleri, hiicre lizatlarindan
genellikle asit ekstraksiycnu yoluyla ekstrakte edilmis
histonlarda PTM’lerin saptanmasi igin kullanilir. Declasimdaki
hiicresiz nikleoczomlarda PTM’lerin saptanmasina ydnelik bir
immiino analiz belirtilmistir (Bawden et al1,2005). Dogrudan
mikrotitre gdzlere kaplanan saflastirilmig niikleozomlarda histon
PTM’lerin ELISA saptamasina yonelik bir vydntem son zamanda
agiklanmistir (Dai et al, 2011). Bu yontemde kiltirlenmis
hiicrelerden alinan kromatin ekstraktlarinin pargalanmasi 1ile
elde edilen nilkleozomlar, dodrudan mikrotitre gdzlerine kaplanir
ve anti-PTM antikorlari 1ile reakte edilir. Teknikte uzman
kigiler icin bu vydntemin nispeten saf nikleozom numunelerine
gerek duydudu ve kan, plazma veya serum gibi kompleks biyolojik
ortamda histon PTM’lerin dodrudan &l¢imll ig¢in uygun olmadigdi

belirgin olacaktir.

Belirli bir DNA dizisi 1le iliskili hicresiz niikleozomlarda bir
histon PTM'nin (H3K9Me, 1lisin kalintisi K9%'da histcon H3 mono
metillenmis) saptanmasina yénelik modifive edilmig bir kromatik
immiinopresipitasyon (ChIP} vyontemi plazmada belirtilmistir.
Diziye spesifik histon metilasyonunun seviyesinin dolasimdaki
nitkleozom konsantrasyonundan badgimsiz oldugu belirtilmistir

(Deligezer et al, 2008).

Histon wvaryantlarinin (ayrica histon izoformlara olarak

bilinir), gen ifadesinin epigenetik regilatdrleri oldudu bilinir

(Herranz and Esteller, 2007). Histon varyantlari, belirli bir
varyanti kodlayan genin nakavt g¢alismalara (0rnedin  RNA1
nakavtinin kullanilmasi), kromatin imminopresipitasyonu, amino

agitlerin stabil idizetip etiketlemesi wve kantitatif kiitle
spektrometri proteomikleri, immiinohistokimya ve Western Blotlama

dahil c¢esitli teknikler kullanilarak in viveo ve in vitro
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calisilmistar (Whittle et al, 2008; Boulard et ali, 2010;
Spern et al, 2009; Xapoor et ali, 2010; Zee et al, 2010; Hua et
al, 2008).

Akciger kanseri, meme kanseri ve melancm tanisi konulan
Sznelerden cerrahi veya biyopsi yvoluyla cikarilan doku
numunelerinde histon varyantinin ifadesinin immiinohistokimya
calismalari belirtilmistir. Bu immiinohistokimya ¢alismalara,
rezeke edilmis kanser dcku numunelerinde histon macroHZA (mHZA)
ve HZ2AZ varyantlarinin boyanmasinin bu kanserlerde prognostik
uygulamaya sahip olabildigini bkelirtir (Spcrn et ai, 2009,
Hua et al, 2008, Kapoor et al, 2010). Klinik kullanim ig¢in
imminohistokimyasal ydntemlerin bir dezavantaji, docku numune
koleksiyonunun cerrahi veya biyopsi dahil invazif olmasidir.
Immiinohistokimya voéntemlerinin bir dider dezavantaji, bunlarin
hastalidin makul bkir beklentisinin genellikle bir biyopsi wveva
doku rezeksiyonu yapilmadan dnce mevcut olmasi gerektiginden
erken tani veya tarama tanilari i¢in uygun clmamasidir. Minimal
invazif kan ELISA testleri, daha genis araliktaki uygulamalar
igin uygundur ve bu dezavantajlari ortadan kaldirir ve saglik
uzmani ig¢in daha hizli, daha diisik maliyet ve daha yiiksek verimin

vanli sira hasta icin tercih edilebilirdir.

Ancak hiicresiz nilikleozomlarda hiicresiz histon varvantlari, kan
veya diger ortamda &lglilmemistir, Kanda hilicresiz
nikleozomlardaki histon varyantlarinin varlida veya yokludu ile
ilgili herhangi bir c¢alisma belirtilmemistir. Mevcut durumda
intakt hiicresiz niikleozomlarda histon varvantlarinin saptanmasi
veya Ol¢Umi i¢in herhangi bir yontem bulunmaz ve ayrica bu tir

herhangi bir &l¢im belirtilmemis veya tasarlanmamistir,

Niikleozom pozisyonu ve niikleczom yapisinin aracilik ettidi
(kurucu histon protein wvarvanti wve PTM vapilari bakimindan)
epigenetik sinvallemevye ek clarak hlicrelerdeki gen ifadesinin

kontroliine DNA'nin sitozin metilasyon durumu dahil  DNA
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nikleotidlere vydnelik modifikasyonlar aracilik eder. Teknikte
bazen DNA'nin S5-metilsitozin olusturmak lzere sitozin
nitkleotidlerin 5 pozisyonunda metillenebildigi bilinmektedir. 5-
metilsitezin formunda metillenmis DNA'nin bir sitozin
nikleotidinin bir guanin nilkleotidine yakin meydana geldigi DNA
dizisindeki pozisyonlarda mevydana geldidi |belirtilir. Bu
pozisyonlar, stenografi i¢in "CpG" olarak adlandirilir. CpG
pozisyonlarinin %70 ten fazlasinin omurgalilarda metillendigi
belirtilir {Pennings et ali, 2005). Yiiksek bir oranda CpG alani
igeren genom bhdlgeleri genellikle "CpG adalarai™ clarak
adlandirilir ve insan gen promotdr dizilerinin vaklasik olarak
%6071 bu tilr CpG adalari ile iliskilidir (Rodriguez-Paredes and
Esteller, 2011}. Aktif genlerde CpG adalari genellikle hipo
metillenir. Gen promotdér dizilerinin metilasyonu, stabil gen
inaktivasyonu ile iligkilidir. DNA metilasyonu ayrica genellikle
Alu tekrarlamani elemanlar ve uzun serpistirilmis nilkleotid
elemanlari dahil tekrarlamali elemanlarda meydana gelir (Herranz

and Estellar, 2007; Allen et al, 2004).

Kansere DNA metilasyonunun ddhil edilmesi, 1983 kadar erkenden
bildirilmistir (Feinberg Ve Vogelstein, 1983). Kanser
hiicrelerinde g&zlenen DNA metilasyon motifleri, saglikla
hiicrelerinkinden farklilik g&sterir. Tekrarli elemanlarin,
dzellikle peri-sentromerik alanlarin etrafindakilerin, sadlikli
hilcrelere kiyasla kanserde hipo-metillendigi bildirilir ancak
spesifik genlerin promctdrlerinin kanserde hiper-metillendigi
bPildirilir. Bu 1iki etkinin dengesinin, kanser hiicrelerinde
global DNA  hipo-metilasyonu ile sonuc¢landigil bildirilir
(Rodriguez-Paredes; Esteller, 2007).

Belirli spesifik genlerin hiper-metilasyonu, kanserlerin bir
tanisal biyo-belirteci olarak kullanilabilir. Ornedin, Septin 9
geninin hiper-metilasvyonunun plazmadan ekstrakte edilen DNA’nin
PCR amplifikasyonu ile saptanmasi ig¢in bildirilen bir ydntemin,

%10’ luk Dbir wvyanlis pozitif orani 1le kolon kanserlerinin
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%$72'sini saptadidi bildirilmistir (Grutzmann ve ark, 2008).
Spesifik genlerin veya lokuslarin DNA metilasyon durumu genel
olarak, 5-metilsitozinin dedil ancak sitozinin urasile, dizileme
veya difer araclar voluyla saptanabilen bir primer DNA dizisi
degisimine yol agan, selektif bisiilfit deaminasyconu ile saptanir

(Allen et al, 2004).

Kiiresel DNA hipometilasyonu, kanser hiicrelerinin ayirici bir
dzelligidir (Estellar 2007 and Hervouet et alI, 2010). Klresel
DNA metilasyonu, immunchistckimya (IHC) teknikleri kullanilarak
hicrelerde ¢alisilabilir. Alternatif olarak DNA, analiz icg¢in
hilcrelerden ekstrakte edilir. Kiltle spektrometrisini takiben
yilksek performansla 51v1 kromatografisi, ince katman
kromatografisi veya sivi kromatcografisi ile analize ydnelik
olarak tekli niikleotidlerde DNA parcalanmasi ve metillenmemis
CpG miktarini hesaplamak idzere tritiyum etiketli S-adenozil
metiyonin ile badlantili olarsk DNA metiltransferazinin
kullanildigr tim CpG alanlarinin metilasyonu 1ile 1inverse
belirleme, klorasetaldehitin kullanildigdi floresan analizleri,
en yakin komsu analizi ve restriksiyon sindirimi dahil olmak
Uzere hiicreler veya dider ortamlardan ekstrakte edilen DNA’da
kilresel metilasvyonun saptanmasina yvonelik  birkac yvontem
belirtilmistir. Bu y&ntemlerin dezavantajlari, bunlarin yodun is
glicli gerektirmesi ve/veya Dblyik miktarlarda iyi kalitede
ekstrakte edilmis DNA'ya gerek duymasidir (Allen et al 2004},
Bisiilfit deaminasyonu dahil PCR bazli ydntemler, biylik DNA
miktarlarina vyé&nelik ihtivaci ortadan kaldirir ancak 5-
metilsitozinin toplam genom igeridinin gdstergesi olarak tipik
olarak tekrarlamala diziler olmak izere spesifik genom
bdlgelerini  c¢ogaltmalidair (Allen et al 2004). Kliresel DNA
metilasyon Olglmiine yénelik bu yontemler, ¢esitli hilcreler ve
dokulardan ekstrakte edilen DNA' y1 calismak lzere
kullanilmistir. <Calisanlarin bazilari, minimal invazif bir
sekilde elde edilmesi daha kolay oldudundan tam kanda beyaz kan

hilcrelerinden ekstrakte edilen DNA ile ilgili galisma
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yvapmislardir (Moore et al, 2008; Ting Hsiung et al, 2007;
Mansour et al, 2010). Kitle spektrometrili Sivi Kromatografisi,
kiiresel DNA metilasyon &lg¢imli ig¢in altin standart olarak
diisiiniiléir ancak malivetlidir wve DNA, analiz ¢&ncesinde tekli

nikleotid seviyesine pargalanmzalidir (Vasser et ai, 2009).

Kiiresel DNA metilasyonunun tahmin edilmesine y&nelik son
dénemdeki ydntemler, dokudan ekstrakte edilmis hidreolize DNA'nin
kiitle spektrometrisi ile ultra viksek basincla S1V1l
kromatografisini (Zhang et al, 2011) ve metilasyocona spesifik
dijital bir dizileme (MSDS) vyoéntemini (Ogoshi et al 2011)
igerir. Kiiresel DNA metilasyonuna yonelik klasik rekabetg¢i bir
immiino analiz (ve ayrica kiiresel S5-hidroksimetilsitozin
metilasyonuna vyonelik benzer bir analiz) aciklanmistir. Bu
yontemde hiicreler wveya dokulardan ekstrakte edilen DNA, bir 5-
metillenmis sitidin konjugati 1le kaplanmis bir mikrotitre
gdziine eklenir, bir anti-b5-metilsitidin antikoru eklenir ve
ekstrakte edilmis numunede kaplanmis 5-metilsitidin konjugat:
ile metillenmis DNA arasindaki antikor badlama dadilima,
numunede bulunan kiiresel DNA metilasyon seviyesini tahmin etmek
Uzere bilinen standartlarinki ile karsilastirilir (Cell BRiolabs,
2011). Bir dider immiino analize benzer vontemde dokulardan vevya
plazma wveya serum numunelerinden ekstrakte edilen DNA, bir
mikrotitre gdzine kaplanir wve metillenmis DNA, bir anti-5-
metilsitozin antikor kullanilarak saptanir (Vasser, et al, 2009;
Epigentek, 200%). Bu ydéntemlerin bir dezavantaji, bunlarin
denatiirasyon ve DNA’dan tim nikleczom wve kromatin vyapisinin
uzaklastirilmasi dahil DNA ekstraksiyonunu gerektirmesidir.
Bunlar dolayisiyla nilikleozom badli niukleotidleri olg¢emez ve
drnedin; bir DNA ekstraksiyona adimi olmaksizin doku lizata,
kan, plazma veya serum gibi biyolejik siwvilarda kiiresel DNA

metilasyonunun dodrudan $lclmil icin uygun dedildir.

DNA*da sitozin bazlarinin b5-hidroksimetil medifikasyonu da

belirtilmistir. 5-hidroksimetilationin roli, hentiz iyi
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{(Stroud et al, 2011).

Kilresel DNA metilasyonunun saptanmasi icin mevcut durumlar, DNA
ekstraksiyonunu wveya saflastirmasini igerir ve hizla, yiksek,
verimli, disik maliyetli, minimal invazif tanisal ydontemler igin
uygun dedildir. Benzer sekilde dier modifiye edilmis ve olagan
olmayan bazlar (Ornedin urasil, inozin, ksantin, hipoksantin)
igin DNA analizi sadece biuyik dlcide saf veva ekstrakte edilmis
DNA analizi ile arastirilabilir. Bu tir analiz dogrudan doku
lizati, kan, plazma veya serum gibi kompleks biyolojik cortamda

gerceklestirilemez.

S5-metilsitozin veya dider herhangi bir belirli nilikleotidleri
veya modifiyve edilmis nikleotidleri igeren hilcresiz nilkleczomlar
kan wveyva dider herhangi bir cortamda &lg¢lUlmemistir. Belirli
niikleotidleri ig¢eren  hiicresiz  nilkleozomlarin wvarlidi veya
yokludu ile 1ilgili herhangi bir g¢alisma belirtilmemistir.
Belirli niikleotidleri ig¢eren hiicresiz niikleczomlara ydnelik
analizler onerilmemis veya tasarlanmamistir. Mevcut durumda
hiicresiz nukleozom 1iligkili niiklecotidlerin saptanmasi veya

lclimiine yédnelik herhangi bir vyontem bulunmaz.

Bu ncoktada ekstraksiyon olmaksizin biyolojik numunelaerde &rnedin
S-metilsitozin ve 5-hidroksimetilsitezin dahil niikleozom
iligkili ntkleotidlerin dodrudan tahmini ig¢in basit immino
analiz vyo&éntemleri belirtilir. Sasirtici sekilde niikleozom
iliskili nikleotidlerin, nilikleozomlarin mevcut teknidin ELISA
yontemleri ile saptanmadidi kan numunelerin saptanabildigi

gbsterilmistir.

W02005/019826, hastalig:i tanilamak f{izere modifiye edilmisg bir
histon proteini ile spesifik olarak badlanan bir antikor

kullanilarak hilcresiz nilkleczomlarin analizini agiklar.
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W099/047924, timdr terapisinin etkinligini belirlemek Uzere

serumdaki apoptotik {rinlerin &lcluminil agiklar.

Wo2005/040814, bir kanser durumunu dederlendirmek izere histon
dizileri igerisinde kalintilarain post-translasyonel

modifikasyonlarinin Slgimiind acgiklar.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Bulusun bir Dbirinci agisina goére kanser, kardiyomiyopati,
sistemik lupus eritematozus, kolit, kronik obstriktif pulmoner
bozukluk, Crcohn hastalidi ve romatoid artritin tanisina ybnelik
bir viicut sivisi numunesinde bir biyvo-belirtec clarak hiicresiz
bir nikleozom ile iligkili bir DNA bazinin kullanimi saglanir,
burada DNA bazi sunlardan secilir:5-metilsitozin veya 5-

hidroksimetilsitozin.

Bulusun ikinci ag¢isina gdre bir viicut sivisi numunesinde
hiicresiz bir nlkleozom ile ilisgkili bir DNA bazinin varlidinin
saptanmasina yénelik bir ydntem sadlanir, bu ydntem asagidaki

adimlari icerir:

(i) wviicut sivisi numunesinin nilkleczomlara badlanan bir
birinci badlama ajani ile temas ettirilmesi;
(1ii1) adimda (i) baglanan nikleozomlarin DNA bazina badlanan
ikinci bir baglama ajani ile temas ettirilmesi ;
(1ii) sz konusu  ikinci badlama ajaninin  vicut sivisi
numunesinde DNA bazina baglanmasinin saptanmasi veya
kantifivye edilmesi; wve
(iv) vicut sivisi numunesinde DNA bazini iceren nikleozomlarin
varlidinin bir &l¢lml olarak bu tir badlanma varlidinin veya
derecesinin kullanilmasazi,

burada DNA bazi, asagdidakilerden secilir: 5-metilsitozin veya 5-

hidroksimetilsitozin.
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Bulusun dc¢lnci bir agisina gdre bir wvicut sivi numunesinde
hiicresiz bir niikleozom ile iliskili bir DNA bazinin wvarlidinin
saptanmasina y&nelik bir ydntem sadlanir, bu ydntem asadidaki

adimlari igerir:

(1) wilcut si1visi numunesinin DNA bazina badlanan bir birinci
baglama ajani ile temas ettirilmesi;
(ii) adimda (i) baglanan DNA bazinin niikleozomlara baglanan
ikinci bir badlama ajani ile temas ettirilmesi;
(iii) g6z konusu ikinci baglama ajaninin vicut sivisa
numunesinde nilkleozomlara badlanmasinin saptanmasi veya
kantifiye edilmesi; ve
(iv) wviicut si1visi numunesinde DNA bazini iceren niikleozomlarin
varlidinin bir &lclimil clarak bu tir badlanma varlidinin veva
derecesinin kullanilmaszi,

burada DNA kazi, asagidakilerden seg¢ilir: S-metilsitozin veya 5-

hidroksimetilsitozin.

Bulusun ilave bir agisina gdre bir hayvan veya bir insan &znede
bir hastalik halinin saptanmasi wveya tani konmasina ydnelik in

vitro bir yéntem sadlanir, bu yéntem asadidaki adimlari igerir:

(1) bir Ozneden elde edilen bir vicut sivisinda hiucresiz bir
nilkleozom ile 1iliskili bir DNA bazinin saptanmasili vevya
Slclilmesi; wve
(ii) 6znenin hastalik halini tanimlamak Tlzere saptanan
nikleozom iliskili DNA bazinin sevivyesinin kullanilmasai,
burada DNA bazi, asagidakilerden se¢ilir: S-metilsitozin veya 5-
hidroksimetilsitcozin,
burada kanser, gunlardan seg¢ilir: kanser, kardiyomiyopati,
sistemik lupus eritematozus, keolit, krenik cbstriiktif pulmoner

bozukluk, Crohn hastalidi ve romatoid artrit.

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI
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Sekil 1.
Buzadi1l serumunda seyreltilen MCF7 hiicrelerinden ekstrakte
edilen ¢apraz badli pargalanmis kromatinde hiicresiz
nilkleozomlardakili 5-metilsitozin 1le metillenmis DNA’nin
saptanmasina yoénelik ELISA dcz vanit edrisi.

Sekil 2.
Buzadi serumunda seyreltilen A375 hiicrelerinden ekstrakte
edilen ¢apraz bagli parcgalanmis kromatinde  Thiicresiz
nikleozomlardaki 5-hidroksimetilsitczinin saptanmasina
yonelik ELISA doz yanit efrisi.

Sekil 3.
Mevcut teknidin nilkleczom ELISA yéntemleri kullanilarak 20
sadlikla gonilliden alinan serum ve EDTA plazma
numunelerine yénelik saptanan niikleozom seviyeleri.

Sekil 4.
20 saglikli génilliden alinan serum ve EDTA plazma
numunelerine ydnelik saptanan histon wvaryanti mHZAl.1'in
hiicresiz niikleozom iliskili seviyeleri.

Sekil 5.
20 saglakli gonilliden alinan serum ve EDTA plazma
numunelerine ydnelik saptanan histon wvaryanti mHZAZ’nin
hiicresiz nlikleozom iliskili seviyeleri.

Sekil 6.
20 saglikli gdnilliden alinan serum ve EDTA plazma
numunelerine y&énelik saptanan histon varyanti H2AZ'nin
hicresiz nikleozom iliskili seviyeleri.

Sekil 7.
20 saglakli g&niilliiden alinan serum ve EDTA plazma
numunelerine vydnelik saptanan histon modifikasyonu P-
HZAX (Ser139)'un hicresiz niikleozom 1liskili seviyeleri,

Sekil 8.
Bulusa ait ELISA kullanilarak 20 saglikli gontilliiden alinan
serum ve EDTA plazma numunelerine vdnelik saptanan 5-
metilsitozin 1le metillenmis DNA'nin hiicresiz niikleozom

iliskili seviyeleri.
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Sekil 9.
Bulusa ait ELISA kullanilarak 20 sagdlikli gédniilliden alinan
serum numunelerine ydnelik saptanan 5-hidroksimetilsitozin
ile metillenmis DNA'nin hiicresiz nikleozom 1liskili
seviyeleri.

Sekil 10.
3 kolon kanserli &zneden alinan EDTA plazma numunelerine
yonelik saptanan histon tiirleri ve nlikleotidlerin hilicresiz
nikleozom iliskili seviyeleri.

Sekil 11,
13 akcigder kanser ©Oznesinden alinan EDTA numunelerine
yonelik saptanan histon tiirleri wve nilkleotidin hilicresiz
nlikleozom 1liskili seviyeleri.

Sekil 12.
2 pankreatik kanser &znelerinden alinan EDTA numunelerine
yonelik saptanan histon tilirleri ve nilkleotidlerin hiicresiz
niikleozom iligkili seviyeleri.

Sekil 13.
1 oral kanser &znesinden alinan EDTA plazma numunelerine
yvonelik saptanan histon tirleri ve niikleotidlerin hilicresiz
niikleozom iligkili seviyeleri.

Sekil 14.
Bulusun ELISA yodntemleri kullanilarak saptanan niikleozom
iliskili S5-metilsitozin aracili DNA seviyelerinin bir orani
olarak normallestirilmis 4 farkli kanser hastalarindan
alinan EDTA plazma numunelerine ydnelik saptanan histon
tiirleri wve nikleotidlerin hiicresiz nikleozom 1liskili

seviyeleri. *Holdenrieder et al 2001 yo&ntemi ile {retilen

sagdlikla gonulliulerden alinan bir numune iceren
niikleozomlara yonelik normallestirilmis seviyeler,
karsilastirma igin gosterilir (mH2AZ ve 5-

hidroksimetilsitozin, bu numune icin 6lg¢lilmemistir).
Sekil 15.
Bulusun ELISA vontemi kullanilarak sadlikli gdnillilerden

alinan EDTA plazma, sitrat plazma wve heparin plazma
14



numunelerinde saptanan bS-metilsitcozin {(bSmc), mHZAl.l, HZAZ

ve P-HZAX (Serl139}'un hiicresiz nilkleozom iliskili
seviyeleri.
Sekil 16.

Bulusun ELISA vy&éntemi kullanilarak saptanan 3 saglikl:
géniilliden wve 10 kolon kanseri ©&znesinden alinan serum
numuneleri 1g¢in saptanan hilicresiz nilklecozom 1ligkili b5-
metilsitozin seviyeleri.

Sekil 17.
132 saglikla gonilli ve 55 kanser hastasindan alinan EDTA
plazma numunelerine yonelik saptanan hilcresiz nilikleozom
iligkili b5-metilsitozin seviyeleri. Sadglikli numunelerin
ortalama dederi arti crtalamada bir veya 1ki standart sapma
olarak tanimlanan egik noktalari gdsterilir.

Sekil 18.
10 saglikli gdonillidl ve 61 KkKanser hastasindan alinan EDTA
plazma numunelerine y&nelik hiicresiz niikleozom iligkili 5-
metilsitozin seviyeleri. Sadlikli numunelerin ortalama
dederi arti ortalamadaki iki standart sapma olarak
tanimlanan esik noktasi gdsterilir.

Sekil 19,
Artan timér boyutu, evresi wve hastalidin nodal gelisimi
olan akcier wve kolon kanseri hastalarindan alinan EDTA
plazma numunelerine yonelik saptanan hiicresiz nlkleozom
iligkili S5-metilsitozin seviyeleri,

Sekil 20,
11 saglikli éznede bulunan ortalama oranlara gdre ifade
edilen ve niikleozom 1liskili 5-metilsitozin (5me) aracili
DNA seviyelerinin bir corani olarak normallestirilmis 10
farkli kanser hastasindan alinan EDTA plazma numunelerine
yénelik c¢larak bulusun ELISA vyodntemleri kullanilarak
saptanan histon tlirleri ve niikleotidlerin ortalama hiicresiz
nikleozom i1liskili seviveler.

Sekil 21.
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11 saglikli o&znede bulunan ortalama oranlara gdre ifade
edilen wve nilkleozom iligkili 5-metilsitozin {5mc) aracili
DNA seviyelerinin bir orani olarak normallestirilmis 2
kardivyomivyopati hastasgi, 10 sistemik lupus eritematozus
(lupus} hastasi, 12 ilseratif kolit hastasi, 10 kronik
obstriktif pulmoner hastalik (COPD) hastasi, 8 Crohn
hastalidi hastasi wve 10 romatcid artrit (RA) hastasindan
alinan EDTA plazma numunelerine y&nelik bulusun ELISA
yontemleri kullanilarak saptanan histon tirleri ve
nikleotidlerin ortalama hiicresiz niikleozom iligkili

seviyeler.

BULUSUN DETAYLI ACIKLAMASI

Bulusun bir ag¢isina gdre kanser, kardiyomiyopati, sistemik lupus
eritematcozus, kolit, kronik cbstrilktif pulmoner bozukluk, Crohn
hastalidi ve romatcoid artrit tanisina ydnelik bir biyo-belirtecg
olarak hilcresiz bir nikleozom i1le iliskili bir DNA bkazinin
kullanimi saglanir, burada DNA bazi sunlardan seg¢ilir: 5-

metilsitozin veya b-hidroksimetilsitozin,

Bir dizenlemede nlikleczom, bir monc-niikleozom veya oligo-

nikleozcmdur.

Bahsedilebilen bulusun belirli bhir acisina gdre hiicresiz bir
niikleozom ile diligkili bir DNA bazinin kullanimi sadlanir,
burada DNA bazi sunlardan secilir: kanser tanisina yodnelik bir
biyo-belirtecg olarak S-metilsitozin veya 5-

hidroksimetilsitozin.

Bir diizenlemede kanser, bir mesane, meme, kolon, serviks,
bzofagus, bobrek, kalin badirsak, akciger, adiz bosludu,
yvumurtalik, pankreas, prostat, rektum, cilt vevya mide
kanseridir. Bahsedilelbilen belirli bir dizenlemede kanser, bir

kolen, akciger, agiz boglugu veya pankreas kanseridir.
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DNA bazlari 5-metilsitozin ve 5L-hidroksimetilsitozini iceren
nilkleozomlarin saptanmasi ve Olglimili ig¢in FELISA testleri
gelistirilmistir. Uygun spesifik bir anti-niikleotid antikoru ile
kombinasyon halinde bu analizler i¢in yakalamz antikcru olarak
bir anti-histon antikoru kullanilmistir. Analizler,
niikleozomlar: iceren spesifik niikleotidlerin, kanserli
dznelerden alinan kan numunelerinde &lglilebildigini ve invazif
olmayan veva minimal invazif biyo-belirtecler olarak kullanim
igin ayirt edici oldudunu gdstermek UlUzere kullanilmistair.
Hastalikli &znelerden alinan serum ve plazma numunelerinde
saptanan, difer nilkleczom epitoplarinin seviyelerine gore,
niikleozem 1iliskili DNA 5-metilsitozin seviyeleri, saglikl:
dznelerden alinan numunelerde saptananlardan farklidir. Ek
olarak farklz hastaliklardan alinan Gznelerden alinan
numunelerde nlkleczomlarda saptanan nlkleotid seviyelerinin
paterninin, diferansiyel bir hastalik tanisi mimkilin olacak
sekilde, &zellikle nlikleczom 1liskili niiklectid paternleri,
farkli histon varyantlari ve histon modifikasyonlarini igeren
nitkkleozomlar ig¢in belirlenen paternler ile kombinasyon halinde
incelendiginde farklilik gdsterdidi bulunmustur. Teknikte uzman
kigsiler icin farkli wveva ek niikleotidleri iceren niikleczomlar
i¢in testlerin dahil edilmesinin muhtemelen bu tiir paternler
kullanilarak diferansiyel tani ayriminin gelistirecedi belirgin

olacaktair.

Mevcut teknide ait yoéntemler kullanilarak saglikli &znelerde
bulunan niikleozcmlarin seviyelerini arastirmak Ttizere, 20
sagliklil oOznelerden alinan serum ve plazma numunelerindeki
nilkleozomlar &lg¢ilmistir. Mevcut teknigin her 1iki ydntemi,
sadlikla dznelerden alinan serum numunelerinde plazma
numunelerindekinden daha yiiksek sinyaller ilretmistir. Sonuglar,
Sekil 3'te gbsterilir. Bu, nilkleozom sevivelerinin serumda
plazmadan daha vyiksek oldudguna dair vyayinlanan veriler ile

uyumludur (*Holdenrieder et al, 2001).
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Bulus ydntemleri kullanilarak sadlikli &znelerde bulunan
nitkleozomlarin seviyelerini arastirmak iizere 20 sadlikli Sznenin
serumunda ve sadglikli bovin serumunda modifive edilmis nilkleotid
5-metilsitozin igeren nikleczomlar Olcglilmistiir. Serum sonuglari
20 saglikla dznenin Limiinde diusiiktir veva saptanamasz
niteliktedir. Ayrica 20 saglikli ©&zneden alinan EDTA plazma
numunelerinde modifiye edilmis nikleotid 5-metilsitozin iceren
niilkleozcomlar &lctilmistir ve sasirticl sekilde daha vyliksek
sinyaller gtzlenmigtir. Modifivye edilmis nikleotid 5-
metilsitozin igeren hiicresiz nikleozomlarin ylksek seviyeleri,
saglikli insan EDTA plazmasinda mevcut bulus yo&ntemleri ile
saptanmistir ancak daha diusik seviyeler, Sekil 8'de gdsterildigi
Uzere sadlikli insan serumunda saptanmistir. Sekiller 4-9,
benzer sconuc¢larin dider nikleozom vapilari ig¢in elde edildigini
gbsterir. Bu bulgu, yvayvinlanan sonuglar (*Holdenrieder et
al, 2001} wve mevcut teknidin nilkleozom ELISA y&ntemleri igin
bulunan sonucg¢lar 1ig¢in beklenmedik we farklidir. Dolayisiyla
sasirtici sekilde bulus yontemleri, serum ve EDTA plazma
numunelerinde meydana gelen nispi nilikleozom seviyeleri dgin

mevcut teknik yontemlerine zi1t sonuclar Uretir.

Nikleozom vyapilarinin toplanabilen ¢esitli vyaygin plazma
tirlerinin timinde saptanabilir clup olmadidi arastirilmistir.
Hicresiz niitkleozom 1lisgkili S-metilsitozinin yiuksek
seviyelerinin, EDTA plazmasinda ve daha az dlg¢lide sadlikla
dznelerden alinan gitrat plazmasinda bulus yontemi ile
saptanabildig§i ancak nikleczom iliskili S-metilsitozinin,
sagliklys o&znelerden alinan c¢odu (5'te 3) heparin plazma
numunesinde buzadi1 veya at serum taban deder sinyallerine gdre
diisiik veya saptanamaz oldudu bulunmustur. Sonug¢lar Sekil 15’'te
gésterilir. Kisaca agiklamak {izere hiicresiz nikleozomlar, bulus
véntemi kullanilarak sadlikli &znelerden alinan cogu vevya tim
EDTA plazma ve sitrat plazma numunelerinde nispeten vyiliksek

konsantrasyonlarda bulunur, ancak saglikli dznelerden alinan
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codu heparin plazma veya serum numunelerinde dlisiik seviyededir
veya bulunmaz. Bu nedenle numune tipinin kesin seg¢iminin farkla

uygulamalar ig¢in kritik clacadi belirgindir.

Belirli nukleotid vyapilarini igeren hilcresiz nikleozomlarin
saptanmasili i¢in numune seg¢iminin birkac¢c parametre igerdidgi
gbsterilmistir. Bunlar, genellikle sadlikli &znelerden alinan
serum ve  heparin plazma numunelerinde bulunan  hiicresiz
nitkleozomlarin disik seviyelerini ancak genellikle saglikl:
dznelerden alinan EDTA wve sitrat plazma numunelerinde bulunan
daha vylksek seviyeleri, hiicresiz nikleozomlari 1ig¢eren serum
numunelerinin serumun pihtidan ayrilmasindan sonra EDTA ilavesi
ile stabilize edilmesi gerektidi tavsiyesini (*Holdenreider et
al, 2001y wve serum numune alma protokolinii icerir. Diger
stabilize edici ajanlar (Ornedin proteaz inhibitérleri) avyrica
kullanilabilir. MuUmkin oldudunda 10mM EDTA eklenmesi wve numune
donmasindan sonra 1 saatlik damar delinmesinde santrifiij edilen

serum numuneleri kullanilmistir.

Klinik numuneler ig¢in kan numunesi tipi se¢imi, belirli test
igin optimal klinik ayrim temelinde vyapilmalidir. Sadlikl:
dznelerin serumunda bulus ydéntemi ile tutarli sekilde disiik
nikleozom seviyelerine dair bulgular takip edilerek kanserli
dznelerden alinan serum numunelerin nikleotid S-metilsitcozin
iceren nitklecozomlar Slclilmiistiir., %1007e kadar klinik duyarlilik,
kclon kanseri numuneleri igin Sekil 16'da gdsterilen sekilde

gdzlenmistir.

Ayrica c¢esitli hastaliklari olan &znelerden alinan EDTA plazma
numunelerine niiklectidler S5-metilsitozin ve 5-
hidroksimetilsitozin igeren hiicresiz nilkleozomlar ve dider
niitkleozom vyapilarinin nispi seviyeleri dl¢élmiistiir. Hilcresiz
niikleozomlarin seviveleri, hem sadlikli dznelerden hem de
hastalikli dznelerden alinan EDTA plazma numunelerinde yiksektir

ve EDTA plazma numuneleri bu nedenle hastalikliy: ve saglikla
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dznelerin hassas bir ayristiricisi ig¢in en iyi numune segenedi
olmas1 muhtemel gérinmeyecektir., Ancak farkli nilkleotidleri
igeren nikleozomlarin (ve ayrica diger nilikleozom yapilarinin)
nispi gseviyelerine bakimindan dolasimdaki hilcresiz
nikleozomlarin seviyelerinin wve bilisiminin hastaliklal ve
saglikli bireyler arasinda ve ayrica farkli hastaliklar arasinda
degiskenlik gdsterdidi gdsterilmigtir. Dolayisiyla dncelikle (i)
dolasimdaki niikleczomlarin yiiksek seviyelerinin hem saglikli hem
de hastalikli ©&znelerden alinan tim veya c¢odu EDTA plazma
numunesinde bulundugu ancak bunun tim kan numune tipleri igin
gegerli olmadidil ve ayrica (ii) sasirtaici sekilde hastalidan
saptanmasi ve hastalik tipinin ayriminin bununla birlikte,
hastaliklil ve sadlikli &znelerin plazmasinda bulunan nikleczcom
vapllarinin nispi tiirlerinin bir vevya daha fazlasinin
sevivelerine ve vyapisal profiline bkadgli olarak bu EDTA plazma

nikleozomlarinin analizi ile vyapilakildidi belirtilir.

Sadlikli dznelerden ve sirasiyla 55 ve 62 kanserli dzneden olusan
iki deneydeki ¢egsitli kanser tiplerine sahip 117 &zneden alinan
EDTA plazmasindaki hiicresiz nilkleczomlar olc¢iilmistir. Toplamda
%78 (117"den 9171i) kanser numunesi dodru sekilde, saglikl:
dzneler icin ortalama sonucun esik dederi + ortalamanin 2
standart sapmasi kullanilarak nitikleozom iliskili 5-metilsitozin
i¢in bulus vontemi kullanilarak kanser 1ig¢in pozitif olarak

tanimlanmistir.

Bu 2 denevin birincisinde mide, kalin badirsak, rektum, akciger
(kiictik hiicreli karsinom cegsitli kiigiik hiicreli olmayan
karsinomlar}, meme, vyumurtalik, pankreas, prostat, bodbrek ve
cegitli oral kanserler (agiz boslugu, damak, yutak ve girtlak)
giki kanserli 55 &zneden ve 13 saglikli &zneden alinan EDTA
plazmasindaki hiicresiz ntkleozomlar Slciilmistir. Saglaikla
dzneler wve kanserli hastalzrdan alinan 13 numunenin tami,
nilkleozomlar i¢in pozitiftir. Ancak kanserli &znelerden alinan

numunelerde saptanan seviyeler, sadlikli oznelerden alinan
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numunelerde bulunandan daha ylksektir ve sonuglar, saglikli ve
kanserli &dznelerin ayirt edilebildidini gdstermistir. Ornedin
nilkleozeom iliskili S5-metilsitozin i¢in ortalama + ortalamanin 2
standart sapmasi olarak OD terimleri halinde hesaplanan néral
aralik 0-1.41'dir. Bu esik deferi kullanildidinda 13 saglikl:
numune negatiftir ve 55 kanser numunesinin 30’u ($5571ik genel
klinik duyarlilik) %38 (%8’de 3) mide, %6 (5'te 3) kalin
bagirsak, %33 (3'te 1) rektal, %33 (6’da 2) kicgik hicreli
akciger, %064 (1l4'te 92) kiicik hicreli olmayan akcier, %33 (6’'da
2}y meme, %100 (1'de 1) yumurtalaik, %100 (1'de 1) pankreas, %33
(6'da 2) prostat, %100 (l'de 1) bdbrek wve %60 (5"te 3) oran
kanser numuneleri dahil ©pozitiftir. Sonuglar Sekil 17'de

gbsterilir.

Benzer sekilde nikleozom iliskili HZAZ analizine ydnelik normal
aralik 0 - 0.85"tir. 0.95 clan bu esik dederi kullanildiginda 13
sagdlikli &znenin tilmi, ylksek nikleozom HZAZ seviyeleri icgin
negatiftir. Buna karsin, yilksek nikleoczom H2AZ seviyelerine
yvonelik pozitif bir sonug, %100 (8'de 8) mide, %100 (5'te 5)
kalin badirsak, %67 (3'te 2) rektal, %83 (6°da 5) kiigiik hicreli
akciger, %79 (14"te 11) kicgik hilcreli olmayan akciger, 350 (6'da
3} meme, %100 (1'de 1) yumurtalik, %100 (1'de 1) pankreas, %80
(5"te 4) prostat, %100 (l'de 1) bdbrek wve %100 (5'te 5} oran
kanser numuneleri dahil %84 (55'te 46) kanser numunesi (%84’ 1luk

genel klinik duyarlilik) ig¢in bulunmustur,

Bulusun bkir dizenlemesinde bir kontrol numunesi sadglanir ve
pozitif wveya negatif sonuglar arasinda ayrim vyapmak Uzere
analize yonelik esik seviyesi, kontrol numunesine yodnelik sonuca
iliskin olarak tanimlanir. Bu, kontrcl  numunesi sonucu
seviyesine esit veya bunun izerinde veya altinda herhangi bir
oran o©labilir. Bu seviyenin altindaki hasta sonuglarinin,
negatif oldudu disiniiliir wve bu sevivenin {lzerindeki hasta
sonu¢larinin pozitif cldudu disinilir. Kararin belirsiz olarak

distinildigl ve/veya  testin tekrarlanmasi gerektigi esik
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sevivyvesine cok vakin hasta sonuclarinin bir “gri alan” aralida
Yy Y

olabilir.

Nikleozom 1iliskili mH2ZAl.l analizi icin benzer sekilde normal
aralik 0 - 0.91'dir. Bu esik degeri kullanildiginda 13 saglikl:
numune negatiftir ve %64 (55'te 35) kanser numunesi pozitiftir.
Niikleozom i1liskili P-H2AX (Serl39) analizi icin normal aralik O
- 1.08"dir. Bu esik degeri kullanildigdinda 13 sadlikli numunenin
timi negatiftir ve %60 (55'te 33) kanser numunesi pozitiftir.
Dolayisiyla bazi nikleozom analizleri, didgerlerinden daha iyi

klinik duyarlilik sergiler.

Fk clarak bulusun klinik kullanimini gelistirmek tizere nilkleozom
vapilarin paterninin  kullanilmasi mimkindir. Bu, ornedin
nikleozom diliskili 5-metilsitozin analizinin esik dederinin
1.01l'e kadar olan bir aralik saglavan ortalama + 1 standart
sapmaya dilgirtilmesi 1le yapilabilir. Bu durumda vanlis
negatiflerin sayisi, %0 ila %23 (13'te 3) arasindaki saglikl:
dzneden alinan numuneler ig¢in vyanligs pozitif sonuglarda bir
artis pahasina %93 (55'te 51) gelismis klinik duyarlilik

saglayan 47e azaltilair. Sonuclar Sekil 17 de gdsterilir,

5-metilsitozin iliskili niikleozomlar veya herhangi bir nitkleozom
i¢in pozitif bulunan numuneler, nikleozom vyapi profili ig¢in
sorgulanabilir. Nikleozom profili, Sekiller 20 ve 21°'de
g&sterildidi uzere sadglikli wve hastaliklili hastalar arasinda
ayrim vyapmak {lzere kullanilabilir burada c¢esitli nikleozom
yapilarinin hastalikli hastalardaki nispi oranlarinin, saglikl:
hastalar ve dider kanser disi hastaliklari olan hastalarda
bulunanlara gbdre ifade edilir. Bu, bir test panelinde c¢ocklu
niikleozom yapilarin arastirilmasinin daha 1yi klinik ayrimi

kolaylastirabildidini gésterir.

Benzer sekilde bulusun tanisal spesifikligi ve/vevya duvarlilaida,

birden fazla testten elde edilen wverilerin oranlar formunda
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kombine edilmesi ile arttirilabilir. Ornedin niukleozom iliskili
P-H2AX:5-metilsitozin oraninin kullanimi, gergek pozitif kanser
vakalarinin saptanmasini tek basina niikleozom iligkili 5-
metilsitozine vyénelik %557ten (55'te 30} sadlikli &znelerden
alinan numunelere ydnelik %100 (13'te 13) negatif sonug silrerken

2 standart sapma esik seviyesinde %67’ye (55'te 37) arttirir.

Kolon kanserli 3 hasta, akcider kanseri olan 13 hasta, pankreas
kanseri olan 2 hasta ve oral kanseri clan 1 hastadan alinan EDTA
plazmz numunelerinde iki farklil nikleotid igceren deolazsgimdaki
hiicresiz nlikleozomlarin seviyeleri OSlc¢lUlmistir ve bunlar,
literatiirde ag¢iklanan sekilde hazirlanan saglikli &znelerden
alinan serum nilikleozomlarin yapay olarak Uretilen preparatinin
vani sira 20 sadlikli &zneden kan numunesinde bulunan seviyeler
ile karsilastirilmistir (*Holdenreider et al, 2001). Avrica
normallestirilmisg formda gdzlenen seviyeler belirli bir
niitkleotidi igeren nilikleczomlarin seviyesinin orani olarak ifade
edilmistir ve bu tir oranlar veya oranlarin paternlerinin genel
olarak her iki kanser tanisi i¢in ve spesifik kanser tiplerinin
diferansiyel tanisi igin faydalil oldudu gdsterilmistir. Ayrica
nikleozom iligkili S5-metilsitozin seviyesinin hastalik
ilerlemesi ile degiskenlik gdsterip gbstermedidi
arastirilmistir. S5-metilsitozin igeren hiicresiz nilklecozeomlarin
ortalama seviyesinin, hastalidin ciddiyeti ile arttigdi ve
hastaligin lenf digimlerine artan sekilde vayilmasi 1ile
yikseldidi gézlenmigstir. Bu, saptanan nilkleozomlarin timdr

iliskili olduduna dair kanit sadlar.

Ayrica mevcut teknidin iki nikleozom  ELISA yontemleri
kullanilarak bu 19 kanser numunesinde bulunan nitkleozomlar
Hlciilmiistliir, Calisilan 19 kanser &znesinden g¢odunun, mevcut
teknide ait niikleozom ELISA 1 ve 2 ile belirlendidi lizere disiik
EDTA plazma niikleozom sevivelerine sahip oldudu bulunmustur. Bu
sonug, mevcut teknik analizlerinin rutin klinik amaclar igin

neden kullanilmadiginin nedenini gdsterir.
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Ayni 19 numunede 5S-metilsitozin ve 5-hidroksimetilsitozin
nitkleotidleri igeren niikleczomlari &lgmek ldzere meveut bulusun
ELISA vontemleri kullanilmistir. Sagsirtici sekilde 5-
metilsitozin igeren yluksek nikleczom seviyeleri, 19 numunenin
timinde saptanabilir. Dclayisiyla bir dizenlemede bulus, mevcut
teknidin nikleczom analizleri ile saptanmayan nlkleozomlar:

saptayabilen yeni bir niikleozom ELISA ydntemi saglar.

Ayrica literatiirde aciklanan bir ydntem ile saglikli Gznelerden
Uretilen nikleozomlarin bir numunesinin vyani sira kanserli
dznelerden alinan ayni 19 numunede 3 farkli histon varyanti ve
bir histon PTM’si igeren nilkleozomlarin seviyeleri &l¢ilmistiir
{(*Holdenrieder et al, 2001) . Sagliklas oznelerden 1lretilen
nikleozomlar ile wve 4 farkli kanser tipine <sahip &znelerden
alinan biyolojik sivilarda bulunan gesitli hilcresiz
niilkleozomlarin bir paneli olarak, burada ag¢iklanan nilkleozom
iliskili nikleotid Hlgiimleri ile birlikte bu Slgiimler
kullanilmistir. Sasirtici sekilde, arastirilan 4 kanser tipinde
(akciger, kolon, pankreas ve oral) bulunan nikleozom paterni,
sagliklas &oznelerden Uretilen nikleozom numunesinde bulunandan
ayirt edilebilirdir. Ayrica farkli kanser tipleri de &znelerin
kaninsa saptanabilen hiicresiz nlikleczomlarin paternine badla
olarak birbirinden ayirt edilebilirdir. Deolavisiyla bulusun bir
diizenlemesinde bir d&znenin sadglik veya hastalik halinin Dbir
g&stergesi olarak, farkli DNA bazlarini veya en azindan b5bH-
metilsitozin veya 5H-hidroksimetilsitozinden sec¢ilen bir wvevya
daha fazla DNA bazinin bir kombinasyonunu iceren niikleozomlarin
iki veya daha fazla 6lc¢umi ve bir veya daha fazla histen varvanti
ve/veya bir veya daha fazla histon modifikasyonunu ve/veya per
se nikleczemlarin &lgimlerini wveya bunlarin herhangi birinin
herhangi bir kombinasyonu veya oranindan clusan farkli nikleczom
epitoplarinin bir paneline vyénelik bir numunenin test edilmesi
ile bir hastalidin varligi, tipi, nlksetmesl veya ciddiyetinin

saptanmasi veya tani kcnulmasina ydnelik bir ydntem sadlanir.
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Benzer sgekilde ¢esitli kanser vwve kanser disi hastalikta
dolagimdaki hiicresiz niikleczomlarin niikleotid wve histon
vapilarindaki defiskenlidi saptamak izere bulusun ELISA
yontemleri kullanilmigstir ve bunlar saglikli Sznelerde bulunan
nikleozomlarin vyapisi 1ile karsilastirilmistir. Nikleczomlarin,
arastirilan tum kanser wve kanser disi hastaliklarda mevcut
oldudu bulunmustur wve sagli Jdznelerinkinden farkli olan

profillere sahip oldudgu bulunmustur.

2 kardiyomiyopati hastasi, 10 sistemik lupus eritematozus
(lupus) hastasi, 12 {dlseratif kolit  Thastasaz, 10 kronik
obstriktif pulmoner hastalik (COPD) hastasi, 8 Crohn hastalida
hastasi ve 10 romatoid artrit (RA) hastasindan alinan EDTA plazma
numuneleri c¢alisilmistir wve ortalama niukleozom 1liskili 5-
metilsiteozin seviyesinin bir orani olarak saptanan g¢egitli
nukleozom vapilarinin seviyeleri normallestirilmigtir ve
sonuglar 11 sadlikli &znede bulunanlara gére ifade edilmistir.
Hastaliklarin, saglikli veya kanserli dznelerinkinden farkli
olan nilkleozom yapl profilleri ile 1liskili oldudu bulunmustur.,
Dolayisiyla niklecozom yapl profilleri, genis ¢esitlilikte kanser
digsi hastalikta saptama, prognoz tahmini, izleme ve terapdtik
etkinlik tahmini i¢in tanilayici bir ara¢ olarak kullanilabilir.

Sonug¢lar 3ekil 21’7de gésterilir.

Ayrica 10 farkli kanser hastalidil olan 55 hastadan alinan EDTA
plazma numuneleri igin bulusun ELISA vyoéntemleri kullanilarak
saptanan histon tipleri ve nilkleotidler bakimindan hilicresiz
nilkleozomlarin vapisindaki c¢esitlilik c¢alisilmistir. Saptanan
cegitli niikleczom yapilarinin seviyeleri, niikleozom iliskili 5-
metilsitozin (5mc¢) aracili DNA seviyelerinin bir orani olarak
normallestirilmistir wve 11 sadlikli &znede bulunan ortalama
oranlara gdre ifade edilmistir. Kanser hastaliklari, kanser disi
hastaliklar ve saglikli dzneler arasinda dediskenlik gdsteren

niikleozom yapi profilleri wve tim ©&znelerde mevcut c¢lan

25



10

15

20

25

30

nikleozomlar bulunmustur. Dolayisiyla nikleczom yapi profilleri,
kanser ve didger hastaliklarda saptama, prognoz tahmini, izleme
ve terapdtik etkinlik tahmini ig¢in tanilayici bir arag olarak

kullanilabilir. Sonuclar Sekil 20 ve 21'de gdsterilir.

Serum veya plazmada dolasimdaki g¢odu DNA mono-niikleozom ve
oligo-niikleczom olarak bkelirtildidinde (Holdenrieder et al,
2001) teknikte uzman kisiler ig¢in mevcut bulus ydéntemlerinin
ayrica kan, serum ve plazma dahil dodrudan biyolojik sivilardaki
per se hilicresiz metillenmig DNA'vy1 (&rnedin S-metilsitozin veya
5-hidroksimetilsitozin igeren niikleczom iligkili DNA olarak)
saptamak veya Olcmek lizere kullanilabilir. Bu gsekilde kullanilan
bulus yontemleri, dzellikle DNA ekstraksiyonunun dahil
edilmemesi veya gerekli olmamasi nedeniyle mevcut teknidin
metillenmis DNA’=sinin &lcgilmesine vyénelik vyontemlere gbdre

basitlik ve hiz avantajlarina sahiptir.

Ayrica mevcut tarifname y&nteminin, nilkleczomlar igerisindeki
herhangi bir nikleik asit veya DNA bazi veya nilkleik asit analogu
veya tlUrevini saptamak veya ©&lc¢mek dizere kullanilabildigi
belirgin olacaktir. Bu tiir bazlar sinairlama olmaksizin adenin,
timin, guanin, sitozin, urasil, inozin, ksantin, hipoksantin,
7,8-dihidro-8-ockso-guanin ve bunlarin herhangi bir tirevi wveya
analofunu icerir. Teknikte wuzman kisiler i¢in vaygin bir
nikleotidin (drnegin sinirlama olmaksizin, guanin, sitczin,
timin veya adenin), tim veya ¢ogu nilkleozomda meydana gelecedi
ve vaygin bir nikleotide vyénelik bkir antikorun kullanildaiga
tarifname yodnteminin bir numunedeki tum nilkleozomlari gdrsel
olarak baglamak ve saptamak dzere Dbir vydntem sadlayacadl
belirgin olacaktir. Dolayisiyla ayrica yaygin bkir niklectid
igeren niikleozomlarin tim veyva ¢odu nukleczomun saptanmasini
saglayacak bir vyol oclarak &l¢ildiigll per se nlkleozomlarin

saptanmasi icin veni bir ydntem aciklanair.
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Tarifnamenin 1ilave bir ag¢isi, vyaygin bir nikleotid igeren
niikleozomlarain, tim veyva ¢odu niikleozom bagla DNA’nin
saptanmasinil sadlayacak bir yol olarak 6l¢ildéigi tim niikleoczom
iliskili DNA'nin saptanmasi icin veni bir véntem sadlar. Avyrica
iki veya daha fazla DNA bazinin Sl¢imili, bu DNA bazlarinin nispi
DNA igeridinin bir oraninin &lc¢imil icin temel saglavacaktir.
Sekiller 10-14"te numunelerdeki nispi b5-metilsitozin ve b5-
hidroksimetilsitozin seviyelerine y&nelik bu tiir oranlar
gbsterilir. Veriler, saptanabilir 5-metilsitozin ve 5-
hidroksimetilsitozinin nispi seviyelerinin farkla kanser
tiplerinde farklilastidini ve bu tr kanserleri ayirt etmek lzere
kullanilabildigini gdsterir. Dider benzer oranlar da teknikte
faydalidir. Ornedin toplam nilkleozom bagli DNA icin bir metrik
olarak uygun bir DNA bazini (veya bazlarini) olg¢mek lizere mevcut
bulusg kullanilarak ve bir diger bazin (6rnedin 5-metilsitozin)
nispi seviyesi belirlenerek bulus ydnteminin, belirli herhangi
bir bazi igeren DNA oranini (6rnedin bir numunede metillenmig
DNA ylzdesi) saptamak iizere kullanilabildigi belirgin olacaktir.
Dolayisiyla mevcut bulus vdntemleri, bir numunede herhangi bir
bazin DNA icerik yiizdesinin &lclml igin basit ve hizli bir ydntem
saglar. Yoéontem, Ornedin kan numuneleri olmak f{zere bircok
numunede hizli Ve basit sekilde kullanilabilir. Bulus
yontemleri, &rnedin hiicrelerden ekstrakte edilen kromatinin
parcalanmasl i1ile elde edilen numuneler dahil bu tir numunelerin
meydana geldigi herhangi bir numunedeki nilikleozomlarda bulunan
DNA bazlarini saptamak ve &lcgmek ilzere kullanilabilir. Teknikte
uzman kisiler ic¢in buradaki nlkleotid teriminin sinirlama
olmaksizin piirinler, pirimidinler veya herhangi bir nilkleik asit
bazini ve iliskili sekerler ile veya olmaksizin ve fosforilasyon
ile veya olmaksgizin benzer molekiilleri wve bunlarin herhangi bir
analofu, tlirevi veya taklidi dahil ig¢ermesi tasarlandid:

belirgin olacaktir.

Mevcut bulug ydnteminin, kelirli niiklectidleri iceren nikleozom

iligkili DNA'nin saptanmasi ve &l¢imil i¢in basarili bir ydntem
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oldugu, bu yoéntemin ayrica per se nilkleozomlarin saptanmasi igin
bir y&ntem olarak basarili sekilde kullanilabildidi ve per se
nitkleozomlarin saptanmasi icin mevcut teknik y&ntemlerinden daha
igtiin bir vyodntem oldudu ve bu vdntemin ayrica per se hilcresiz
DNA'nin dogrudan saptanmasili i¢in ve per se hlcresiz DNA'nin
nikleotid bilesimi ig¢in bir vydntem olarak basarili sekilde
kullanilabildigi wve nikleczom iligkili DNA wve bunun niklectid
bilesiminin saptanmasi 1i¢in mevcut teknik yéntemlerinden daha
Ustiin bir y&ntem cldudgu distinilir. Yoéntem, kompleks bivyolejik
ortam wve sivilarda kullanim i¢in hizli, disik maliyetli wve
uygundur. Mevcut bulus ydnteminin, nikleozomlari ve Kkanda
metillenmisg DNA iceren niikleczomlar: saptamak llzere
kullanilabildigi wve bunun, kanser ic¢in bir biyo-belirteg¢ olarak
kullanilabildigi gGsterilmistir. Teknikte uzman kisiler icin
kanser hastalarindan alinan kan numunelerinde bulunan bir bivo-
belirtecin, kanser wve dolasimdaki vyilksek nikleozomlar 1le
iligkili dider hastaliklar i¢in genis bir tani ve hastalik tarama
amac¢larina yénelik dedere sahip oldudu belirgin olacaktir

(Holdenrieder et ai, 2001).

Yiksek nilikleczom seviyelerinin, bulug ydntemleri kullznilarak
saglikli &znelerde bulunmadidini dodrulamak tzere 20 saglaikl:
Hzne serumunda ve saglikli bovin serumundaki niikleotidler b5-
metilsiteozin ve S-hidroksimetilsitozin ig¢eren nlkleozomlar
Hleiilmistliir, Bulusun her i1iki ELISA testi ig¢in dolasimdaki serum
niikleozom sonuglari, 20 sadlikli Sznenin timidl ig¢in diisik veya
saptanamaz niteliktedir. Avyrica ayni 20 sadlikli dzneden alinan,
plazma numunelerinde benzer bir test gercgeklestirilmistir wve
sasirtici sekilde daha vyiliksek sinyaller gdzlenmigtir. Bu bulgu
beklenmediktir wve mevcut teknigin nikleczom ELISA yéntemleri

igin bulunan sonug¢lardan olduk¢a farklidair.

Bulus, bircok kanser ve kanser disi hastalikta test edilmistir
ve test edilen hastaliklarin timinin saptanmasinda etkili oldugu

bulunmustur. Bu, mevcut teknigin niikleczom ELISA testleri ile
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saptanamavan prostat kanseri wvakalarinin saptanmasini igerir
(Holdenrieder, 2001). Bulusun, tim veya ¢odu kanserin saptanmasi
igin etkili oldudu belirgindir. Teknikte uzman kisiler idig¢in
bulusun klinik performansinin ilave niikleozom vapi testlerinin
dahil edilmesi ve mevcut farkla nilkleozom vyapilarinin
oranlarinin 1incelenmesi 1ile daha fazla gelistirilebildidi

belirgin olacaktir.

Bulusun bir acisina godre bir numunede nilkleotidleri iceren
hiicresiz nikleozomlarin saptanmasi ve &lgilmesine yoénelik bir
ikili antikor, imminometrik veya sandvi¢ immine analiz yontemi
sadlanir. Bu ag¢inin bir diizenlemesi, asadidaki adimlari igeren

bir immino analizdir:

(i) nikleczomlari ig¢erebilen numunenin pbir birinci antikor
veya nlkleczomlara baglanan diger Dbaglayici 1le temas
ettirilmesi;
(ii) nikleczomlar veya numunenin ikinci bir antikor weya bir
nikleotide baglanan dider badlayici ile temas ettirilmesi;
(iil) 86z konusu 1ikinci antikor veya diger baglayicinin
numunedeki bir niikleotide badlanmasinin saptanmasi ve/veya
kantifiye edilmesi; wve
(iv) numunedeki bir niikleczom iliskili niikleotidin wvarlidinin
bir &Slglisii olarak bu tir Pkaglanmanin varlidinin veva
derecesinin kullanilmas1

burada nlkleotid sunlardan seg¢ilir: 5S-metilsitozin wveya b5-

hidroksimetilsitozin.

Ikinci bir dizenlemeye gédre asadidaki adimlari icgeren bir
imminometrik immiincanaliz ile bir numunedeki niikleotidleri
igeren hlucresiz niikleozomlarin saptanmasi ve dlcillmesine ydnelik

bir yontem sadlanir:
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(i) nikleozomlari icerebilen igerebilen numunenin bir birinci
antikor veya bir bilkleotide badlanan dider badlayici ile temas
ettirilmesi;

(1i) niliklecozomlar wveya numunenin ikinci bir antiker wvevya
nikleozomlara baglanan dider badlayici ile temas ettirilmesi;
(1ii) =06z konusu ikinci antikor wveya dider Dbaglavyicinin
numunedeki niikleozomlara baglanmasinin saptanmasi ve/veya
kantifiye edilmesi; ve
(iv) numunedeki bir nikleozom iliskili nitklectidin varlidinin
bir &lg¢lisi olarak bu tur badlanmanin varliginin veya
derecesinin kullanilmasa

burada nilikleotid sunlardan seg¢ilir: 5S-metilsitozin wveya b5-

hidroksimetilsitozin.

Cesitli antikorlar vevya diger baglayicilar, bulusta
nikleozomlara baglanan bir badlayvici olarak kullanilabilir.
Bunlar, intakt nitkleczomlarda meydana gelen ve serbest
histonlarda meydana gelmeyen epitoplara (Ornedin; bir
niilkleozomda iki histon arasindaki baglanti noktasinda bulunan
bir epitop) badlanmaya ydonelik badlayicilari ve ayrica yaygln
nikleozom protein, histon wveya nlkleik asit epitoplarai dahil

herhangi bir nilkleczom bilesenine vonelik badlayicilari icerir.

Teknikte wuzman kisiler idi¢in aciklanan bulus yodntemlerinin
drnedin ForteBio Incorporated of USA tarafindan piyasaya siriilen
tipte etiketsiz analizler ve biyo-belirteg tipi analizleri dahil
cesitli dilzenlemeleri icerdidi belirgin olacaktir. Immiinometrik
immiino analizler, analite baglanmak Uuzere bir antikor (veya
dider badlayici) icerir. bku sekilde badlanan analit, orijinal
test numunesindeki seviyegi veya konsantrasyonunun dodrudan
Slgimli olarak saptanir. Bunun aksine “rekabetcgi” immiino
analizler genellikle analitin bir kismini baglamak {zere
antikorun (veya dider badlavici) c¢ok kilcik bir miktarina
kullanir ve etiketli bkir analit (veya analit analodu) preparati,

bagli ve serbest analit fraksiyonlari (numune analiti ile)
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arasinda ayrim vyapmak 1lzere kullanilir. Bagli etiketlenmis
analit miktari, orijinal numunede analit konsantrasyonunun
dolayli bir &lclimi colarak &lgliliir. Bir “rekabetgi” immiince analiz
tasarim varvantinda etiketlenmis bir antikor, kati fazli bir
analit (veya analit analodu) preparati ile birlikte kullanilir.
Etiketlenmis antikcorun baglanmasi, numune analiti ile katai fazl:
analit (veya analit analodu) arasinda dagitilir. ZXati fazla
analit (veya analit analodu) preparatina badlanan antiker
miktari, numunenin analit konsantrasyonunun dolayli bkir &lcimi

olarak kullanilair.

Tarifnamenin ilave bir ag¢isina gbre asadidaki adimlari igeren,
etiketsiz bir immiinometrik immiine analiz ile bir numunede, bir
nikleozom iliskili nikleotid dahil, bir niikleotidin saptanmasi

ve Olgilmesine yénelik bir yéntem saglanir:

(i) numunenin bir antikor veya bir niikleotide baglanan diger
baglayici ile temas ettirilmesi;

(1i) s6z konusu antikor veya difer baglayicinin numunede bir
niikleotide badlanmasinin gsaptanmasi1 ve/veya kantifiye
edilmesi; ve

(iii) numunede bir niikleotid varlidinin bir 8lc¢imil olarak bu

tir baglanmanin varlidil veya derecesinin kullanilmasi.

Tarifnamenin ilave bir ag¢isina gdre asagidaki adimlari icgeren
rekabetci bir immiino analiz ile bir numunede, bir nikleozom
iliskili niikleotid dahil, bir nilikleotidin saptanmasi vwve

Slciilmesine y&nelik bir ydntem sadlanir:

(i) numunenin bir antikor wveya bir nikleotide baglanan diger
baglayici ile temas ettirilmesi;

(ii) s6z konusu antikor veya difer badlayicinin numunede bir
niikleotide badlanmasinin Saptanmasi ve/vevya kantifive

edilmesi; and
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(1ii) numunede bir nikleotid wvarlidinin bir &l¢umi olarak bu

tiir badlanmanin varligdil veya derecesinin kullanilmasi.

Teknikte UZman kisiler icin bulusun bu immino analiz
yontemlerinin, DNA ekstraksiyonu i¢in herhangi bir gereksinim
olmaksizin dogrudan nikleotidleri ve nilkleczom iliskili
nikleotidleri &lctiigil belirgin olacaktir. Bunun aksine mevcut
teknigin niikleotid immiine analiz yéntemleri, bir numuneden DNA
ekstraksiyonundan sonra (nikleczom iliskili olmayan)
nikleotidleri saptar. Bulus yontemleri, kan veya tlUrevleri dahil
kompleks bivolojik numunelerde dodrudan olgimler ig¢in hiz,

basitlik ve uygunluk avantajlarina sahiptir.

Bulusun bir dizenlemesine gore asadidaki adimlar igeren, bir
numunedeki belirli bir nilikleotidi igeren hilicresiz DNA oraninin

saptanmasina yoénelik bir ydntem sadlanir:

(i) Dbir numunedeki hiicresiz DNA seviyesinin saptanmasi veya
dlglilmesi;

(ii) bulusun bir dizenlemesine gdre bir nlikleozom iliskili
nikleotidin seviyesinin saptanmasi veya Olclilmesi; ve

(1ii) niukleotid iceren DNA oranini belirlemek izere iki

Olcgumin kullanilmasi.

Bulusun bu agisinin bir dizenlemesine gdre 1lgili numune ve
nikleotiddeki hilicresiz her iki DNA seviyesi, bulus ydntemi
kullanilarak &lciliir. Bulusa gdre ilgili niikleotid, metillenmis
bir siteczin niikleotiddir bu nedenle niiklectidi iceren DNA orani

kiiresel DNA metilasyon &élcumiini sadlar.

Oznelerden alinan kanda niikleotidleri igeren nikleozomlarin
saptanmasi ve &lcuimiinlin, kanserli &zneleri tanimlamak ve bunlari
sagliklis &Sznelerden ayvirt etmek {izere tanisal bir y&ntem clarak
kullanilabildigl g&sterilmistir. ayrica Zfarkli niikleotidler,

histon wvaryantlari wve histon PTM'lerinin bir panelini igeren
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niilkleozcem paternlerinin, farkli kanserler arasinda ayrim yapmak
Uzere kullanilabhildigi g&sterilmigtir. Teknikte uzman kisiler
igin, bunun &znelerdeki kanseri saptayacak ve kanser pozitif
dznelerde kanser tipleri arasinda ayvrim vapmak lizere
kullanilabilen bir kan kanser testi sagladidis belirgin
olacaktir. Bulusun ilave bir ydniine gdre, burada bir vicut sivisi
icinde hlcresiz b-metilsitozin veya b-hidroksimetilsitozinden
se¢gilen bir niiklectid ig¢eren niikleozomlarin varlidini ve/veya
diizeyini veya konsantrasyonunu Olcme veya saptama ve saptanan
dizeyi bir 6znenin, sinirlandirma olmaksizin, bir hastalaigin bir
klinik tanisini, hastalik tipinin veya alt-tipinin bir avyirici
tanisini veya bir hastalik prognozunu veya bir hastalik
relapsinlt veya tedavi rejimlerine ©&zne duyarlilidinin bkir
tanisini, iceren hastalik durumunun bir biyo-belirteci olarak
kullanma 1ile bir hastaligin wvarligini saptamak veya tanisini
koymak i¢in bir ydntem sadlanir. Tanisal testler ic¢in kullanilan
vicut sivilarinin, sinirlandirma o¢lmaksizin, kani, serumu,
plazmayil, idrari, beyin-omurilik sivisini wve dider sivilari,
igerdidi teknikte uzmanlig: olan kisiler tarafindan
anlasilacaktir. Tercih edilen bir uygulamada, &rnek olarak
seg¢ilen wicut sivisi, kandir, serumdur vevya plazmadir. Bir vicut
sivisi icg¢indeki bir nikleczom iliskili niitkleotidin analiz
yaniti, diizeyi, konsantrasyonu veya miktari, mutlak terimler
veya badil terimler halinde, ornedin, sinirlandirma clmaksizin,
bulunan toplam nikleozom diizeyinin bir orani olarak veya bir
baska nikleotidi wveya histonu wvaryanti veya histon PTM'nin

toplam DNA dizeyine orani olarak ifade edilebilir.

Bulusun bir dizenlemesinde niikleozom iliskili niiklectid &lcglumi,
testlerin bir tanisal panelinin bir {yesi wveya bir &znenin,
sinirlandirma olmaksizin, bir hastalidin bir klinik tanisini,
hastalik tipinin veya alt-tipinin bir ayiricl tanisini veya bir
hastalik prognozunu veva bir hastalik relapsini veya tedavi

rejimlerine o&zne duyarlilidinin bir tanisini, ig¢eren hastalik
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durumunun saptanmasi veya tanisi igin Glcumler olarak

kullanilair.,

Dolasimdaki  hiicresiz DNA'nin timd wveva c¢codunun, nikleozom
iliskili DNA olarak mevcut oldudu belirtildiginden teknikte
uzman kisiler igin hastalik halinin tanisi veya saptanmasinin
nikleozom 1ligkili niikleotidlere y&nelik bir immiinoanaliz yerine
veya buna ek olarak biyolojik bir sivi igerisinde herhangi bir
DNA ekstraksiyon adimi olmaksizin bulusa ait bir dodgrudan
nikleotid iImmiino analiz kullanilarak per se nikleotidlerin
saptanmasi veya &lciml 1le gergeklestirilebildigi belirgin
olacaktir. Bulusun ilave bir agisina gdre bir wvilicut sivisi
igerisinde, 5-metilsiteozin veya 5-hidroksimetilsitozinden
secilen bir nukleotid wvarlidinin ve/veya seviyesinin veya
konsantrasyonunun &lg¢lilmesl veya saptanmasi yoluyla ve sinirlama
olmaksizin bir hastalidinin klinik tanisi, hastalik tirldl veva
alt tiriinin diferansiyel tanisi veya bir hastalik prognozu veya
hastalidin nilksetmesi veya tedavi rejimlerine duyarli &znenin
tanisi dahil colmak lizere bir Oznenin hastalik halinin bir bivyo-
belirteci (yalnizca testlerin bir panelinin bir lyesi olarak)
saptanmis seviye kullanilarak bir hastaliginin varliginin
saptanmasi veva tani koyulmasina ydnelik bir non-ekstraksiyon
nitkleotid immiino analiz y&ntemi sadlanir. Teknikte uzman kisiler
tarafindan tani testine yénelik kullanilan wvicut sivilarinin
sinirlama olmaksizin kan, serum, plazma, {irin, serebrospinal
s1vi ve difder sivilari icerdidi kabul edilecektir. Tercih edilen
bir dizenlemede numune olarak secilen vicut sivisi kan, serum
veya plazmadir. Bir wvlicut sivisi igerisinde bir niikleotidin
analiz vyaniti, seviyesi, konsantrasyonu veya miktari, mevcut
toplam nikleozom seviyesinin Ornedin sinirlama olmaksizin bir
oranil olarak veya bir diger niiklectid wveya histon varyanti veya
histon PTM’nin seviyesine veya toplam DNA'nin seviyesine bir
oran olarak mutlak terimler veva badil terimler hélinde ifade

edilebilir.
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Tarifnamenin ilave bir ac¢isina gdre asagidaki adimlari igeren,
bir hiicrede bir nikleotid ig¢eren nilkleczomlarin wvarlidinin
ve/veya seviyesinin saptanmasi: veya dlglilmesine ydnelik bir

yvéntem saglanir:

(1) bir hiicreden kromatin izocle etme;

(1i1) kromatini mono-nukleczomlar ve/veya oligo-
nlikleozomlar clusturmak ic¢in parcalama; ve

(1i1) mono-nlklecozomlar ve/veya cligo-nukleozomlar icinde
bir nikleotid wvarligini bulusun bir immiino-analiz ydntemi

vasitasivla saptama veya dlgme.

Kromatinden mono-nikleczemlar ve/veya oligo-nikleczomlar
Uretmek igin yontemler teknikte iyvi bilinir ve enzim

sindirilmesini veya sonikasyonu icerir (Dai et ali, 2011).

Teknikte wuzman kisiler tarafindan hilcreler wveya dokularda
niikleozem iliskili nilklectidlerin saptanmasina ydnelik aciklanan
yontemin, IHC dahil mevcut durumda kullanilan ydntemlere gdre
veya restriksiyon sindirimi ve en yakin komgu analizi ile veya
kloroasetaldehit kullanilarak florsan analizleri ile wveya
metillenmemis CpG miktarini hesaplamak lizere tritivyum etiketli
S-adenozil metiyonin ile baglantila olarak DNA
metiltransferazinin kullanildidi tim CpG alanlarinin metilasyonu
ile inverse Dbelirleme vyoluyla veya kiitle spektrometrisini
takiben yiksek performansli: sivi kromatografisi, ince katman
kromatografisi vevya sivi kromatografisi vyoluyla analiz icgin
tekli niikleotidlerde DNA sindirimi ile hiicrelerden ekstrakte
edilen DNA'daki nlikleotidlerin saptanmasi avantajlarina sahip
oldugu kabul edilecektir. Belirli Dbir nitkleczom 1liskili
niikleotidin seviyesi, konsantrasyonu veya miktari, ornedin
mevcut toplam niikleczomun bir orani olarak veya nilkleoczomlarin
toplam sevivesine veva bir diger nlkleotid veya histon varyanti

veya histon PTM’i i¢eren nikleozomlarin sevivesine veya toplam
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DNA seviyesine bir oran olarak mutlak terimler veya badgil

terimler hdlinde ifade edilebilir.

Teknikte uzman kisilerce bulusun herhangi bir acisina gdre
antikor, baglayici veya ligand terimlerinin bunlarla sinirl:
olmamak izere belirli molekiller wveya varliklara baglanabilen
herhangi bkir badlayiciyi 1igermesi wve bu bulusun ydnteminde
kullanilabilen herhangi bir badlayiciyi igermesinin tasarlandida
belirgin olacaktir. Ayrica nikleczom teriminin mono-nikleczomlar
ve oligo-nikleczomlari ve givi ortamda analiz edilebilen bu tir
herhangili bir Kkromatik fragmanlarini ig¢ermesinin tasarlandiga

belirgin olacaktir.

Tarifnamenin bir digder agisina gbre, burada tanimlanan
yontemlerin herhangi bkirine gdre kitin kullanima vydnelik
talimatlar 1ile bPpirlikte nilkleotid wveya bunun pir Dbkilesen
parcasina spesifik bir ligand veya baglayici veya niikleozom veya
bunun bilesen pargasinin vapisal/sekil bakimindan taklidini
igeren niklecozomlarin saptanmasi veya O6lciilmesine ydnelik bir

kit saglanir.

Tarifnamenin ilave bir aclisina gbre, burada tanimlanan
y&ntemlerin herhangi bkirine gdre kitin kullanima vydnelik
talimatlar ile birlikte niikleotid wveya Dbunun bir bilesen
pargasina spesifik bir ligand veya baglayici igeren Dbir
nikleotid veya nlikleotid wveya bunun bilesen par¢asinin
yapisal/sekil bakimindan taklidini igeren niikleozomlarin

saptanmasi veya &lcilmesine ydnelik bir kit sadlanir.

Agiklamanin bir baska yoOniine gdre, burada hayvanlarda veya
insanlarda hastalik durumunu saptamak veya tanisini koymak ig¢in
bir nidkleozom iligkili niikleotid biyo-belirtecini wveya bir
niikleotid bivo-belirtecini tanimlamak igin asafidaki adimlara

iceren bir ydntem sadlanir:

36



10

15

20

25

30

35

(i) hastalikli 6znelerin bir wviucut sivisi 1g¢inde bir
niikleotid igeren hilicresiz nikleozomlarin dizeyini saptama
veya Olgme;

(ii) kontrol O&znelerinin bir wicut sivisi igindeki bir
nikleotid iceren hiicresiz nlukleczomlarin dilzeyini saptama
veya Olgme; ve

(iii) bir nikleotidin bu hastalik icin bir biyo-belirteg
olarak vararli olup oclmadidini tanimlamak i¢in hastalikli
dznelerde ve kontrol bznelerinde saptanan dizeyler

arasindaki farki kullanma.

Kontrol 4&znelerinin, drnedin, hastaliksiz oldudu bilinen
dzneleri 1ig¢erebilen wveya (&rnedin; ayiricili tanl arastirmasi
igcin) farkli bir hastalidi olan ©Ozneler olabilen c¢esitli
temellere gdre secgilebilecedgi teknikte uzmanligi olan Kkisgiler

i¢in agikar olacaktar.

Agiklamanin ilave bir yénine gdre, burada bir hastalikli hayvan
veya insan dznenin prognozunu dederlendirmek ig¢in bir nikleozom
iliskili biyo-belirteci veya Dbir nilkleoctid Dbiyo-belirtecini

tanimlamak ig¢in asagidaki adimlari igeren bir y&ntem sadlanir:

(1) hastaliklal &znelerin bir wilcut sivi icinde bir
nikleotid iceren hiicresiz nlkleozomlarin diizeyinli saptama
veya Ol¢gme; wve

(ii) hastalikli &znelerin bir wvicut sivisi iginde saptanan
bFir niikleotid iceren hiicresiz nilikleozomlarin dizeyini

Hznelerin hastalik sonucu 1le korele etme.

Aciklamanin ilave bir ydniine gére, burada tedaviye ihtiyaci olan
bir hastalikl1i hayvan veya insan &zne ig¢in bir tedavi rejiminin
seleksiyonu amaciyla kullanilacak olan bir biiklectid biyo-
belirtecini tanimlamak ic¢in asadidaki adimlari iceren bir y&ntem

saglanir:
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(i) hastalikli 6znelerin bir wviucut sivisi 1g¢inde bir
niikleotid igeren hilicresiz nikleozomlarin dizeyini saptama
veya Slgme; ve

(1i) hastalikli &znelerin bir wviicut sivisi icinde saptanan
bir ntkleotid igeren hilicresiz nilkleczomlarin dizeyini bu
dznelerde bir tedavi rejiminin gdzlenen etkinlidi ile

korele etme.

Aciklamanin ilave bir ydnine gdre, burada bir hastalikli hayvan
veya 1nsan ©6znenin tedavisini goriuntilemek ig¢in kullanilacak
olan bir nikleozom 1ligkili bivyo-belirteci weya bir nikleotid
biyo-belirtecini tanimlamak ic¢in asadidaki adimlari icgeren bir

yéntem saglanir:

(i) Pbir hastalikli &znenin bir vicut sivisi iginde bir
nilkleotid ig¢eren hiicresiz nlkleczomlarin dizeyini saptama
veya Ol¢gme;

(ii) ©znenin hastalik progresyonu sirasinda bir veya birden
fazla zamanda sdz konusu saptamayil veya olcumi tekrar etme;
ve

(iii) bir hastalikli ©&znenin bkir wvicut sivisi iginde
saptanan bkir nikleotid iceren Thiicresiz niikleozomlarain

diizeyini &znedeki hastalik progresyonu ile korele etme.

Agiklamanin ilave bir ydniine gdre; burada, burada tanimlandiga

Uzere ybntem ile tanimlanan bir kiyo-belirteg¢ sadlanir.

Immiinoanaliz yéntemleri ile difer kisimlari iceren bir kompleks
parcasi olarak olusturulan bir kismin varlidinin saptanabildigi
teknikte bilinir. Teknikte uzman kisilerce bir nikleotidi igeren
hiicresiz niukleozomlarin sivli icgerisinde niklectidin dodrudan
immiinoanalizini igeren bir prosediir yoluyla, kan, plazma, serum
ve {rin dahil bivolodik bir sivi icerisinde saptanabildidi
belirgin olacaktir. Bu prosedilirde bkir niikleotid lzerinde kbulunan

bir epitopa yodnelik bir antikoru kullanan bir tekli antikor
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imminoanalizi wveya bir nikleotid izerinde bulunan iki epitopa
yénelik iki antikoru kullanan 2-alanli immino analiz, bir
niltkleozom icerisindeki bir niikleotid wvarlidini saptamak fizere
kullanilir. Delavisiyla bulusun bir difer dizenlemesinde bir
niikleozom igerisinde bulunan bkbir nikleotid bkir niliklectide
yonelik bir immincanaliz yénteminin kullanimi ile kan, plazma,

serum ve Urin dahil biyeolojik bir sivida cdodrucan saptanir.

Dolayisiyla bulusun bir dlizenlemesinde 5S-metilsitozin veya 5-
hidroksimetilsitozinden secilen bir nikleozom iligkili
nilkleotid, nikleotide ydnelik bir immincanaliz kullanilarak kan,
plazma, serum ve Urin dahil biyolojik bir sivida &n ekstraksiyon

olmaksizin dedrudan saptanir.

Ilave bir vyén, bivo-belirteci spesifik baglavabilen, ligandlar
veya badlayicilar, ornedin, dodal olusumlu veya kimyasal olarak
sentezlenmis bilegikler, sadlar. Bir ligand wveya badlayici,
biyo-belirteci spesifik badlayabilen bir peptit, bir antikor
veya bunun bir fragmanini veya bir sentetik ligandi, &rnedin,
bir plastik antikcoru wveya bir aptameri wveya oligonikleotidi,
igerebilir. Antikor, biyo-belirteci spesifik badlayabilen bir
monoklonal antikor veya bunun bilr fragmani olabilir. Bir ligand,
bir saptanabilir belirteg¢, &rnedin, bir liminesan, fliioresan,
enzim veva radyo-aktif belirteg¢ ile etiketlenebilir; alternatif
veya ilave olarak bir ligand, bir afinite etiketi, &rnedin, bir
biyotin, avidin, streptavidin wveya His (6rnedin, hekza-Hisg)
etiketi, ile etiketlenebilir. Alternatif olarak ligand baglama,
bir etiketsiz teknecloji, &rnedin, ForteBioc Inc.’in teknoloijisi,

kullanilarak belirlenebilir.

Aciklamaya gGre bir biyo-sensdr, Dbiyo-belirtece karsi bir
antikoru spesifik baglayabilen biyo-belirtegc wveya bunun bir
yvapisal/sekil taklidini icerebilir. Burada tarif edildidi tzere

bir ligand veya mimik iceren bir dizilim de saglanir.
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Aciklama ile ayrica, biyo-belirteci saptamak ve/veyva kantifiye
etmek 1i¢in, burada tarif edildigi lzere, dodal olusumlu veya
kimyasal olarak sentezlenmis olabilen we uygun bir sekilde bir
peptit, antikeor veya bunun fragmani, aptamer veva oligoniikleotid
olan, bir veya birden fazla ligandin kullanilmasi ve agiklamanin

bir bkiyo-sensériiniin vevya agiklamanin bir diziliminin veya

aciklamanin bir kitinin kullanilmasz da saglanir. Bu
kullanimlarda, saptama ve/veya kantifikasyon, burada
tanimlandida lzere bir biyolojik drnek dzerinde

gerceklestirilebilir,.

Tanisal kitler veya goruntileme kitleri, aciklamanin
yéntemlerini gergeklestirmek ic¢in ag¢iklanir. Bu tarz kitler
uygun bir sekilde, burada tarif edildidi tGzere, opsivonel olarak
kitin kullanilmasi ig¢in talimatlar ile birlikte, bivo-belirtecin
saptanmasi ve/veya kantifikasyonu ig¢in bir ligand ve/veya bir

biyo-sensdér ve/veya bir dizilim icerecektir.

A¢iklamanin ilave bir yénii, bir hastalik h&linin wvarligdina
saptamak 1dg¢in, burada tanimlandigi idzere biyco-belirtecglerin
birini wveya birden fazlasini saptavabkilen ve/veya kantifiye

edebilen bir bivo-sensér iceren bir kittir.

Bir hastalidin wvarlidini saptamak icin Dbiyo-belirtecler,
bozuklugun progresyonunu geciktiren veya durduran yveni
hedeflerin wveya 1ilag molekillerinin kesfi igin esansiyel
hedeflerdir. Bivo-belirtecin diizeyil bozukludun ve ilac¢ vyvanitinin
gbstergesi oldudundan, biyo-belirteg¢ in vitro ve/veya in vivo
analizlerde vyeni terapdtik bilesiklerin tanimlanmasi i¢in
yvararlidir, Bulusun bhiyo-belirtecleri, biyo-belirtecin
aktivitesini modiile eden bilesikler ig¢in tarama amaciyla

yéntemlerde kullanilabilir.

Boylelikle, agiklamanin 1lave Dbir vyoniinde, burada biyo-

belirtecin Uretilmesini arttirabilen ve/veya baskilayabilen bir
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maddeyi tanimlamak 1i¢in, burada tarif edildigi izere, bir
peptit, antiker wveya bunun fragmani veya aptamer veya
oligoniikleotid olabilen bir baglayicinin veya ligandin
kullanilmasi veya aciklamava gdre Dbir bivo-sensdriin veya
aciklamaya gdre bir dizilimin veya aciklamaya gdre bir kitin

kullanilmasi sadlanir.

Burada ayrica, bir Hznedes biyo-belirtecin iretilmesini
arttirabilen veya baskilavabilen bir maddeyi tanimlamanin, bir
test maddesini bir &zne hayvana uygulamayl ve &zneden elde edilen
bir test o&rnedinde bulunan biyc-belirtecin dizeyini saptamavi

ve/veya kantifiye etmeyi ic¢eren bir ydntem de sadlanir.

"Biyo-belirtecg" terimi bir prosesin, olayin veya rahatsizlidin
ayirici bir biyeclojik veya biyolcojik olarak tilretilmis
indikatéri anlamina gelir. Biyvo-belirtecler, tani ydntemlerinde,
drnedin, klinik taramada ve prognoz degerlendirmesinde ve
terapinin sonuclarini gérintiilemede, &zel bir terapdtik tedaviye
vanit vermesi en olasi olan hastalari tanimlamada, ilag¢ taramada
ve gelistirmede, kullanilabilir, Biyo-belirtecler ve bunlarin
kullanimlari yeni ilag¢ tedavilerinin tanimlanmasi ig¢in ve ilag

tedaileri ic¢in yeni hedeflerin kesfi icin deferlidir.

Burada kullanildidi sekliyle, "saptama" ve "tani koyma"
terimleri, bir hastalik h&linin tanimlanmasini, dodgrulanmasini
ve/veya karakterizasyonunu kapsar. Bulusa gdre saptamanin,
gérintillemenin vevya taninin yvéntemleri, bir hastalidain varlidini
dogrulamak ig¢in, hastaligdin gelismesini baslangica ve
progresyonu dederlendirme ile gdrintilemek i¢in veya hastalidin
sagaltilmasinil veya regresyonunu dederlendirmek ig¢in yvararlidir,.
Saptamanin, godrintilemenin veya taninin ydntemleri ayrica,
klinik taramanin, prognozun, terapi seg¢iminin dederlendirilmesi,
terapdtik, vani ilac¢ taramasi ve 1lac¢ gelistirilmesi dic¢in,

vararin dederlendirilmesi ic¢in vyontemlerde de vyararlidir.
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Etkili tani1 ve gdrintileme yéntemleri, dodru taniyl olusturma,
en uygun tedavinin cabuk tanimlanmasina olanak saglama (bdylece,
zararli i1lac vyan etkilerine gereksiz maruzivyveti azaltma) ve
relaps oranlarini disUrme 1ile, diyilegtirilmis prognoz ig¢in

potansiyell olan ¢ok gligcld "hasta c¢dzumleri™ sadlar.

Bir diizenlemede s&z konusu biyo-belirtegler bir timdrin
hiicrelerinden salinir. Bdylelikle, Dbulusun ilave bir y&nine
gbre, burada bir timér blylimesinin saptanmasi ig¢in (i) bir timdr
ile iliskili olan veya bir tumdrin hlcrelerinden salainan bir
biyolojik &rnek icinde bir biyo-belirteci 6lg¢me ve (1ii) sdz
konusu biyo-belirtecin dizeyinin timdriin boyutu, evresi,
agresifligi veya disseminasyon 1le 1iliskili oldudu gdsterme

adimlarini igeren bir yéntem saglanir.

Artmis hiicre ddngiistinin, hiicre &liminiin ve apoptozun, hilicresiz
niikleozemlarin artmis deolasimsal diizeylerine yol actidi bilinir
(Holdenrieder et al, 2001). Dolasimdaki hiicresiz nikleozomlarin
diizeyi, bkir spesifik-olmayan indikatdrdiir ve enflamatuvar
hastaliklarai, cesitli benign wve maligne rahatsizliklara,
otolmmiln hastaliklari igeren c¢esgitli rahatsizliklarda, ayni
zamanda travmayl veya iskemiyi takiben gercgeklesir (Holdenrieder
et ali, 2001). Bulusun, oznelerde dolasim icginde nikleczomlar
bulunmus olan ¢esitli hastalik alanlarinda uygulamaya sahip
olacadir teknikte uzmanlidi colan kigiler igin agikar olacaktir.
Bunlar, sinirlandirma olmaksizin, travmayi (Srnedin; siddetli
yaralanmayili veya cerrahiyi), asiri egzersizi (&rnedin, bir
maraton kosmayi), 1inmeyi ve kalp krizini, sepsisi veya baska
ciddi enfeksiyonu veya endometriyozisi, i¢erir, Kardiyomiyopati,
sistemik lupus eritematozus, ilseratif kolit, kronik cbstriiktif
pulmoner hastalik, Crohn hastalii ve romatoid artrit dahil bu
tir c¢esitli hastaliklardaki nlklecozom sevivelerini &lcmek veva
bunlarin niikleotid ve histon vapi ¢esgitlilidini arastirmak lzere

bulugsun immiincanaliz yéntemi kullanilmistir ve bunlar sadglikli

42



10

15

20

25

30

35

dznelerin sonuglari ile kargsilastirilmistir. Tum bu
hastaliklarda nikleozomlar saptanabilir ve Dbunlarin nispi
vapilara (histon ve nikleotid bilegimi bakimindan)
belirlenebilir. Mevcut bulus ydntemleri, mevcut nlikleczom ELISA
yontemlerinden daha genis bir aralikta nikleozomlara
saptayabildidinden bulus yédntemleri, daha genis araliktaki
kanser wve kanser disi hastalik alanlarinda uygulamalara

sahiptir.

Bulusun immincg-analizleri, enzim saptama ydntemlerini (Ornedin,
ELISA) kullanan imminometrik analizleri, fliloresans etiketli
immiinometrik analizleri, zaman-¢dziiniik fliioresans etiketli
immiinometrik analizleri, kemiliminesan imminometrik analizleri,
immiinoturbidimetrik analizleri, partikiilat etiketli
imminometrik analizleri ve 1mminoradyometrik analizleri ve
radyo-aktif, enzim, flioresan, zaman-¢ozunuk flioresan ve
partikiilat etiketleri igeren c¢esitli etiket tipleri ile
etiketlenmis antijen wveya etiketlenmis antikor kompetitif
immino-analiz vyo&ntemlerini igeren kompetitif Immiino-analiz
yontemlerini igerir. $6z konusu imminc-analiz ydntemlerinin timi
teknikte iyl bilinir, bakiniz, &rnedin, Salgame et al, 1997 wve

van Nieuwenhuijze et al, 2003.

Bir dlzenlemede sdz konusu bivolcojik ornek, bir wvicut sivisi
icerir. Ornedin, bulusun bir vyénteminde test edilebilen
biyvolojik érnekler, beyin-omurilik sivisini (BROS), tam kani, kan
serumunu, plazmayi, menstrilal kani, endometriyal sivivyi, idrari,
tiukiiriigli veya baska wvlcut sivisini (gaitayi, gdzyasili sivisini,
sinoviyal siviyi, balgami), soludu, drnedin, vodunlasmis soluk
olarak veya bunlardan bir ekstrakti veya saflastirmay1l veya
bunlarin seyreltmesini igerir. BRiyolojik oOrnekler ayrica, bir
canli dzneden wveya post-mortem alinan numuneleri de igerir.
Ornekler alisilagelmis bir sekilde hazirlanabilir, &8rnedin,
uygun coldudunda, seyreltilebilir wveva konsantre edilebilir wve

saklanabilir.
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Bir diizenlemede bulusun y&ntemi, birden fazla kere tekrar
edilir. Bu dilzenleme, saptama sonug¢larinin bir zaman periyodu
boyunca gdérintilenmesine olanak sunma avantaijili sadlar. Bu tarz
bir diizenleme, bir hastalik halinin tedavisinin etkinligini
goériintileme veya dederlendirme yarari sadlayacaktir. Bulusun bu
tarz géruntuleme yontemleri, baslangici, progresyonu,
stabilizasyonu, sagaltmayi, relapsi ve/veya remisyonu

gédrintillemek icin kullanilabilir.

Boylelikle, ag¢iklama ayrica, bu tarz bir hastalia sahip olma
siiphesi olan bir &znede bir hastalik h&li ig¢in bir terapinin
etkinligini gdérintiilemenin, sz konusu O&zneden alinan bir
biyclojik &rnekte bulunan biyo-belirteci saptamayl ve/veya
kantifiyve etmeyl iceren Dbir vyontem de saglar. Gorintileme
yontemlerinde, test Srnekleri, iki wveya daha fazla kere
alinabilir. Yéntem 1ilaveten, test ©&rnedinde bulunan biyo-
belirtecin (biyo-belirteclerin) dizeyini bir wveya birden fazla
kontrol (kentroller) 1dle wve/veya ayni test o&znesinden daha
erken, &Ornedgin, terapinin baslangicindan énce, alinan ve/veya
ayni test dznesinden terapinin daha erken bir evresinde alinan
bir wveva birden fazla onceki test Ornedi (6rnekleri)y 1ile
karsilastirmayi igerebilir. Y&ntem, farkli zamanlarda alinan
Ltest &rneklerinde biyo-belirtecin {biyo-belirtecglerin)

dogasindaki veya miktarindaki bir dedgisimi saptamayil icerebilir,

Boylelikle, aciklamanin ilave bir ydniine gdre, burada bir insan
veya hayvan Sznede bir hastalik h&li i¢in terapinin etkinlidini

gdérintillemek amaciyla asadidakileri icgeren bir yontem sadlanir:

(i) burada tanimlandidi izere biyo-helirtecin miktarini
kantifive etme; wve

(1i) bir test drnedi icindeki sdz konusu bivyvo-belirteci
miktarini bir veva birden fazla kentrolde (kontrollerde)

ve/veya ayni test Gznesinden daha erken bir zamanda alinan
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bir veya birden fazla dnceki test ornedinde (Orneklerinde)

bulunan miktari ile kargilastirma.

Test drnedinde bivo-belirtecin diizevinde avyni test Gznesinden
daha erken alinan onceki bir test drnedindeki dlizeye kiyasla bir
dedisim, 56z konusu terapinin bozukluk veya siphelenilen
bozukluk izerindeki bir yararli etkisinin, Sdrnedin,
stabilizasyonunun veya 1iyilestirmesinin, gdstergesi olabilir.
Dahasi, tedavi tamamlandidinda, bulusun yéntemi, bir hastalidain
rekilransi i¢in gdruntilemek amaciyla periyodik olarak tekrar

edilebilir.

Bir terapinin etkinlidini gorintilemek ig¢in ydntemler, insan
dznelerde ve insan-olmayan dznelerde (hayvan modellerinde) wvar
olan terapilerin wve veni terapilerin terapdtik etkililigini
gdbrintillemek 1i¢in kullanilakilir. Bu gdrintileme vyé&ntemleri,
yeni ila¢g maddeleri ve maddelerin kombinasyonlara igin

taramalara dahil edilebilir.

Tlave bir diizenlemede c¢abuk etki eden terapilerden dolayi daha
cabuk dedisimlerin goérintiilenmesi, saha kisa saatlik veya ginlik

araliklarda yiridtilebilir.

Aciklamanin ilave bir ydniine gobre, burada bir hastalik hélinin
varlidini saptamak ic¢in bir biyo-belirteci tanimlamak ig¢in bir
yontem sadlanir. Burada kullanildidar sgsekliyle, "tanimlama"”
terimi, bivolojik &rnek ic¢inde bulunan bivo-belirtecin varlidina
dogrulama anlamina gelir. Bir &rnekte bulunan biyo-belirtecin
miktarini kantifiye etme, Ornek ig¢inde bulunan biyo-belirtecin
konsantrasyonunu belirlemeyi dig¢erebilir, Tanimlama ve/veya
kantifive etme, Ornek {izerinde dodrudan bunun bir ekstrakta
lzerinde wveya bunun bir seyreltmesi {izerinde dolayli olarak

gerceklestirilebilir.

Agiklamanin alternatif yoénlerinde, biyo-helirtecin wvarliga,
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biyo-belirtece vyanitta &dznenin vicudu tarafindan {lretilen ve
béylelikle bir hastalik hé&line sahip olan bir dzneden alinan bir
biyclojik  drnek iginde  bulunan, biyo-belirteci spesifik
badlavabilen antikoru veva bunun fragmanlarini saptama ve/veva

kantifiye etme ile de§erlendirilir.

Tanimlama ve/veya kantifiye etme, bir hastadan alinan bir
biyeclojik &rnek wveya bir biyolejik ornedin bir saflastirmasi
veya ekstrakti veya bunun bir seyreltmesi icindeki spesifik bir
proteinin varligini ve/veya miktarini tanimlamak ic¢in uygun
herhangi bir yéntem ile gergeklestirilebilir. Bulusun
yontemlerinde, kantifiyve etme, &rnek veya ornekler i¢inde biyo-
belirtecin konsantrasyonunu &lgme i1le gergeklestirilebilir.
Bulusun bir vy&énteminde test edilebilen biyolojik d&rnekler,
burada &nceden tanimlananlari igerir. Ornekler, alisagelmis bir
sekilde hazirlanabilir, brnedin, uygun oldudunda,

seyreltilebilir veya konsantre edilebilir ve saklanabilir.

Bivyo-belirteclerin tanimlanmasi ve/veya kantifikasyonu, biye-
belirtecin veya bunun bir fragmaninin, &érnedin, C-ucu kirpilmasi
veya N-ucu Xkirpilmasi olan bir fragmanin saptanmasi ile
gerceklestirilebkilir. Fragmanlar uygun bir sekilde, 4 amino
asitten daha biyik uzunluktadir, &rnedin, 5, ¢, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 1le, 17, 18, 19 veya 20 amino asit uzunludundadir.
Ozel olarak, bunun peptitlerinin veya histon kuyruklarininki ile
ilgili dizinin, histon proteinlerinin ©&zel c¢larak vyararla

fragmanlari oldudu bildirilir.

Biyo-belirteg¢, &rnedin, SELDI wveya MAIDI-TOF 1ile, dodrudan
saptanabilir, Alternatif olarak, biyo-belirteg¢, biyoc-belirteci
spesifik olarak badlayabilen bkir ligand veya ligandlar, &rnedin,
bir antikor wveva bunun bir biyo-belirteg¢g-badlama fragmani veya
baska peptit wveva ligand, &rnedin, aptamer veya oligoniikleotid
ile etkilegim yoluyla dodrudan veva dolayli olarak saptanabilir.

Ligand veya baglayici, bir saptanabilir etikete, &rnedgin, bir
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liminesan, flloresan veya radyoaktif etikete ve/veva bir afinite

etiketine, sahip clabilir.

Grnedin, saptama ve/veya kantifiye etme, asadidakilerden olusan
gruptan secilen bir veya birden fazla ydéntem (ydntemler) 1ile
gerceklestirilebilir: SELDI (-TOF), MALDI (-TOF), bir 1-D jel-
temelli analiz, a 2-D jel-temelli analiz, Kutle spekt (MS), ters
faz (RP) LC, boyut gecgirgenlidgi (jel filtrasyon}, iyon dedisimi,
afinite, HPLC, UPLC ve baska LC veya LC MS-temelli teknik. Uygun
LC MS teknikleri, ICAT® (Applied Biosystems, CA, USA) veya iTRAQ®
(Applied Biosystems, CAa, USA) icerir. Sivi kromatografi

(drnedin, ylksek basingli sivi kromatografi (HPLC) wveya diisik

basingli sivi kromatografi (LPLC)}, ince-tabaka kromatografisi,
NMR (nikleer manyetik rezonans) spektroskopisi de
kullanilabilir.

Bulusa gbre tani koyma veya gérintileme yontemleri, biyo-
belirtecin varligini veya dizeyini saptamak igin SELDT TOF veya
MALDI TOF ile bir &rnedil analiz etmeyi igerebilir. Bu ydntemler
ayrica, klinik Carama, prognoz, terapinin sonuglarini
gérintilleme, bir Szel terapétik tedaviye yanit vermesi en olasi
olan hastalari tanimlamak ic¢in, ilacg tarama ve gelistirilmesi ve
ila¢g tedavisi i¢in vyeni hedeflerin tanimlanmasi ig¢in de

uygundur.

Analit biyo-belirteglerini tanimlama vwve/veva kantifiye etme,
biyo-belirteci spesifik badlavyabilen bir antikoru veya bunun bir
fragmanini igeren bir immiinolojik yOntem kullanilarak
gerceklestirilebilir. Uygun imminclojik vyoéntemler, sandvig
immiino-analizlerini, &rnedin, sandvig ELISA’yi1, burada analit
biyo-belirte¢lerinin saptanmasi, bir analit biyo-belirteci
Uzerindeki farkl:i epitoplari taniyan iki antikor kullanilarak
gerceklestirilir; radyoimmiinoanalizleri (RIA), dogrudan,
dolaylili veyva kompetitif enzim bkadli badisiklik analizlerini

(ELISA}Y, enzim immino-analizlerini (EIZA), Flioresans imminoc-
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analizlerini (FIA), western blotlamavi, i1mmino-¢dkeltmeyi ve
herhangi bir parcgacik-temelli (&rnedin, altin, gumis veya lateks
parcaciklar, manyetik pargaciklar veya Q-noktalari kullanilan)
immino-analizi, icerir. Immiinolojik véntemler, ornedin, mikro-

titre plakada veya serit formatinda, gergeklestirilebilir.

Bir hastali§a spesifik &nemli bivyo-belirteg¢lerin tanimlanmasi,
tanisal prosediirlerin veya terapdtik rejimlerin entegrasyonu
igin merkezidir. Kestirimci biyo-belirtecgler kullanilarak, uygun
tanisal arag¢lar, o©ornedin, biyo-sensdrler, geligtirilebilir; bu
dodrultuda, bkulugun ydntemlerinde ve kullanimlarinda, tanimlama
veyva kantifiye etme, bir bivo-sensdr, mikro-analitik sistem,
mikro-mihendislik uygulanmis sistem, mikro-ayirma sistemi,
immiino-kromatografi sistemi veya baska uygun analitik cihazlara
kullanarak gerceklestirilebilir. Bivyo-sensdr, biyo-belirtecin
(biyo-belirteclerin) saptanmasi ig¢in bir imminolojik yodntemi,
elektriksel, termal, manyetik, optik (&rnedin, hologram) veya
akustik teknolojileri digerebilir. Bu tarz biyo-sensédrler

kullanilarak, biyoclojik oOrneklerde beklenen konsantrasyonlarda

bulunan hedef biyo-belirteci (biyo-belirtegleri) saptamak
olasidar.
Burada kullanildidas sekliyle, "biyo-sensdr" terimi, biyo-

belirtecin wvarligini saptayabilen herhangi bir sey anlamina

gelir, Biyo-sensdrlerin drnekleri burada tarif edilir.

Lciklamava gdre bivo-sensdrler, burada tarif edildidi dzere,
biyo-belirteci spesifik baglayabilen bir ligand badlayici veya
ligandlar ig¢erebilir. Bu tarz biyo-sensdrler, bulusun bir biyo-

belirtecini saptamada ve/veya kantifiye etmede yararlidar.

Bulusun biyo-belirteci (biyo-belirtegleri), "akilla"®
hologramlara davanan bir bivo-sensdr barindiran teknolejiler

veya yuksek frekanslza akustik sistemler kullanilarak
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saptanabilir, bu tarz sistemler dzel olarak, "barkod" wveva

dizilim konfiglirasyonlarina uyumludur.

Bki1l1l1i hologram sensdrlerinde (Smart Holograms Ltd, Cambridge,
UK), bir hclografik géruntia, biyo-belirteg ile spesifik olarak
reaksiyona girmesi 1c¢in sansibilize edilmis bir ince polimer
film i¢inde saklanir. Maruziyet ile, bivyo-belirte¢ hologram ile
gosterilen g&rintiide bir dedisime vyol acarak, polimer 1ile
reaksiyona girer. Test sonucu okumasi, gérintinin cptik
parlakliginda, gorintisinde, renginde ve/veya pozisyonunda bir
dedisim olabilir. EKalitatif wveya vari-kKantitatif uygulamalar
i¢in, bir sensdr hologram, gbz ile ckunabilir, bdylece saptama
ekipman1 ig¢in ihtiyaci ortadan kaldirir. Bir basit renk sensdri,
kantitatif &lclimler gerekli oldudunda, sinyali okumak icin
kullanilabilir. Ornedin opasitesi veya rengi, sensérin
calismasina middahale etmez. Sensdrin formati, bir kac¢ maddenin
es-zamanli saptanmasi i¢in sinyal-¢odaltilmasina olanak saglar.
Geri-déniistimli vevya geri-déniisimsiiz sensdrler, farkla
gereklilikleri karsilamak ic¢in tasarlanabilir ve s6z konusu &zel

bir biyo-belirtecin siirekli gérintilenmesi elverisglidir.

Uygun bir sekilde, bulusun bir wveva birden fazla bivyo-
belirtecinin saptanmasi i¢in biyo-sensdrler, ©&rnek ic¢indeki
biyo-belirtecin varliginin veya kantifikasyonunun saptanmasini
bir sinyale doniistiirmek icin Dbiyo-molekiller tanimayl uygun
araclar 1ile Dbirlestirir. Biyo-sensérler, ornegin, revirde,
‘ayakta tedavi edilen hastalar’ departmaninda, cerrahide, evde,
arazide veya is-yerinde, "alternatif yer" tanisal testleri igin

uyarlanabilir.

Bulusun bir veya birden fazla biyo-belirtecini saptamak ig¢in
biyo-sensdrler, akustik, plazmon rezonans, holografik, BRBiyo-
Katman Interferometri (BLI) ve mikro-mithendislik uvgulanmis
sensdrleri igerir. Basilmis tanima elemanlara, ince film

transistor teknolojisi, manyetik akustik rezonatér cihazlari ve
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baska yveni akusto-elektriksel sistemler, bulusun bir veya birden
fazla biyo-belirtecinin saptanmasi igin biyo-sensédrlerde

kullanilabilir.

Bulusun bir veya birden fazla biyc-belirtecinin tanimlanmasini
ve/veya kantifikasyonunu igeren yéntemler, tezgah lstil aygitlar
izerinde gerceklestirilebilir veya laboratuvar-digi bir ortamda,
drnedin, hekimin ofisinde wvevyva hastanin bas ucunda, tek
kullanimlik, tanisal veya gdrintileme platformlarina dahil
edilebilir. Bulusun vyontemlerini gergeklegtirmek ig¢in uygun
biyo-sensdrler, optik wveya akustik okuyuculari olan "kredi”
kartlara igerir. Biyo-sensdrler, yorumlama icin hekime
elektronik olarak aktarilacak olan toplanan verilere olanak
vermesi ig¢in konfigire edilebilir ve bdylelikle e-tip icin temel

olusturabilir.

Bir hastalik hdlinin varlidinin tanisi veya gdrintiilenmesi igin
tanisal kitleri burada tarif edilir. Kitler ilave olarak, bir
biyo-belirteci tanimlayabilen ve/veya kantifiye edebilen bir
biyo-sensdr digerebilir. Uygun bir gekilde, Dbir kit asadidaki
gruptan segilen Dbir wveya birden fazla bilegsen igerebilir:
opsivyvonel olarak burada tanimlanan véntemlerin herhangi birine
uygun bir sekilde kitin kullanilmasi ig¢in talimatlar ile
birlikte, bir biyo-belirtece vevya biyo-belirtecin bir
vapisal/sekil taklidine spesifik bir ligand badlayici veya
ligaeandlar, bir vevya bkirden fazla kontrecl, bir veya birden fazla

reaktif ve bir veya birden fazla sarf malzemesi.

Bir hastalik haline vonelik olarak biyo-belirtecglerin
tanimlanmasi, tanisal prosedirler ve terapdétik rejimlerin
antegrasyonuna 1izin wverir. Bulusa ait bir biyo-belirtecin
saptanmasi, klinik denemelerde katilmalarindan O&nce Ozneleri
taramak iizere kullanilabilir. Bivo-belirtecler, terapdtik vanit,
vanit verememe, elverigsiz yvan etki profili, ilag¢ uyumu derecesi

Ve veterli serum ilac seviyelerinin elde adilmesinin
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belirtilmesi i¢in yollar saglar. Biyo-belirteg¢ler olumsuz ilag
vaniti ile 1l1gili bir uyari sadlamak iizere kullanilabilir. Yanit
degerlendirmesinin dozajda ince ayar vyapmak, bir sinyalde
numunedeki bivyo-belirtec wvarlifini veva miktarini en aza
indirmek kullanilabildiginden biyo-belirtegler
kisisellestirilmis terapilerin gelistirilmesinde faydalidair.
Biyo-sensdrler, &rnedin, revirde, ayakta tedavi edilen hastalar
departmaninda, cerrahide, evde, arazide wveya is-yerinde,

"alternatif yer" tanisal testleri icin uyarlanabilir.

Bulusun bkir veya daha fazla biyo-belirtecini saptamak Uzere
biyo-sensdrler akustik, plazmon rezonans, hcoclografik, Biyo-
Katman Interferometre (BLI) ve mikrotasarlanmis sSensdrleri
icerir. Damgalanmis tanima elemanlari, ince film transistor
teknolojisi, manyetik akustik rezoconatdr cihazlari ve dider veni
akustik-elektrik sistemleri, bkulusun bir veva daha fazla bive-

belirtercinin saptanmasi i¢in biyo-sensdrlerde kullanilabilir.

Bulusun bir wveya daha fazla biyo-belirtecinin tanimlanmasini
ve/veya kantifikasyonunu ig¢eren ydntemler, tezgah Usti aletlerde
gerceklegtirilebilir weya Ornedin hekim ofisinde wveya hasta
vatadinin yaninda laboratuvar disi bir ortamda kullanilabilen
tek kullanimlak, tanisal veya gbzlemle platformlarina
eklenebilir. Bulus ydntemlerinin gerc¢eklestirilmesi ic¢in uygun
biyo-sensdrler, optik wveya akustik okuyuculari olan “kredi”
kartlarini icgerir. Biyo-sensdrler, hekime vyorumlamasi 1ig¢in
elektronik olarak iletilmek {izere verilerin toplanmasina olanak
tanimak izere konfiglire edilir ve dolayisiyla bir e-ilag¢ ig¢in

temel olusturulabilir.

Bir hastalik halinin wvarlidinin tanisi ve godzlenmesi ig¢in tani
kitleri burada aciklanir. Bir dizenlemede kitler ek olarak bir
biyo-belirteci tanimlayvabilen ve/veya kantifiye edebilen bir
biyo-sensdr igerir. Uygun sekilde bulusa gdre bir kit, istege

badli olarak burada tanimlanan ydntemlerin herhangili birine gbre
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kitin kullanimina yd&nelik talimatlar ile birlikte, asagidaki
gruptan sec¢ilen bir veya daha fazla bilesen igerebilir: bir
ligand baglayici veya biyo-belirteg veya biyvo-belirtecin
vapisal/sekil bakimindan taklidi ic¢in spesifik ligandlar, bir
veya daha fazla kontrol, bir veya daha fazla kontrol ve bir veya

daha fazla sarf malzeme.

Bir hastalik h&li ig¢in biyo-belirtecg¢lerin tanimlanmasi 1ig¢in,
tanisal prosediirlerin ve terapttik rejimlerin entegrasyonuna
izin verir. Bulusun bir biyo-belirtecinin saptanmasi, bunlarin
klinik ¢alismalara katilmasindan Once ©&zneleri taramak ig¢in
kullanilabilir. Biyo-belirtegler, terapdtik  vyanaita, yanit
vermemeyi, olumlu olmayan yan-etki profilini, tedaviye uyumun
derecesi ve vyeterli serum ilaci diizeylerinin basarilmasini
g&stermesi ig¢in araclar sadlar. Bivo-belirteg¢ler, advers 1ilag
yvanitinin uyarisinli saglamak icin kullanilabilir. Yanitain
dederlendirilmesi dozaja 1ince ayar yapmak, regete edilmig
ilaclarin sayisini minimuma indirmek, etkili terapl elde etmede
gecikmeyl azaltmak wve advers 1ilag¢ reaksiyonlarindan kacginmak
igin kullanilabildidinden, biyo-belirteg¢ler, kisisellestirilmis
terapilerin geligtirilmesinde vyararlidir. Bdylelikle, bulusun
bir bivo-belirtecini gdérintiileme ile, hasta bakimi, bozukluk ile
belirlenen ihtiyag¢lari wve hastanin farmakogenomik profilini
eslestirmek ic¢cin tam olarak uygun hdle getirilebilir, béylelikle
biyo-belirtec optimal dozu titre etmek idgin, bir pozitif

terapdtik yaniti tahmin etmek ve siddetli yvan etkilere ydnelik

yviltksek risk altinda olan hastalara tanimlamak igin
kullanilabilir.
Biyo-belirtec-temelli testler, 'veni' hastalarin bir birinci

basamak dederlendirmesini sadlar ve glincel &l¢imler kullanilarak

basarilamayan dodru ve cabuk tani igin objektif 3dlclimler =sadlar.

Dahasi, tanisal biyo-belirteg testleri, hafif derecede vevya

asemptomatik hastaligz olan veya semptomatik hastalik
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gelistirmeye yonelik yilksek risk altinda olabilen aile Uyelerini
veya hastalari tanimlamak i¢in yararlidir. Bu, uygun terapinin
baslatilmasina veya 6nleyici tedbirlere, érnedin, risk
faktébrlerini vydnetmevye, izin wverir. Bu vaklasimlarin sonuclari
iyvilestirdigi fark edilir ve bunlar bozukludun aleni

baslangicini onleyebilir.

Biyo-belirte¢ gdrintiileme yéntemleri, biyo-sensdrler ve kitler
de, hekimin relapsin bozukludun adirlasmasindan kaynaklanip
kaynaklanmadigini belirlemesine olanak saglamasi 1ig¢in, hasta
gbrintileme araglari olarak vyararlidir. Farmakoclojik tedavinin
yetersiz oldudu deferlendirildiginde, akabinde terapi eski
h&dline getirilebilir wveya dedistirilebilir; uygun oldudunda
terapide bir dedisim vyapilabilir. Biyo-belirtecler, bozukludun
haline duyarli oldudundan, bunlar ilag¢ terapisinin etkisinin bir

endikasyonunu sadglar.

Bulus simdi asadidaki sinirlayici olmayan &rneklere atfen

aciklanacaktair.

ORNEK 1

Nilkleozomdaki DNA ve ©proteinlerin, stabilite i¢in c¢apraz
baglandigl {preparatta bulunan tim histonlarin intakt
nikleozomlara eklenmesi saglanarak) MCF7 hilcrelerinden ekstrakte
edilen kromatinin pargalanmasi ile Uretilen ticari clarak temin
edilebilir bir nilkleczom preparati, intakt nlkleczomlari wve
biyotinlenmis bir monoklonal anti-5-metilsitozin saptama
antikorunu baglavan kati fazli bir anti-histon yakalama antikoru
kullanilarak nidkleozom 1liskili nikleotid 5-metilsitozin igin
bir FELISA vyéntemi kullanilarak metillenmis DNA i¢in analiz
edilmistir. Nilkleozom numunesi £f£&tal buzadi serumunda seri
olarak seyreltilmistir wve ELISA’da c¢ift kopya halinde test
edilmigtir. Saf fdtal buzadi serumu avrica herhangi bir hiicresiz

niikleozom ig¢ermeyen bir kontrol numunesi olarak ELISA’da
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kullanilmigtir. Analiz y&ntemi asadidaki gibidir: 0.1M fosfat
tamponu igerisinde bir anti-histon antikor solilsyonu, mikrotitre
gdzlerine (100 pL/gdz) eklenmigtir ve gdzleri yakalama antikoru
ile kaplamak ltzere 4°C’de bir gece inkilbe edilmistir. Fazla anti-
histon antikoru bir kaptan diger kaba aktarilmistir. Bir bovin
serum  albumin soltsyonu (20g/L), gbzlere (200 uL/gdz)
eklenmigtir ve g&zlerde fazla protein baflanma alanlarini bloke
etmek iizere oda sicaklidinda 30 dakika inkilbe edilmistir. Fazla
bovin serum albumin solisyonu bir kaptan diger kaba
aktarilmistir ve gozler, yikama tamponu (200 uL/gdz, %1 Tween 20
iceren 0.05M TRIS/HCI tamponu pH 7.5) ile i¢ kez yikanmistir.
Numune (10 pL/gdz) ve analiz tamponu (50 nL/géz, %0.9 NaCl, %0.05
sodyum deocksikolat ve %1 Nonidet P40 siibstitiienti igeren 0.05M
TRIS/HCI pH 7.5), hafif calkalama ile oda sicaklidinda 80 dakika
inkilbe edilen goézlere eklenmistir. Numune ve analiz tamponu
karisimi bir kaptan dider kaba aktarilmistir ve gdzler, vyikama
tamponu (200 uL/géz) ile 1i¢ kez yikanmistir. Bir biyotinlenmis
anti-5-metilsitozin saptama antikoru scliisycnu eklenmistir (50
nL/goz} ve hafif calkalama ile oda sicaklidinda 90 dakika inkibe
edilmistir. Fazla saptama antikoru bir kaptan dider kaba
aktarilmigtir ve gdzler yeniden yikama tamponu (200 pl/gdz) ile
ic kez vyikanmistir. Bir streptavidin-bayir turpu peroksidaz
konjugati eklenmistir (50 uL/gdz) ve hafif c¢alkalama ile oda
sicakligdinda 30 dakika inkiibe edilmistir. Fazla konjugat bir
kaptan dider kaba aktarilmistir ve gdzler yeniden yikama tamponu
(200 nL/gdz) ile {¢ kez vyikanmistir. Renkli bir substrat
soliisyonu (100 nuL/gdz, 2,2'-Azincobis [3-etilbenzotiyazolin-6-
stilfonik asit]-diamonyum tuzu) eklenmistir ve hafif ¢alkalama
ile oda sicaklidinda 20 dakika inkiibe edilmistir. Gézlerin cptik
yogunlugu (OD) , standart bir mikrotitre plaka okuyucu
kullanilarak 40o0nm’lik bir dalga boyunca Olc¢iilmistir. Artan
niltkleozom iligkili anti-5-metilsitozin konsantrasyonu clan artan
renk doz vanit efrisi, b-metilsiteozin (fdtal buzadil serumu)
yvokludunda gdzlenen disiik bir arka plan sinyali ile

gdzlenmistir. Pozitif ELISA sinyali, ELISA 1le saptanan 5-
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metilsiteozinin (i) vakalama antikoru, numunedeki histonlara
baglandidindan ve (il) saptama antikoru, DNA'nin bH-metilsitozin
bilesenine badlandidindan histon proteini wve DNA’y1 iceren bir
intakt nlikleczom icerisine dahil edildidini gdsterir. Sonuclar

Sekil 1'de gbsterilir.

ORNEK 2

Niikleozomdaki DNA ve ©proteinlerin, stabilite ig¢in capraz
baglandaiga (preparatta bulunan tim histonlaran intakt
nilkleozomlara eklenmesi sadlanarak) A375 hilcrelerinden ekstrakte
edilen kromatinin pargalanmasi ile iiretilen ticari olarak temin
edilebilir bir niikleozeom preparati intakt nitkleozomlari ve
biyotinlenmisg bir monoklonal anti-5-hidroksimetilsitozin
saptama antikcrunu baglavan kati fazli bir anti-histen yvakalama
antikoru kullanilarak nikleoczom ilisgkili nikleotid 5-
hidroksimetilsitozin i¢in bir ELISA yéntemi kullanilarak 5-
hidroksimetilenmis DNA dig¢in analiz edilmistir. Nikleozom
numunesi foétal buzadi serumunda seri olarak seyreltilmistir ve
ELISA"da ¢ift kopya halinde test edilmigtir. Saf fotal buzaga
serumu ayrica herhangi bir hilcresiz nikleczom igermeyen bir
kontrol numunesi olarak ELISA'da kullanilmistir. Analiz yéntemi
asagidaki gibidir: pH 7.4 olan 0.1M fosfat tamponu igerisinde
bir anti-histon antikor solisyonu, mikrotitre gdzlerine (100
pL/gdz) eklenmistir ve gdzleri yakalama antikoru ile kaplamak
izere 4°C’de bir gece inkilbe edilmistir. Fazla anti-histon
antikoru bir kaptan diger kaba aktarilmistir. Bir bovin serum
albumin soliisyonu (20g/L), gbdzlere (200 nL/gbz) eklenmistir ve
gdzlerde fazla protein badlanma alanlarini bloke etmek iizere oda
sicakliginda 30 dakika inkibe edilmigtir. Fazla bovin serum
albumin solilsyonu bir kaptan dider kaba aktarilmistir ve gdzler,
yikama tamponu (200 pL/géz, %1 Tween 20 igeren 0.05M TRIS/HCI
tamponu pH 7.5) ile Uc¢ kez vikanmistir. Numune (10 ulL/gdz) ve
analiz tamponu (50 ulL/gbz, %0.9 NaCl, %0.05 sodyum decksikclat

ve %1 Nonidet P40 slUbstitilenti i¢eren 0.05M TRIS/HCI pH 7.5),
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hafif c¢alkalama 1ile oda sicakliginda 90 dakika inkibe edilen
gézlere eklenmistir, Numune ve analiz tamponu karisimi bir
kaptan dider kaba aktarilmistir ve gdzler, yikama tamponu {200
pL/géz}y ile {ic kez vyikanmistir. Bir biyotinlenmis anti-5-
hidroksimetilsitozin saptama antikoru solisyonu eklenmistir (50
pL/gdz} ve hafif calkalama ile oda sicaklidinda 90 dakika inkibe
edilmistir. Fazla saptama antikoru bir kaptan dider kaba
aktarilmistir ve gbzler yeniden yikama tamponu (200 pL/gdz) ile
¢ kez yikanmistir. Bir streptavidin-bayir turpu percksidaz
konjugat1l igeren bir solisyon eklenmigtir (50 uL/gdz) ve hafif
calkalama 1ile oda sicaklidinda 30 dakika inklbe edilmistir.
Fazla konjugat bir kaptan dider kaba aktarilmistir ve gdzler
yveniden yikama tamponu (200 pL/gdz}) ile {¢ kez yikanmistir.
Renkli bir substrat sclUsyonu {100 pL/gdz, 2,2'-Azinobis [3-
etilbenzotivyazolin-6-=ilfonik z=it]-diamonyum tuzu) eklenmistir
ve hafif c¢alkalama ile oda sicakliinda 20 dakika inkiibe
edilmistir. Gézlerin optik yodunludu (oD), standart bir
mikrotitre plaka okuyucu kullanilarak 405nm’lik bir dalga
boyunca Slculmustir. Artan niukleczom iliskili anti-5-
hidroksimetilsitozin konsantrasyonu olan artan renk doz yanit
edrisi, 5-hidroksimetilsitozin (f&tzl buzadi serumu) yokludunda
gdzlenen dislik bir arka plan sinvali ile gédzlenmistir. Pozitif
ELISA sinyali, ELISA ile saptanan 5-hisroksimetilsitozinin (1)
yakalama antikoru, numunedeki histonlara badlandidindan ve (i1i)
saptama antikoru, DNA’'nin 5-hidroksimetilsitezin bilesenine
badlandigindan histon proteini wve DNA’'y1l igeren bir intakt
nikleozom icerisine dahil edildidini gdsterir. Sonuclar Sekil

2"de gdsterilir.

ORNEK 3

20 saglikli bzneden alinan serum ve plazma kan numunelerinin
dolasimdaki hiicresiz nilkleozom iceridini &lcmek {izere mevcut
teknidin 1iki nitikleozom ELISA vydntemi kullanilmistir. Birinci

mevcut ELISA ydntemi (ELISA 1), Roche Cell Death ELISA’dir ve
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digeri (ELISA 2), bir anti-histon yakalama antikoru ve bir anti-
histon-DNA kompleksi saptama antikorunu kullanan bir ELISA’dir.
Mevcut her iki nikleozom ELISA y&ntemi ile saptanan niikleczom
seviveleri, ncrmal plazmada normal serumdakinden daha disiiktiir.
Nikleozomlarin serum seviyesine ydnelik ncrmal aralik {cptik
yvodunluk birimleri halinde ifade edilir), ELISA 1 icgin 0O - 4.3
CD birim ve ELISA 2 icgin 0 - 1.4 olacak sekilde hesaplanmisgtir
(ortalama £ 20 sadlikli Sznenin serum sonu¢larinin ortalamasinin
2 standart sapmasi). Plazmaya y®nelik ilgili araliklar 0 - 0.95

ve 0 - 0.96"d1r. Sonuglar Sekil 3'te gOsterilir.

Ayrica sadlikli o6zneden alinan ayni 20 numunede 3 nilikleozom
iliskili histon wvaryanti ve bkir histon PTM'inin yani sira iki
nikleozom iligkili nlklectid icgeren nilikleozomlarin seviyeleri
Olgilmistiir. Sonuglzar, =sadlikli serum numunelerinin histon
varyantlari veya PTM veya nikleotidleri ig¢eren nilikleozomlarin
diizgiin  diisiik seviyelere sahip oldugunu gbsterir. Histon
varyantlari, PTM veya niikleotidleri igeren nilkleczomlarin serum
seviyesine ydnelik normal araliklar (optik yodunluk olarak ifade
edilir) su sekildedir; (a) mH2A1.1 ig¢in 0 - 0.36, (b) mH2A2 ic¢in
0.05 - 0.78, (¢) H2AZ icgin 0.117 - 0.58, (d) P-H2AX (Serl39) icgin
0.0 - 0.61, (e) S-metilsitozin icin 0.06-0.36 wve (f) 5-
hidroksimetilsitrosin icin 0.03-0.36. (Olciilen EDTA plazma
sonu¢lari, 20 sadlikli odzZnenin timld ig¢in daha vyiksektir.

Sonuglar Sekiller 4, 5, 6, 7, 8 ve 9'da gdsterilir,

ORNEK 4

13 sadlikli ozneden ve mide, kalin bkadirsak, rektum, akcider
(kiiciik  hiicreli karsinom wve g¢egitli kiigiik hiicreli olmayan
karsinomlar}), meme, vyumurtalik, pankreas, prostat, bhdbrek ve
cesitli oral kanserler (agiz bosludu, damak, yutak ve girtlak)
kanseri olan 55 &zneden alinan EDTA plazmasinda 5-metilsitozin
iceren hilcresiz nilkleczomlar &l¢lilmiistiir. Sadlikli &znelerden

alinan 13 numunenin timi, bir veya daha fazla hiicresiz nilkleozom
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tipi ig¢in pozitiftir. Kanserli oznelerden alinan 55 numunenin
timii, &analiz edilen hicresiz tim nlikleczom <tTipleri ig¢in
pozitiftir. Ancak kanserli &dznelerden alinan numunelerde
saptanan seviveler, saglikli dznelerden alinan numunelerde
bulunandan daha vyiuksektir wve scnug¢lar, sadglikli wve kanserli
dznelerin ayirt edilebildidini gdstermistir. Ornedin, niikleozom
iliskili 5-metilsitozin igin ozrtalama + ortalamanin 2 sandart
sapmasl clarak OD terimleri halinde hesaplanan normal aralik, 0
- 1.417dir. Bu esik dederi kullanildiginda 13 saglikli numunenin
timil negatiftir wve 55 kanser numunesinden 307u, (%38 (8'de 5)
mide, %60 (6"te 3) kalain badirsak, %33 (3'te 1) rektal, %33 (6'da
2} kiigiik hiicreli akciger, %64 (14'te 9) kiigiik hiicreli olmayan
akciger, %33 (67da 2) meme, %100 (1’de 1) yumurtalik, %100 (17de
1) pankreas, %33 (6'da 2) prostat, %100 (1'de 1) bdbrek wve %60
(5"te 3) oran kanser numuneleri dahil pozitiftir (%5571ik genel

klinik duyarlilik). Sonuglar Sekil 17'de gdsterilir.

Ayrica aynl numunelerdeki c¢esitli diger nikleozom 1liskili
vapilari olgmek izere bulus vyéntemleri kullanilmistir. Bu
imminoanalizlerin sonuclara, S-metilsitozin igeren
nikleozomlarin saptanan seviyelerine gdre normallegtirilmis
kanser hastalarindan alinan numunelerdeki niikleczom yapilarinin
profilini sadlamak lizere toplanmistir. COrtaya ¢ikan profiller,
sagliklis &znelerden alinan numunelerin nilkleozom yapisi 1ile
kargilastirilmistir, Hicresiz nikleozomlarin niikleczom vyapi
profilinin saglikla Hznelerinkine gore farklzy oldugu
bPulunmustur. Sonuclar Sekil 207de gésterilir. Benzer sgekilde
kanser disi c¢esitli hastaliklardan alinan numuneler ig¢in
nikleozom vyapi profilleri toplanmistir ve bunlar, kanserli
hastalar ve saglikla Oznelerden alinan numunelerdeki
niltkleozomlarin profili ile karsilastirilmistir. Sonug¢lar Sekil

217 de gdsterilir.

Daha sonra 10 saglikli dzneden ve ayrica ¢esitli kanser tiplerine

sahip 62 hastadan alinan numuneler dahil benzer bir diger deney
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gerceklegtirilmistir. Sonuglar, birinci deneyinkine benzerdir.
Ornedin nikleozom iligkili 5-metilsitozina ydnelik sconuglar ve
ortalama + saglikli dznelere yonelik scnuglarin ortalamasinin 2
standart sapmasi esik deferi kullanildidinda 10 saglikli dznenin
timil i¢in negatif sonuglar elde edilmistir ve pozitif sonucglar,
9'da 9 prostat kanser hastasi, 5'te 5 cilt kanseri hastasi, 8'de
8 &zofagus kanseri hastasi, 13'te 12 mesane kanser, hastasai,
2'de 2 serviks kanseri hastasi ve 1de 1 kolon kanser, hastasai,
4’te 4 meme kanseri hastasi, 77de 7 yumurtalik kanseri hastasi,
7"de 7 girtlak kanseri hastasi, 3’'te 3 zakciger kanseri hastas:
ve 3'te 3 renal kanser hastasi dahil %95 (62'de 61) kanser
hastasi i¢in elde edilmigtir. Sonug¢lar, Sekil 18'de g&sterilir.
Bu sonug, &zellikle b5-metilsitozin dahil olmak iizere serum
nikleotid seviyeleri wve nikleozom iliskili niiklectid sevivyeleri

kanser icin klinik olarak duvarli bivo-belirtecglerdir.

ORNEK 5

Kolon kanserli 3 ozne akcier kanserli 13 &zne, pankreatik
kanserli 3 ézne, oral kanserli 1 dzneden alinan numunelerin ve
Holdenrieder (*Holdenrieder et al, 2001) yontemine gdre saglikla
dznelerden {iretilen bir niltkleozom numunesinin delasimdaki
hiicresiz nilkleczom igeridini &lcgmek {izere mevcut teknigin iki
nitkleozom ELISA yontemleri kullanilmistir. Birinci mevcut ELISA
yéntemi (ELISA 1) Roche Cell Death ELISA’dir ve digeri, bir anti-
histon vyakalama antikoru wve bir anti-histon-DNA kompleksi

saptama antikorunu kullanan bir ELISA'dair.

Ayrica kanserli o&znelerden alinan ayni 19 numunede dU¢ varyant
histon wve bir histon PTM'nin yani sira nilkleotidler 5-
metilsitozin wve 5-hidroksimetilsitozin igeren nilikleozomlarin
seviyeleri Olglilmistir. Sonuclar, mevcut teknigin FLISA
véntemlerine vyénelik diistik niikleozom sonuclari codu dzne icin,
bzellikle pankreatik ve oral kanseri hastalari i¢in saptanmasina

radmen bu numunelerin g¢odgunun bir wveya daha fazla nilkleczom
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iligkili nikleotid wveya wvaryant histon igeren nikleozomlarin
daha yilksek saptanabilir seviyelerine sahip oldudunu gdsterir.
Kolon kanserli 3 dzne, akcider kanserli 13 &6zne, pankreatik
kanserli 2 &zne ve oral kanserli 1 dzneden alinan numuneler igin
sonug¢lar sirasiyla Sekiller 10, 11, 12, wve 13"te gbsterilir.
Onemli niikleozeom iliskili histon varvant seviyeleri wve histon
PTM seviyeleri, 19 kanser numunesinin 16’sinda (3 akcifer kanser
numunesi disinda hepsinde) saptanmistir. Ek olarak Onemli
niilkleozom iliskili 5-hidroksimetilsitozin seviyeleri, 19 kanser
numunezginin 1Z7ginde saptanmigtir. Ayrica onemli nidkleozom
iliskili S5-metilsitozin seviyesi, 19 kanser numunesinin tilmiinde

saptanmigtair.

Ayrica farkli niklectid, histon wvaryanti wve histon PTM
seviyelerini iceren nikleozom sevivelerinin paterni, tim dzneler
i¢in dizglin degildir ancak test edilen farkli Kkanserler ig¢in
farkli paternler g&sterir. Ayni veya farkli kanserli &znelere
yénelik scnuglar arasincda karsilastirmayl kolaylastirmak izere
niilkleozom testlerine ydnelik (macrcHZAl.l, macroHzZAZ, HZAZ, P-
H2AX (Ser139), S5-metilsitozin, S5-hidroksimetilsitozin iceren
nikleozomlar) sonuclar, 5-metilsitozin iceren nilkleczomlar ig¢in
gdzlenen OD sinyalinin bir orani olarak normallestirilmistir.
Normallestirilmis sonuclar (birden fazla dzneden alinan
numunelerin test edildidi sonuclarda standart sapmavi gdsteren
hata c¢ubuklari 1le), saglikli o&znelerden iiretilen nilkleozom
numunesine yoénelik ayni sonuglarin yani sira $ekil 14’te her bir
kanser icin gbsterilir (mHZ2AZ2 wve 5S-hidroksimetilsitezin, bu
numune icin o&lc¢llmistiir). Sekil 14, arastirilan ddrt kanserin
tumunde farkla normallestirilmis nikleotidler, histon
varyantlari ve PTM ig¢eren nikleczomlarin dagilim paterninin,
saglikla Sznelerden hazirlanan numunedeki nikleozomlarin
dagilimina gbre oldukca dnemli derece farklilastigini gdsterir.
Ornedin  saglikli niltkleozom numunesinde macroH2Al.l iceren
nilkleozomlarin nispi seviyesi, kanser tiplerinin herhangi birine

ait numunede saptanandan farklidir. Dolayisiyla mevcut bulus,
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basit bir kan bazli tarama testinde kanser saptanmasi ig¢in bir
yéntem olarak kullanilabilir. Teknikte uzman kisiler igin
bulusun, timér veya dider hastalik k&kenli dolasimdaki hiicresiz
niikleozomlar arasinda daha fazla veva daha ivi ayrim vyvapmak lzere
diger ilave niikleotidleri wve/veya histon wvaryantlarini ve/veya
histon modifikasyonlarini igeren nilkleczomlarin test edilmesini

icerdidi belirgin olacaktair.

Ayrica gbdzlenen nikleozom tiplerinin paterni, farkli kanser
tipleri ig¢in farklilasir. Ornegin kolon, pankreatik ve oral
kanserli Oznelerden alinan numuneler, nikleozom ilisgkili HZAZ ve
H5-hidroksimetilsitozinin farkli normallegtirilmis seviyeleri
ile ayirt edilebilir. Benzer sekilde oral kanser, varyant
macroH2Al.1’1 iceren niikleozomlarin farkli nispi bir seviyesine
davanilarak kolon kanserli &znelerden alinan numunelerden avyirt
ecdilebilen pankreatik kanserli dznelerden alinan numuneler ve
dig¢er ¢ kanser tipinin herhangl birinden mHZA2 wveya P-
H2AX (Ser139) iceren her iki niikleozomun farkli normallestirilmis
seviyelerine sahiptir. Dolayisiyla mevcut Dbulus, genellikle
kanser tanisi koymak ilizere ve belirli bir kanser tipini ayirt
etmek dzere bir ydntem olarak kullanilabilir. Teknikte uzman
kigsiler ic¢in bulusun, farkli spesifik timér kokenli veya dider
hastalik kékenli deolasimdaki hiicresiz nilkleczomlar arasinda daha
fazla wveya daha 1iyi ayrim vyapmak 1ulUzere dider 1ilave histon
varyantlar: ve/veya histon modifikasyonlara ve/veya
nikleotidleri iceren nlkleozomlarin test edilmesini igerdigi

belirgin olacaktair.

ORNEK 6

3 sadlikli &zneden ve 10 kolon kanserli hastadan alinan serum
numunelerinde bulus ydntemi test edilmigtir. Bu numunelerde 5-
metilsitezin igeren nikleczomlar Slclilmistir ve kanser
sonuglari, Sekil 16’da gbsterildigi izere sadlikli dzneler icgin

elde edilen sonug¢lara gdére diizenli sekilde yiksektir.
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ORNEK 7

Lkeider ve kolon kanseri hastalarindan alinan insan EDTA plazma
numunelerinin nikleozom 1ligkili 5-metilsitozin seviyeleri
Slcgilmistiir. Saptanan seviyeler, hastalarin hastalik ilerlemesi
ile iligkilendirilmigtir. Sekil 19"da gé&sterilen sonuclar,
nitkleozom iliskili S5-metilsitozin seviyelerinin, boyut, seviye,
noedal yayilma bakimindan hastaligdin ciddiyeti ile arttidini ve
nikleozom 1ligkili 5-metilsitozin seviyelerinin hastalidin
ilerlemesinin gdstergeleri olarak tek bagsina veya tanisal bir

panelin parg¢asi olarak kullanilabildigini g&sterir.
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Akciger kansen nodal evre Kalon kanser nodal evre

NO Sifir bolgesel lenf dUguma metastaz NG Sifir bolgesel lenf dugimi metastazi
N1Direkt yayilim ile tutulum dahil ipsilateral peribrongiyal N1 1-3 bélgesel lenf dugimuinde metastaz
veiveya ipsilateral hilar lenf digimleri ve intrapulmoner N2 4 veya daha fazla bolgesel lenf digumunde

dugumlerde metastaz ) ) metastaz
N2 [psilateral mediyastinal vefveya subkannal lenf

dUQUmUHde(dUQUmIenndeH melastaz )
N3 Kantralateral mediyastinal. kontralateral hilar. ipsilateral

veya kontralateral skalen veya supraklavikular lenf
dugumondeidugimlerinde) metastaz

oD oD

RS CSNEENY
Y PYTNYRY YTy

P

Akciger kanser evresi/boyutu

Kolon kanseri evresi/boyutu

T1: tUMOr<3em Ti:tumor. alt mukoza tabakasini isgal eder
T2: 3cm <tUmar< 7em T2:tumor. muskalaris propiyay 1sgal eder
T3:UMOr» 7 em T3: tumar perkolorektal dokularda muskilaris
T4: diger organ. dokuyu iggal eden propiyayl bastan sona iggal eder
herhang! boyutta tumar T4: timor. visseral penton ylzeyine penetre eder. diger

organlan veya yapilan isgal eder veya bunlara yapigiktir
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